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RESUMO

FILOCOMO, Diego.Obtencéo de compostos de alto valor comercial a garde
biomassa microalgal por extracdo com fluido superético (EFS). 2015 78pDissertacdo
(Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia Quimidastituto de Tecnologia,
Departamento de Engenhara Quimica, Universidadesr&edRural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2015.

Neste estudo, foi avaliado o potencial da técneaxtracdo com fluido supercritico para a
obtencdo de compostos de alto valor comercial {gaéides e clorofila-a) da biomassa de
Spirulinaspp., bem como o desempenho desta microalga ens iheicultivo de baixo custo,
visando a alta produtividade em biomassa e em pitpaeA extracdo com fluido supercritico
apresentou uma alta seletividade em relacdo a gimetos pigmentos, principalmente dos
carotenoides. Os maiores rendimentos de extracfercitica para ambos 0s pigmentos
foram observados a 200bar sob a condicdo isotérmécad0 °C, tendo sido obtidas
concentracdes de 13,55 pg ™de clorofila-a e 7,82 pg niLde carotenoides totais no
extrato metandlico utilizado do material extraidoextracdo de clorofila em relacdo aos
carotenoides, aumentou com o0 aumento da presshcando a possibilidade de um processo
de extracdo em duas etapas. Nos cultivos, foi vaderum 6timo desempenho da microalga
cultivada no meio Mod.llI(2,5), comparado aos i realizados em meio Zarrouk, onde
alcancou, ap6s oito dias, uma concentracédo em bimfimal de 1,28 g1, concentracdo de
clorofila de 11,51 pg mt e carotenoides de 3,98 pg thiL

Palavras chave:compostos de alto valor comercigpirulinaspp., meios de cultivo de baixo
custo, extragdo com fluido supercritico.
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ABSTRACT

FILOCOMO, Diego.Obtaining high-value compounds from microalgal bionass
by supercritical fluid extraction (EFS). 2015 78p.Dissertation (Mater of Science in
Chemical Engineering, Chemical Technology). Ingitwf Technology, Department of
Chemistry Engenhara, Rural Federal University af & Janeiro, Seropédica, RJ, 2015

This study evaluated the potential of the extoactiechnique with supercritical fluid for
obtaining high commercial value compounds (cardtesn@nd chlorophyll-a) biomass of
Spirulina spp., And the performance of this micgaal in low cost culture medium, aiming at
high productivity in biomass and pigments. The sogiécal fluid extraction showed high
selectivity in relation to the achievement of pigitse particularly the carotenoids. The larger
supercritical extraction yields for both pigmentsres observed at 200bar under isothermal
condition of 40 ° C, the concentrations being 13r&HL-1 of chlorophyll-a and 7.82 mg L-1
of total carotenoid the methanol extract used tkteaeted material. Chlorophyll extraction
with respect to carotenoids increased with theease in pressure, indicating the possibility
of an extraction process in two steps. On cropsag observed a great performance from the
microalgae cultivated in the Mod.lll (2.5) mediuecgmpared to cultures performed in the
Zarrouk medium, where it reached, after eight dayspncentration in the final biomass of
1,28 g L%, chlorophyll concentration of 11,51 pg fhand carotenoids 3,98 pug mL

Keywords: high-value compounds, Spirulina spp., low-cost wraltmedium, supercritical
fluid extraction.
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1 INTRODUCAO

O uso da biomassa de microalgas como matéria pemaprocessos quimicos
industriais tem se tornado cada vez mais frequéxgecianobactérias ou microalgas azuis
apresentam altissimo potencial biotecnoldgico, pddeser utilizadas para obtencdo de
produtos variados, tais como farmacos, marcadduesescentes, biopigmentos, enzimas,
antioxidantes, exopolissacarideos usados comoicgeli€s, emulsificantes, floculantes e
hidratantes, além de diversos nutrientes como migieritaminas, lipidios, proteinas e
carboidratos (OLIVEIRAet al, 2013). A elevada taxa de reproducdo e altaéefota de
conversao energética em compostos bioativos, enurdoncom caracteristicas especificas
conferidas a cada espécie, permite o uso destesarganismos nos mais variados setores da
industria, incluindo aplicagcdes ambientais (SCHMI&Z al, 2012), algumas em especial
ganham destaque, como as do gérigpinulina, que por conter altos indices de proteina em
sua composicdo (BELAY, 2002), sdo comumente utihsaem dietas alimentares de seres
humanos (BELAY, 1993; KENEt al, 2015), e também na composicdo de racdo animal pa
aves (BASEGGIO, 2001) e peixes (SARKERal, 2015). Outra caracteristica significativa é
que além de produzirem proteinas, aminoacidos ess&® vitaminas, incluindo a vitamina
Bi2 (LEI et al, 2012), as cianobactérias deste género tambémxs@btentes produtoras de
compostos de interesse com alto valor comerciahocbcocianina (KUDDUSet al, 2013;
YOSHIDA & TAKAGAKI 1996), acidoy-linolénico (6mega 6) (KENTet al, 2015) ep-
caroteno, estes, assim como outros compostos\meatonferem a biomassa de microalgas
um alto poder nutracéutico (Alet al, 2015; KUMARet al, 2009).

No processo produtivo da biomassa algacea, as giimwiestabelecidas para o
crescimento das células sdo fundamentais paratse @b melhores rendimentos tanto em
biomassa, quanto em pigmentos, assim como outrogasios de interesse comercial.
Manipulando estas condi¢cdes, é possivel alteraraatglade e a qualidade da biomassa, dos
compostos e dos pigmentos gerados durante o c(@@NVERTI et al, 2009), o que torna
a etapa de cultivo extremamente importante pam@gjaum produto final de qualidade. Para
obter sucesso no emprego definitivo da biomassanideoalgas como matéria prima e
estabelecer sua producdo comercial em alguns setér@ecessario otimizar o processo
produtivo como um todo e extrair a0 maximo o queéacespécie pode oferecer, agregando
assim, valor ao produto final. Neste sentido, alescdo método de extracdo mais apropriado
a cada microalga é de fundamental importancianadg aumentar a eficiéncia da obtencéo
dos compostos e garantir a qualidade da biomasgiuat apos a extracdo. Solventes como
hexano, metanol, etanol e misturas como clorofaGmmetanol sdo comumente utilizados para
extracdo de compostos de microalgas (GIL-CHA\E AL, 2013). Em geral, dependendo do
solvente utilizado, mais etapas de separacdo s@ss@ias para que se tenha cada composto
separado, purificado e livre de solventes residuaistilizacdo de didxido de carbono (€O
como solvente em processos de extracdo com fluidersritico (EFS), mostra um grande
potencial para obtencdo de compostos de microfdiR&MPON et al, 2011), sendo o GO
0 solvente mais indicado em processos deste tipagesentar nula toxicidade, ser de facil
obtencdo em altos niveis de pureza, ndo ser inflaimapresentar inércia quimica em relacao
a matéria prima, baixa temperatura critica (310 € moderada pressao critica (73,4 bar);
essas caracteristicas, tornam favoraveis a suaaefd principalmente na inddstria de
alimentos (ARAUJO, 1997; MENDE& al, 2003; CRAMPONet al, 2011).

As vantagens apresentas pela extracédo viasGfercritico, fazem desta metodologia
uma ferramenta estratégica para a obtencdo de stospproduzidos por microalgas, de
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forma limpa e seletivaYEN et al, 2014), agregando valor ao processo produtivo e
proporcionando o uso da biomassa residual apOstracér. Assim, neste trabalho, foi
avaliada a extracdo com fluido supercritico comac@sso para obtencdo de pigmentos de
alto valor comercial (carotenoides e clorofila-a)rdicroalgaSpirulina Além disto, seguindo

a estratégia de valorizacdo do uso da biomassaiddisa para a producdo dos pigmentos
em questdo, a fim de diminuir o custo de producdobibmassa, foram estudados o
crescimento da microalga, a producédo de biomadsates pigmentos, em cultivos realizados
com meios modificados pelo uso de compostos de lzaisto.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Microalgas

As microalgas, incluindo as cianobactérias, saarosgnos extremamente flexiveis do
ponto de vista evolutivo, podendo ser encontradattem ambientes marinhos como em
ambientes de agua doce (MOAZAML al, 2012), apresentam em sua composi¢do, uma
gama variada de pigmentos e se encontram na basadé#& alimentar, além de serem
responsaveis pela maior parte da producao do ariggasente na atmosfera e por 50 % da
fixacdo do carbono organico mundial (BORGES, 20RDQSSIl et al., 2014; RATHA &
PRASANNA, 2012), o que |hes confere um importardapgb ecolégico. Constituem a parte
vegetal do plancton (fitoplancton) e podem serni@dis como organismos fotossintetizantes
talofitos, portanto, ndo contém folhas, caule, édes; sistema vascular e raizes. Suas células
podem medir de 2 a 30, apresentando-se como estruturas individuais (i célula),
interligadas (em cadeias alongadas) ou até mesmmafolo pequenas colonias.

O termo “microalgas” ndo apresenta valor taxonémicoa vez que engloba micro-
organismos algais com clorofila e outros pigmerfaisssintéticos capazes de realizar a
fotossintese oxigénica (DERNER, 2006). Segundo ER3A (2006), as microalgas estado
classificadas em 11 divisbes distintas: Cyanoph@laucophyta, Rodophyta, Cryptophyta,
Euglenozoa, Cercozoa, Haptophyta, Dinophyta, Ogirgia, Streptophyta e Chlorophyta.
Filogeneticamente, as microalgas sdo compostasspiecies procariéticas ou eucarioticas,
antigas ou mais recentes, conforme o periodo emsgigegram no planeta. Em termos de
abundancia podemos citar as principais linhagens ndieroalgas: Diatomaceas
(Bacillariophytg, com aproximadamente 100.000 espécies, sendddeosda dominante
dentre o fitoplancton oceéanico, podendo ser enadatem ambientes de agua dokkgas
Verdes (Chlorophyceae)representadas por cerca de 17.000 espécdidgas azuis
(Cyanophyta)com cerca de 2.000 espécies conhecidas por desbamem papel importante
na atmosfera: a fixacdo de oxigénio, sendo enatgdreem diversos ambientes|gas
Douradas (Chrysophyceaeque possuem cerca de 1.000 espécies, com habitat
predominantemente doce, porém encontradas em ambm@ninho (RAVEN et al., 2001).

A composicdo quimica das microalgas pode variaaatedo com cada espécie em
funcdo das condi¢cbes nutricionais e ambientaisiais ¢80 submetidas durante o seu ciclo de
vida, como por exemplo, as fases de crescimentasssz de nutrientes especificos, regime
de luz, temperatura (SHIFRIN; CHISHOLM, 1981; SUKEKNCARMELI, 1990; ROSSlkt
al., 2014; TEOet al., 2014). Além da producdo natural de compostos ibmgt muitas
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espécies de microalgas podem ser induzidas a aaumuantidades consideraveis destes
compostos, quando cultivadas pelo homem, como @o dos lipidios e também de alguns
pigmentos (MATA, et al.,2010). Dentre as espécies utilizadas com estadat# destacam-
se Spirulina platensis, Chlorella vulgaris, Dunaliellaalina, Synechococcusp., Nostoc
ellipsosporum, Chlamydomonas nivalis, Porphyridicmrentum, Phaeodactylum tricornutum
(CHACON-LEE & GONZALEZ-MARINO, 2010). Através da Pala 1 podemos comparar a
composicao bioquimica geral em relacdo a massa aeira algumas espécies de microalgas
e alguns alimentos.

Tabela 1 - Comparagdo das composi¢cdes gerais algoms alimentos e diferentes biomassas de
microalgas (% massa seca).

Amostras Proteinas (%) Carboidratos (%) Lipidios (%)
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Feijao 37 30 20
Anabaena Cylindric 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas Rheinhardii 48 17 21
Chlorella Vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella Salina 57 32 6
Porphyridium Cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulina maxim 60-71 13-1€ 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11

FONTE: Adaptado de BECKER (1994)

Algumas espécies de microalgas apresentam Otimeactedsticas para serem
utilizadas como alimento humano e animal (KEBITal, 2015; SARKERet al, 2015). O
cultivo e a alimentacdo a base destes microorgasigané praticado ha séculos. Ha relatos,
por exemplo, do uso da biomassaSgerulinasp. pelo povo Asteca do Império Tenochtitlan,
atual cidade do México, em meados do século XVIFS@N, 1997)A beira do lago Chade
até hoje aSpirulina sp. é utilizada como suplemento alimentar por oatigfricanos de
Kanem, povoado com baixissimos niveis de desnaotrigiesar da regido ser pobre em
alimentos com alto teor de proteinas. Eles cultiea@pirulina em lagos alcalinos naturais,
coletam e a secam de maneira artesanal, produaimdamassa base conhecida como “dihé”
utilizada no preparo de varios produtos alimendd@&agura 1) (AHSANet al, 2008).
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Figur 1 - Mulheres de Kanem produzindo 6 "dihé&n(e: WWW.aIgééinduétrymagazinecom).

2.2 O génerdArthrospira (Spirulina)

A Spirulina (Figura 2), também conhecida comathrospira, faz parte do reino
Bactéria, divisdo Cianobactéria, da classe Ciaeafie da familigDscillatoriaceae e tem
como espécies de maior relevansiaplatensise A. maxima.Em geral possuem filamentos
helicoidais com comprimento de aproximadamente 3Mum e 5-10um de largura, que
podem variar de formato consideravelmente de acmydoas condi¢cdes ambientais, podendo
chegar até mesmo a forma linear. Apresentam esdra@lular tipica das cianobactérias gram-
negativa, composta pela membrana citoplasmaticana parede celular constituida de
peptideoglicano, contendo poros, cujo padrdo deodisdo € utilizado em estudos de
sistematica. No génerbrthrospiraesses poros tém diametro de 15 nm, e sédo arrargados
uma fileira préxima as paredes transversas (PALINSKRUMBEIN, 2000).

Este género, por apresentar alta tolerancia paralgatino, na natureza € encontrado
principalmente em lagos alcalinos e salobros cospgé@e dominante, j& que a maioria dos
micro-organismos ndo suportam as mesmas condiffiEesta forma, ao se trabalhar em
sistemas de cultivo artificiais, a chance de coimagdo por outros organismos € menor
favorecendo o cultivo em larga escala (CHRONAKtSl, 2000; RANGEL-YAGUIet al,
2004).

As microalgas deste género sdo consideradas umelepte fonte proteica por
possuirem de 60 a 70% de proteinas em relacdo masga seca (Nlet al, 2007). Além
disto, € uma das fontes naturais mais ricas emiaB12, e contém uma gama natural de
biopigmentos, com altissimos poderes funcionaiSIEFRO ESTRADAet al, 2001) como
por exemplo clorofila-a constituindo 1,15% de suamassa (DANESIet al, 2004),
ficocianina constituindo até 20% do peso seco dtepra celular (SILVEIRAet al, 2007) e
[-caroteno que, dos carotenos totais, representa der80% (OLIVEIRAet al, 2013).



o i :
Figura 2 -Spirulina platensiwvista em microscépio 6ptico (10X). Fonte: O ayz014)

2.3 Fatores relacionados ao cultivo

Por serem fotoautotroficos, o crescimento e aygéd de biocompostos por parte
destes organismos sao altamente influenciadas peiemos fatores que afetam diretamente
0 processo fotossintético como: temperatura, ifdeds luminosa, agitacdo, nutrientes e pH
(MIAO e WU, 2004). As diferentes combinacdes passientre estes fatores bem como a
intensidade como que eles s&o aplicados no prodessoltivo das microalgas, podem gerar
diferentes respostas de crescimento e producaondpaostos de interesse comercial, fazendo
do controle destas variaveis uma importante ferméangpara elaboracdo das diferentes
estratégias de cultivo, que visam o aumento dauypradade em biomassa e de compostos de
interesse comercial (DUARTE, 2001).

A temperatura pode influenciar significativamema composi¢cdo quimica e no
crescimento das microalgas. Oliveira e colaborad(t899) afirmam que a faixa 6tima de
temperatura para o desenvolvimento dessa micraalda 30 a 35 °C, e que a biomassa
cultivada a 35°C apresentou reducdo no conteudwrateinas. Santos; de Macedo; Alegre
(2003) também avaliaram o efeito da temperatureongposicdo da biomassa produzida a 35
°C e notaram na biomassa a reducéo de 28,84 Y%ondderoteinas, porém acompanhado de
um aumento de 30,34 % no teor de carboidratos28d®0 % nos lipidios totais, associando-
se a utilizacdo de 0,2 g.L-1 de KNO3. Quando cadtay sob a temperatura de 25°C, os
autores relatam a reducdo de 40,28% no teor deipast aumento de 88,90% no teor de
carboidratos e 321,25% no teor de lipidios totais.

A disponibilidade de luz esta diretamente ligaden o crescimento das células de
microalgas e consequentemente com a produtividadéo tem biomassa quanto dos
compostos por elas produzidos (LACAZ-RUIZ, 1996)erergia luminosa induz a atividade
enzimética, tendo influencia sobre a sintese deejmas (RUYTERS, 1984; UMINO,
SATOH e SHIRAIWA 1991).

A producdo de alguns pigmentos pelas microalgage peariar em funcdo da
guantidade de luz disponivel durante seu cresconemmo € o caso da clorofila que se
apresenta em menor quantidade na biomassa geradarghgdes de luminosidade menos
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intensas (KEBEDE e AHLGREN, 1996) e dos carotergidgue em condi¢cdes de alta
incidéncia luminosa atuam como protetores das aglutaptando a energia luminosa e
realizando sua transferéncia para as moléculatodiila (OLAIZOLA e DUERR, 1990). O
excesso de luz no processo de fotossintese podecaroo efeito conhecido como foto-
oxidacdo, onde na presenca do oxigénio, ocorrermaftio do peroxido de hidrogénio,
substancia letal para as células de microalgasAMAMA, UEDA e SUGATA, 1996).

A agitacdo € de extrema importancia para gararitioca gasosa dentro dos sistemas
de cultivos, evitar a deposicdo de células no furadomentar a disponibilidade de luz e
aumentar a chance de contato entre as célulasnatsntes presentes no meio de cultura
(BECKER e VENKATARMAN, 1984;RICHMOND et al, 1993). O pH do meio também é
importante, e pode variar de neutro a alcalino dépedo da espécie de microalga cultivada
(RAVEN, 1990).

2.4 Meio de Cultivo

7

Meio de cultivo € o ambiente especifico, onde sdwortrados os nutrientes e as
condi¢des necessarias para o desenvolvimento dasatgias. No processo de fotossintese, as
microalgas necessitam da luz, temperatura idealiantijlades especificas de nutrientes
essenciais que variam de espécie para espécie, inaui macroelementos como C, N, P, S,
K, Fe (e Si, para o caso das diatomaceas), e neoneatos como Co, Mo e Mn, e vitaminas,
como a cianocobalamina e tiamina, para produziremmdssa e multiplicarem-se (CH®&I
LEE, 2014). Existem dois principais tipos de maiescultivos para microalgas, que podem
variar de acordo com o0 objetivo e espécie em facestudo. Os principais meios de cultura
podem, portanto, ser divididos em: definidos e defimidos (LOURENCO, 2006).

O meio definido é caracterizado a partir do prepaitzando agua de elevada pureza,
onde sdo adicionados nutrientes em concentracdebBecidas a fim de estimular o
crescimento das células. Esse tipo de meio é noremaé utilizado para estudos especificos
onde € necessario conhecer a composicdo exata wtogntes, para compreender o
comportamento das microalgas durante o cultivajlteaste desta composicdo. Geralmente
por se tratar de uma grande quantidade de nutsiemitezadas para enriquecimento, torna-se

um meio de alto custo (LOURENCO, 2006).

J4 o meio semidefinido é aquele que tem como badgua coletada em corpos
hidricos naturais, como por exemplo, a agua do o, por sua vez € enriquecida com
alguns nutrientes de composicdo conhecida. O meidit@ semidefinido, pois as
concentracdes adicionadas sao conhecidas, poréser@mhece com exatiddo a composicao
da dgua do mar que esta sendo utilizada. Uma \eea quantidade de nutrientes adicionada é
muito maior que da composicdo da agua do mar, &ssangue as concentracdes finais do
meio correspondem aquelas dos componentes adiogndtin relacdo a seu custo, é
relativamente baixo, possuindo diversas aplicagi@so em manutencdo de cultivos em
laboratério, pesquisas, além do uso na producdobidemassa para fins comerciais
(LOURENGCO, 2006).

No caso d&pirulina 0 meio ideal é encontrado em aguas salobrasirPeré alguns
casos, a quantidade de nutrientes presentes nadlgteda para o cultivo em corpos hidricos
naturais, ndo € o suficiente para um crescimenpoesgivo da microalga, sendo necessario
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seu enriquecimento com quantidades maiores e ciolalsede nutrientes, que pode variar de
espécie para espécie (LOURENCO, 2006).

2.5 Cultivo de microalgas

A producao de microalgas pode ser realizada eransest de cultivo de diferentes
geometrias e volumes, que sao divididos em duag@aas principais: 0s sistemas abertos e
os sistemas fechados. Dentre os sistemas aberivsitiiaados podemos citar os tanques do
tipo pista (Raceway Ponds) (Figura 3) e os sisteenadormato de lagoas (Figura 4). Os
sistemas fechados, também conhecidos por fotobiones, possuem uma maior variedade
de formatos (HANDLER et al., 2012), podendo serfatenato tubular (Figura 5), planar
(Figura 6), dentre outros.

Figura 3 - Sistemas de cultivo aberto tipo Raceﬂmﬁartise Nutritionals, em
Califérnia, E.U.A. (MOSTAFA 2012).



Figura 4 - Sistema de cultivo aberto tipo lagoathdt Lagoon, em Western
Austrdlia.

2= —

Figura 5 - Sistema de cultivo fechado tipo fototgator tubular. fonte:
http://www brasilescola.com/quimica/biodiesel-algasl.



Figura 6 - Sistema de cultivo fechado tipo fotof®ator planar com iluminag&o LED. Fonte: o
autor .

Os sistemas abertos sao mais utilizados em colitem escala comercial por
apresentarem menores custos de implementacdo, cdpera manutencdo. Entretanto
apresentam desvantagens como maior taxa de evappna@ior exposicdo do cultivo a
intemperes, o que dificulta o controle dos paramsetle cultivo e aumenta o risco de
contaminagfes por outros microorganismos (UGWiUal., 2008, SINGH& SHARMA,
2012). Ja os sistemas fechados, em geral apresenttos de implementacdo, operacao e
manutencdo mais elevados, porém podem ser progeddimizados de maneira a atingir
maiores taxas de producédo, bem como garantir &cd@erde compostos especificos pelas
microalgas, uma vez que através deste tipo derssté possivel ter um maior controle dos
parametros de cultivo como temperatura, luminosidagpH, além da reducéo do risco de
contaminagodes. (SIERRét al, 2008; SINGH& SHARMA, 2012; GROS®t al.,2013).

Em comparacdo ao cultivo de vegetais superioregittva de microalgas apresenta
inUmeras vantagens como: maior produtividade doggaéguer outro sistema agricola, maior
eficiéncia de conversio energética em compostagivis (PLAVSC et al, 2002, PULZ &
GROSS, 2004; NUNNERt al, 2010), menor area requerida para o cultivo,rdeoditras
gque fazem destes organismos uma matéria prima gsorai para 0s mais variados setores da
industria, ganhando destaque, principalmente risstrias de alimentos e farmacos devido a
producdo de compostos de interesse e alto valoerommh (BECKER, 1994; PULZ &
GROSS, 2004; RICHIMOND, 2004; RICH#t al, 2011).

As microalgas séo capazes de realizar diferentesafbde metabolismo, podendo ser
organismos autotroficos, heterotroficos ou mixatas, realizando mudangas metabdlicas em
funcdo da condicBes ambientais as quais sédo sulaveaturante o cultivo (CHOJNACKA;
MARQUEZ-ROCHA, 2004).

Ao realizarem o metabolismo de forma autotroficac@ulas captam a energia da luz
e o carbono do CQpresente na atmosfera, produzindo através dasfatese biomoléculas
como: proteinas, polissacarideos, lipidios, e &cidrleicos. No metabolismo heterotréfico a
principal fonte de energia é obtida através congsostganicos. J& no mixotréfico, as células
se utilizam da energia luminosa além da fonte dieoce oriunda de compostos organicos e
inorganicos (JIANGet al,, 2011).



Em geral, sob condi¢ces climaticas adequadas eemigs suficientes, as microalgas
apresentam excelente crescimento, comumente dabsaladbiomassa em um periodo de 24h
e até mesmo dentro de 3,5h durante a fase derosrdo exponencial (CHISTI, 2007).

As fases de crescimento sao caracterizadas comse ftle adaptacdo, fase
exponencial, fase linear, fase estacionaria, e dasdeclinio ou morte, como ilustradas na
Figura 7.

Crescimento

sajualINN ap oedesuaduo)

Tempo
Figura 7 - Fases de crescimento das microalgase HOMATA et al., 2010).

De acordo com DERNER (2006) as fases do crescorsid definidas da seguinte
forma: “(1) Fase de Inducédo ou Fase Lagcorre logo ap0s a repicagem, nao existe um
incremento na populagdo devido a adaptacédo ddssdligais as novas condi¢des de cultivo,
podendo inclusive ocorrer uma reducdo na densidelléar; (2)Fase Exponencial ou Fase
Log: é a fase de crescimento na qual a biomassa dealgpcessivamente em intervalos
regulares de tempo, ou seja, a cultura apresenta elevada e constante (logaritmica)
velocidade (taxa) de crescimento; E&)se de Diminui¢cdo do Crescimento Relativdempo
requerido para a duplicacdo celular aumenta, radozassim a taxa de crescimento. Isto €
consequéncia da diminuicdo na quantidade de ntegseatisponiveis no meio (os quais foram
assimilados pelas microalgas) e, principalmentegdacao da atividade fotossintética devido
ao incremento da densidade microalgal, sendo qata derma, a quantidade de energia
luminosa por célula torna-se bastante reduzida$aatmbreamento); (#ase Estacionaria
nesta fase n&o ha incremento liquido da populagder{sidade celular permanece constante),
a taxa de crescimento estd compensada pela taxaodalidade, podendo existir alta
contaminacgdo; (5)ase de Morte da Culturaé resultado da deplecdo de nutrientes e do
autossombreamento a um nivel que ndo suporta eiroe®o, bem como da possivel
ocorréncia de um nivel toxico de metabdlitos pressena cultura”.

Apesar das microalgas serem consideradas uma agiéma promissora com
utilidade em diversos setores industriais, seuveufiara algumas finalidades ainda apresenta
gargalos de producdo, como € o caso do processepdeacdo das microalgas do meio de
cultura, que pode ser realizada de vérias maneimaso: centrifugacdo, floculacéo,
sedimentacao, filtracdo, eletroflotacdo, com o lauxde biofloculantes e etc (NURRét al.,
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2014; TEIXEIRA et al., 2012; MATA, et al., 2010), é uma das etapas de maior gasto
energético representando cerca de 20 -30 % dossctthis da producdo (PRAGY& al.,
2013; WUet al.,2012), ou até mesmo na competicdo por preco noamercomo € o caso da
producdo d&pirulinapara servir como suplementos em racdes, cujo 0 coétio é de US$
8-15 por kg de massa seca, e quando comparadexpoplo, com farinha de peixe e soja,
que apresentam em média um custo de producdo del®$ kg, seu custo de producgéo
torna-se relativamente alto, 0 que mostra o quardtmizacédo do processo de producdo em
escala industrial se faz necessaria (JIMENEZ, COSSNIELL, 2003; LEE, 2001).

2.6 Pigmentos

As microalgas sao ricas em pigmentos como cler@@l5% a 1% da massa seca em
média), carotenoides (0,1% a 0,2% da massa secanéuiim) e ficobiliproteinas. Estas
moléculas tem uma ampla aplicacdo comercial (BRO®MNal. 1999; BOROWITZKA,
1988), podendo ser utilizadas principalmente nadabdo de farmacos e nutracéuticos, como
insumo para a producdo alimentos (animal e human@té mesmo na industria de
cosméticos. O principal microrganismo usado na ygad comercial de ficobiliproteinas
(ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) é a amoalga. Spirulina ou Arthrospira
cianobactéria azul-verde. O potencial primario dgseioléculas € para a produgcdo de
corantes naturais, mas 0 crescente numero de igag®ts tem mostrado suas propriedades
farmacoldgicas e nutracéuticas (Adfl al, 2015; KUMAR et al, 2009). Estes pigmentos no
mercado podem atingir precos que variam de US®S8$ 25/mg para o pigmento bruto, a
US$ 1500/mg para o pigmento purificado (SPOLAGREI, 2006).

2.6.1 Clorofila

As clorofilas localizam-se nos cloroplastos, e $@ndamentais no processo da
fotossintese, onde ocorrem as duas reagfes imptanfotoquimica, nas membranas dos
tilacdides e a bioguimica, no estroma do cloropla$ais organelas, além das clorofilas,
contém outros pigmentos chamados acessorios, cemarotendides (carotenos e xantofilas).
As ligacBes entre as moléculas de clorofilas saibonfidgeis (ndo-covalentes), rompendo-se
com facilidade ao macerar o tecido em solvente&nicgs. O carater hidrofilico/hidrofébico
de uma substancia influi diretamente na escolheeéibor solvente para a sua extragao. As
cianobactérias como $pirulinasao s6 possuem em sua composi¢cao bioquimicadilda
representada na (Figura 8) A clorofila-a apesarsele empregada principalmente para a
producao de corantes naturais em substituicdo ranteoverde sintético pode ser utilizada em
varias composicdes farmacéuticas, como cosmeétiateriais de higiene bucal, em dietas,
culinaria e até mesmo em alguns detergentes (MAOLPHIN, 1999).

As clorofilasa e b (Figura 8) quase sempre sdo encontradas em congendo a
clorofila a mais abundante na maioria dos casos. Particulagmeas algas do género
Spiruling apenas a clorofila se faz presenteom rendimento de até 2% do seu peso seco
(MA & DOLPHIN, 1999; CHRONAKISet al, 2000). A formula molecular da clorofié
dada por GH720sN4sMg e se difere da clorofil®d pela presenca de um grupo funcional
aldeido ao invés de um grupo metila ligado ao atdencarbono 7 (Figura 8).
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Figura 8 - Estrutura quimica das moléculas de filasba e b
Fonte: (MAESTRIN et al,. 2009).

2.6.2 Carotenoides

Os carotenoides estdo amplamente distribuidosmnaeza, e podem ser encontrados
em insetos, animais, plantas, micro-organismos ¢@moexemplo, no conteudo intra celular
de diversas espécies de microalgas (UENéUJ&), 2007; RIBEIRO, 2008; TATSCH, 2008).
Foram identificadas mais de 600 variantes estngtui®do formados por oito unidades
isoprendides de cinco carbonos, que compdem unmatwest basica de tetraterpeno de
quarenta carbonos 4§} linear e simétrica, com ordem invertida na porcéotral. Podem ser
subdivididas em 2 classes: carotenos (hidrocarbertliinsaturados) e xantofilas (derivados
oxigenados dos carotenos) (FONTANA al, 2000; VALDUGA, 2005; DUFOSSIet al,
2005; UENOJCet al, 2007). No grupo dos carotenos sdo exemplasiroteno-caroteno,
y-caroteno,(-caroteno, licopeno, fitoflueno, dentre outros (ffegg9). No das xantofilag-
criptoxantina, luteina, astaxantina, zeaxantinalaxantina, capsantina e bixina (Figura 10)
(RIBEIRO, 2008).
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Figura 10 - Principais xantofilas. Fonte: RIBEIRZD(S).

A rota de biossintese dos carotenoides pode selidivem cinco etapas: estagio
inicial, formacao de fitoeno, desaturagdo, ciclitage formacdo das xantofilas,
conforme apresentado na Figura 11.
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Figura 11 - Fluxograma dos principais estagios idasintese dos carotenoides.
Fonte: Silva (2004)

O acido mevalbnico é o primeiro precursor espexifia biossintese dos terpendides e
€ convertido em isopentil difosfato, que apods soff@meracao forma o dimetil difosfato que
servird de base para o alongamento das cadeias. Ap@ssivas adicbes de moléculas de
isopentil difosfato, o corre a formacao do geraifibsfato (dez carbonos), farnesil difosfato
(quinze carbonos) e geranil-geranil difosfato @icarbonos). A reacdo de dimerizacédo de
duas moléculas de geranil-geranil difosfato, lesafarmacao do fitoeno (primeiro composto
de quarenta carbonos) e consecutivamente uma d@raesaturacdes para a formacédo do
fitoflueno, zetacaroteno, neurosporeno e por fific@peno. Tanto 0 neurosporeno quanto o
licopeno podem iniciar a ciclizacdo. O neurosporaacsofrer a cilizacdo em uma de suas
extremidades, forma o anpldo B-zeacaroteno ou o aneldo a-zeacaroteno, que apos a
introducédo de uma dupla ligacdo transforma estesadwotenos em-caroteno é-caroteno
respectivamente. O licopeno ao ser ciclizado em densuas extremidades gerg-caroteno
e d-caroteno que ao serem ciclizados na outra extegmidesultam na formagéo as moléculas
de B-caroteno ex-caroteno (biciclicos) respectivamente. Apos a &g@&o dos carotenoides
ciclicos com a introducdo das hidroxilas, ocorrédoamacdo das xantofilas a partir das
moléculas dei-caroteno g-caroteno (SILVA, 2004).

Industrialmente, os carotenoides sdo obtidos pues# quimica ou pela extracdo a
partir de plantas ou algas, embora existam varigsororganismos capazes de sintetiza-los
(VALDUGA et al, 2009). Dentre os carotenoides pro-vitaminicog-caroteno ganha
destaque por ser precursor de duas moléculasatainéd A (RIBEIRO, 2008), vitamina esta,
essencial para o corpo humano, que em falta patectar problemas de visdo (UENO&OD
al., 2007) e mutacdo celular (ANTUNES & ARAUJO, 2000ms\algas, @-caroteno € o
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pigmento predominante em relacdo aos outros caridiEen Algumas espécies sao capazes de
produzir cerca de 400 mg fecaroteno por dia (RIBEIRO, 2008).

No setor alimenticio os corantes sao frequentemnarilizados para conferir,
intensificar, restaurar ou alterar a coloragéoloeeatos e bebidas, com o intuito de conferir
aos produtos industrializados uma aparéncia natoralapenas, torna-los mais atrativos
(CONSTANT, STRINGHETA & SANDI, 2002; ANVISA, 2009Entretanto, o uso intensivo
destes aditivos em alimentos e bebidas, podemdistémente ligados a problemas de saude
humana (KAPOORet al, 2001), principalmente, porque a maior parteawantes utilizados
nas industrias alimenticias sdo de origem sintédcdependendo da concentracdo ingerida,
podem ocasionar varios efeitos colaterais, comqde=a alérgicas, acdo mutagénica e
carcinogénica, anemias, mortalidade de fetos entt®s (ANTUNES & ARAUJO, 2000;
LEE et al.,2001; ALMEIDA, 2005; CARVALHO, 2005; VERISSIM@t al., 2008).

O uso de pigmentos naturais torna-se uma altgenath potencial para a substituicao
dos corantes sintéticos. A producgédo industrialetesbmpostos, tem movimentado mais de 1
bilhdo de dolares por ano (GUZMAN, 2005; RIBEIRM)08). Este mercado € ainda
impulsionado pela piscicultura que utiliza os canoides na composicdo de racdes
(MEYERS, 1994; MALDONADE, 2003). O mercado mundit carotenoides cresce cerca
de 3,1% ao ano, com previsdo de chegar a 1,4 bildéeddlares em 2018, sendo qug o
caroteno ficara responsavel por cerca de 334 nsldéedolares do faturamento mundial em
2018. Estima-se que o mercado de ingredientes nutracéutimscerd de 23,8 bilhdes em
2013 para 33,6 bilhdes dolares em 2018, numa stkaada de crescimento anual composta
de 7,2% de 2013 a 2018 (MARKETS AND MARKETS, 2014).

2.7 O fluido supercritico

Podemos considerar um fluido supercritico comoloyest substancia submetida a
uma temperatura e pressdo acima de seu pontoocrAidima deste ponto ndo existe
equilibrio liquido-vapor. No gréfico (Figura 12d@agrama P-T, representa o comportamento
de fases de uma substancia pura, sdo mostradospartgura e a pressao critica, Tc e Pc,
respectivamente assim como a regiao representaivqual se encontra o fluido no estado
supercritico.
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Figura 12 - Diagrama P-T para uma substancia pufante: Adaptado de

http://www.freewebs.com/ultrachemistry/diagrama%2eP020 CO2.gif.

O Grafico mostra as curvas que representam a tatopare pressdo onde duas fases
coexistem em equilibrio (no ponto triplo, as trések coexistem). A curva de coexisténcia
entre gas-liquido é definida como curva de vapg@aaQuando a temperatura e a pressao ao
longo da curva de vaporizacdo sdo aumentadas,s&ddde da substancia no estado liquido
diminui devido a expansado térmica e no estado gasadensidade aumenta em funcéo do
aumento da pressao. Eventualmente, as densidadeduda fases convergem e tornam-se
idénticas, a distincdo entre o gas e o liquido mhes&e, e a curva de vaporizacdo chega ao
final no ponto critico. Uma das principais propadds do fluido supercritico é a de
apresentar caracteristicas intermediarias entvédbge gas. Nas regifes proximas ao ponto
critico o fluido tem densidade e difusividade samila do liquido, porém viscosidade
comparavel a dos gases.
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A temperatura critica (Tc) é a temperatura ma#s abh qual o gas pode ser convertido
em liquido pelo aumento da pressédo. A pressaca(ffic) é a pressao mais elevada, na qual o
liquido pode ser convertido em gas pelo aumentte@eratura do liquido. O ponto critico
representa a maior temperatura e pressao em qubstarscia pode existir como vapor e
liquido em equilibrio. A area em torno do pontdicoide um componente ou de uma mistura,
pode ser chamada de “regido critica”, abrangendim teondigcbes sub quanto supercriticas
onde pequenas alteracbes de pressdo e temperptorapvem maiores variacdes na

densidade do fluido supercritico e por consequéatieram seu poder como solvente
(BRUNNER, 1994).

Os fluidos supercriticos apresentam caracterfstigaativas para processos de
extracdo. Nas proximidades do ponto critico, suiosi8 no estado gasoso em condicdes
normais, apresentam densidades préximas as dadoéqe sua capacidade de solvatacdo
muito elevada, uma vez que a mesma é dependerpeessdo (McHUGH; KRUKONIS,
1994). Além disso, os fluidos no estado supercritipresentam propriedades de transporte,
como difusividade e viscosidade, com valores ingéglidrios entre as dos gases e dos fluidos.
(VASCONCELLOS, 2007) o que garante ao fluidos sopigcos um bom poder de
solvatacdo e uma alta difusividade (BRUNNER, 2005).

Mesmo ndo estando no estado supercritico, sulissaeen condigcbes de estado
proximas a essa regido podem apresentar propriedssleelhantes aquelas dos fluidos
supercriticos. Nesse caso, considera-se 0 estagm cmbcritico. Esse fato pode ser
observado através da visualizacdo de um esquemafico de pressdo em fungédo do volume

especifico de um composto puro como mostrado ficgrérigura 13) (VASCONCELLOS,
2007).
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Figura 13 - Diagrama P-V de um componente puro.t€coAdaptado de
http://www.proenergia.com/id82.html.
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No grafico da Figura 13, podemos observar que padada temperatura T1 (menor
que a temperatura critica), h4 uma variacdo donwelaspecifico da substancia em relacéo a
mudanca de fase, ja na isoterma que representaper@ura critica Tc como ndo ha regiao
de equilibrio entre as fases, liquida e vapor, sdo verificadas variacdes bruscas nas
propriedades do fluido (VASCONCELLOS, 2007).

2.8 O Dioxido de carbono como fluido supercritico

Para que um solvente possa ser utilizado em pmgesstracdo como fluido
supercritico, além de possuir um alto poder deasab&o, ser inerte em relacdo a matéria
prima, facilmente separado das moléculas de irgtereslativamente barato e de facil
obtencéo, além de apresentar baixas pressédo ergurpecritica por razdes que envolvem
desde a eficiéncia energética do processo atésarpegdo dos compostos a serem extraidos.
O uso do dioxido de carbono como solvente no peacee extracdo supercritica, além de
apresentar estes requisitos pode ser comumentegadar na inddstria de alimentos, aromas
e farmacos por nao ser toxico, carcinogénico anmiivel. (BRUNNER, 1994). O dioxido de
carbono tem sido utilizado em processos de extragd@éarios produtos de alto valor e
estudado como um importante substituto para o lexanqual é altamente toxico e
inflamavel, ocasionando danos ao meio ambientedyutiberado na atmosfera (SANTOS;
BOSS; MACIEL, 2000). O dioxido de carbono possui pento critico a 31,06 °C e 73,4 bar
(Figura 14), valores considerados relativamentedsaguando comparado a ao ponto critico
de outras substancias, por exemplo, da agua queea®74,2 °C e 220,5 bar, (McHUGH,;
KRUKONIS, 1994).
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Figura 14 - Diagrama de fases para o CO2. Fonteptadio de BROGLE, 1982.

Essa caracteristica termodindmica bem como suastedsticas quimicas possibilita
a utilizacdo do C®como solvente de extracdo em processos industtima vez que 0s
compostos de interesse ndo sao necessariamentst@xpoaltas temperaturas, que por sua
vez podem induzir alteracbes na composi¢cao quidocproduto final; além disso, devido a
sua baixa presséo critica, as pressoes utilizanl@sotesso de extracdo ndo necessariamente
altas, reduzindo assim os custos de investimeotmgequentemente 0s custos de operacao.

As propriedades fisico quimicas do dioxido de @adbsédo atrativas especialmente
quando se trata da extracdo supercritica de coogpairivados de materiais biologicos
(McHUGH; KRUKONIS, 1994); varios estudos vém sen@alizados com o uso desta
técnica e solvente, para obtencdo de compostosicdeaigas CRAMPON et al, 2011).
Canela e colaboradores 2002, avaliaram a extragddctios graxos e carotenoides da
biomassa deSpirulina via dioxido de carbono em condi¢cdes supercriticady pressoes
variando de 15 a 180bar e temperaturas de 20 a, tb¥ervando que os extratos obtidos
apresentaram-se ricos em carotenoides e acidosgyessenciais, exceto para a condicéo de
100bar e 45°C, que nao foi identificada a presategaarotenoides. Segundo Gouveia e
colaboradores 2007, € possivel a extracdo de pigsi@endleos funcionais da biomassa de
C.vulgarisfazendo uso do método de extracdo com fluido stiep, os autores concluem
que a nao utilizacdo de solventes organicos toste o de extracdo interessante para a
industria de alimentos, principalmente alimentosodgem marinha. Atualmente a empresa
Algatech®, cultiva microalgas em meio ao deserto lsmel e ja faz uso da extracéo
supercritica para a producdo de astaxantina entaesmaercial, 0 que mostra que o uso desta
técnica de extracdo para obtencdo de compostdsodeabor comercial, como € o caso deste
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carotendide, pode justificar os custos de impleag@d® e manutencdo para este tipo de
processo de extracao que ainda séo elevados.

3 MATERIAIS E METODOS

Os cultivos, as extragdes convencionais e assasatios pigmentos das microalgas
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Mieroalgas (LABIM) do Instituto
Nacional de Tecnologia (INT), para o tratamentatéstico utilizou-se a técnica de andlise de
variancia ndo parameétrica e o teste de Kruskal i8vabm poés-teste de Dunn (P < 0,05)
através do programa Bioestat versdo 5.0. As exdsag@ fluido supercritico foram realizados
no Laboratério de Processos de Separacdo da UddaeesFederal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ).

3.1 Cepas

As cepas dé&pirulina maxima e Spirulina platengigilizadas nesses estudos, foram
gentilmente cedidas pelo professor Dr. Sérgio Legmeda Universidade Federal Fluminense
(UFF).

3.2 Manutencéao e aclimatacdo das cepas

As cepas foram mantidas em cadmara incubadora@etatara (20+£1°C) e iluminacao
(20pE.n¥.s%) constante em tubos de ensaios contendo 10 muspesséo celular, em meio
Zarrouk modificado por George (1966). Essas sugmsnforam agitadas manualmente, duas
vezes por semana, e a cada 20 dias repicadas paraencultivo novo.

Na primeira fase do processo de aclimatacao, faamuzidos indculos d8pirulina
maximae/ouSpirulina platensisem frascos do tipo erlenmeyer (de 125mL) contet@olL
do meio Zarrouk e acondicionados em uma camardauara modificada. Nesta incubadora,
esses indculos foram mantidos a uma temperatu2dUe, intensidade luminosa média de
110pE.nt.s* e agitacdo orbital constante a 86+3rpm, por te¥agpes sucessivas, sendo 0s
repiques realizados em intervalos de seis em s Apds esta primeira fase de aclimatacéo
a temperatura e a intensidade luminosa, as cétras entdo submetidas a uma segunda fase
de aclimatacédo. Nesta segunda fase, os repigusssdesltivos, em vez de serem feitos
somente em meio Zarrouk, foram também realizadesmaios RM6 (proposto por RAOOF
et.al, 2006) e variantes - meio modificado | (Mod. Ieadificado Il (Mod. II) e modificado
[l (Mod. lll). e as condicbes de temperatura eemsidade luminosa foram as mesmas
utilizadas na primeira fase da aclimatagcao
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3.3 Meios de cultivo

Foram utilizados os meios Zarrouk modificado porGBR&E (1966), o meio RM6
(RAOOF et al, 2006) e variantes. A composi¢cao quimica de cadi é apresentada na
Tabela 2, seguindo os procedimentos descritospica®.3.1.

Tabela 2 - Composi¢do dos meios de cultivo Zarr®\K6 e variantes.
Meios de Cultivo

Componentes Composicéo (g )
Solugcéo A

Zarrouk RM6 Mod. | Mod. Il Mod. 1lI
Salitre do Chile 2,5/3,5/4,5
NaHCG; 13,61 8 8 8
Na,COs 4,03 2,36 2,36 2,36 2,36
K,HPO, 0,5
Superfosfato 1,25 1,25 1,25 1,25
Agua destilada 200 mL So?ra:?al_dzré- 5032:;2@ 333£al_d2ré- 5og;;dparé-
Agua do mar 16t7rartnaLeré-
Solucéo B
NaNO; 25 2,5 25 2,5
K,SO, 1,0
NacCl 1,0 0,5 0,5 0,5
KClI 0,898 0,898 0,898 0,898
MgSQ,.7H,0O 0,2 0,15 0,15 0,15
CaCb.2H,0 0,04 0,04 0,04 0,04
FeSQ.7H,O 0,01 0,01 0,01 0,01
EDTA 0,08
Micronutrientes 5mL 5mL 5mL 5mL
Agua do mar 16t7r aTalzjgré-
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3.3.1 Preparo dos meios de cultivo

3.3.1.1 Meio Zarrouk

Para obtencdo de um litro de meio foram preparadss solugdes: solugdo (A),
solucéo (B) e solucdo de micronutrientes. Paraepgip da solucdo (A) foram pesados
13,619 de Bicarbonato de Sodio (NaH{,&,03g de Carbonato de sédio {88&s), 0,59 de
Fosfato de Potassio §KPQ,), sendo solubilizados separadamente em aguaadiestiis
solucdes obtidas foram transferidas para provéaaicionada agua destilada até o volume
de 500mL, e, em seguida, a solucéo resultantediosferida para erlenmeyer de 1,0L. Para a
solucéo (B) foram pesados 2,5g de Nitrato de S@d&NQO;), 1,0g de Cloreto de Sdédio
(NaCl), 0,2g de Sulfato de Magnésio heptahidrat@®dgSO,7H,0), 0,08g de EDTA, 0,019
de Sulfato de Ferro heptahidratado (F€BHO), e 0,04g de Cloreto de Calcio dihidratado
(CaCb2H,0), sendo os sais solubilizados separadamente e dgstilada. As solucdes
obtidas foram transferidas para proveta, onde dtnoada agua destilada até o volume de
495mL, e em seguida, a solugao resultante foi feads para erlenmeyer de 1L. Como 0s
elementos da solucdo de micronutrientes devem dgauma concentracdo muito baixa no
meio, foram preparadas solu¢fes estoque diluiddse(d 3) e a partir delas foram retiradas as
aliquotas para integrar a solugdo de micronutrgente

Tabela 3 - Composicdo das solugdes estoque.
Solugdes estoque

Concentracao (%) gL? gmL?
1 ZnS047H20 0,1 1,00 0,001
2 CuS045H20 0,0005 0,005 0,000005
3 H3BO3 1,0 10 0,01
4 Co(NO3)6H20 0,1 1,00 0,001
5 Na2Mo042H20 0,1 1,00 0,001
6 MnSO44H20 0,1 1,00 0,001

Das solugbes estoque de numero 1 a 5 foi retirAddl, e da solugdo 6 foram
retirados 2mL, e foram colocados em 500mL de agestildda;, em seguida, foram
acrescentados 0,7g de Sulfato de Ferro heptahidrgfeeSQ7H,0O) e 0,89 de EDTA, e a
solucdo obtida foi avolumada em proveta com agstlaaa até o volume de 1,0Le, entéo,
transferida para erlenmeyer. Ap6s o preparo, as Bélucbes foram autoclavadas
separadamente. Depois de frias, as solu¢bes A e transferidas, em ambiente estéril,
para frasco ambar estéril, e a esta solucdo foraras@entados 5mL da solucdo de
microelementos, sendo o pH determinado e, casess@ie, corrigido para uma faixa entre

8,9 — 9,2 com o0 uso de solucdo de NaOH ou HCI. @ npdepronto foi armazenado em
ambiente refrigerado até 0 momento de seu uso.

23



3.3.1.2 Meio RM6

Para a obtencao de 1,0L de meio, o preparo dagdssuoi dividido em trés etapas:
Etapa 1 (tratamento da solucdo de superfosfatapaE® (solubilizacdo dos sais) e Etapa 3
(esterilizacdo do meio).

Etapa 1 - Para o tratamento de 1,0L de solucamfpessados 1,259 de superfosfato simples e
0,20g de bicarbonato de sédio (NaH{Qrau comercial. Primeiramente o superfosfato foi
solubilizado em &agua destilada com o auxilio deglagitadora magnética, sob agitacéo
constante, e apds a solubilizacdo do superfosfait@dicionado o bicarbonato de sodio. A
solucéo foi entdo mantida sob agitacao vigorosa&2puinutos e depois por mais 18 minutos
sob agitacdo branda para a formacao do precipidadorrente da reagdo quimica entre o
superfosfato e o bicarbonato de sodio. O precipittmrmado foi removido através do
processo de filtracdo, onde primeiramente a soltm&dtrada em duas camadas de filtro de
papel para preparo de café, e posteriormente embraea de papel com porosidade de 5-
10um. Apos esse procedimento, o filtrado foi remaéoy constituindo a solucédo tratada de
superfosfato.

Etapa 2 - A solugéo de superfosfato tratada foiddlea em duas partes, uma de 900mL e
outra de 100mL. Com a parte dos 900mL foram soh#ulbs em separado, 8g de
Bicarbonato de Sddio (NaHGgrau comercial, 2,36g de Carbonato de s6dio(Sa),
0,898 g de Cloreto de Potassio (KCIl), 0,04g de a@torde Céalcio dihidratado
(CaCh2H,;0),0,15g de Sulfato de Magnésio heptahidratado 4gH,0), 0,5g de Cloreto
de Sodio (NaCl) e 2,59 Nitrato de Sodio (NajNOAs solucbes obtidas foram transferidas
para proveta de 1L, onde foi acrescentada solug&uplerfosfato tratada que havia ficado a
parte até ser atingido o volume de 1L.

Etapa 3 - A solucdo obtida na etapa 2 foi levada pm ambiente estéril onde foi filtrada em
membranas de acetato celulose (0,22um) com o awkdi um kit de filtracdo a vacuo

previamente autoclavado. O pH foi analisado e, cws®ssario,corrigido para uma faixa
entre 8,9 — 9,2 com o uso de solu¢cdo de NaOH oueli€lil. O volume filtrado foi reservado

e armazenado em frascos ambar estéreis em ambaémgerado, constituindo assim o meio
RM®6.

3.3.1.3 Meio Mod. |

O preparo do meio Mod. | foi realizado da mesmantrque o do meio RM6,
entretanto, recebeu o acréscimo de 0,01g de Suléafeerro heptahidratado (FeS8,0), e
a adicao de 5mL da solucéo de micronutrientes lig&o B.

3.3.1.4 Meio Mod. Il

O meio Mod. Il é uma modificagdo do meio RM6, feitam intuito de diminuir o
custo do cultivo. Alguns elementos foram retirados relagcdo ao meio RM6 original, pois a
base para confeccdo do meio é a 4gua do mar goetgm uma carga razoavel de nutrientes.
A 4gua do mar utlizada no preparo dos meios fadidze pelo Instituto de Eco
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desenvolvimento da Baia de llha Grande (IED-BIG) Angra dos Reis, RJ. A agua foi
coletada na Baia da llha Grande, filtrada e estadh com iluminacdo ultravioleta (UV) e
armazenada em recipientes fechados, mantidos dbsigéa luz. Para a obtencdo de 1L de
meio, 0 preparo das solu¢des foi dividido em ttapas: Etapa 1A (tratamento da solugéo de
superfosfato em agua destilada) e Etapa 1B (trattomda agua do mar), Etapa 2
(solubilizagcao dos sais), e Etapa 3 (esterilizalgimeio).

Etapa 1A - Para o tratamento de 1L de solucéoeflizado o mesmo tratamento descrito na
etapa 1 de preparo do meio RM6

Etapa 1B - Para o tratamento de 1L de solucéo f@esados 19,59 de bicarbonato de sodio
(NaHCG;) grau comercial. Primeiramente o bicarbonato diosidi solubilizado em 4gua do
mar com o auxilio de placa agitadora magnética, aptacdo constante, e aquecimento a
35°C. Apoés a adicdo do bicarbonato de sodio o pH da &oldigi ajustado para uma faixa
entra 9,0 - 9,2. A solucéo foi entdo mantida sataedo vigorosa por 2 minutos e depois por
mais 18 minutos sob agitacdo branda para a formdggwecipitado. O precipitado formado
foi removido através do processo de filtracdo, gmd@eiramente a solucéo foi filtrada em
duas camadas de filtro de papel para preparo éeccabsteriormente em membrana de papel
com porosidade de 5-10um. Apdés esse procedimeriiitraolo foi reservado constituindo a
solucgéo tratada de superfosfato.

Etapa 2 - ApOs realizados os tratamentos das sdug@paradamente, da solucdo de
superfosfato obtida foram retirados 666mL e dacgmwde agua do mar tratada obtida foram
retirados 334mL. Com a parte dos 666mL foram sbhsiios separadamente 2,36g de
Carbonato de sédio (MNa0s), 0,898 g de Cloreto de Potassio (KCI), 2,5g Nitrde Sodio
(NaNG;) e 0,01g de Sulfato de Ferro heptahidratado (EFé8fD). As solucbes obtidas
foram transferidas para proveta de 1L, e com acéolwue ficara a parte, foi avolumada
solucéo para o total de 995mL.

Etapa 3 - A solucdo obtida na etapa 2 foi levada pm ambiente estéril onde foi filtrada em
membranas de acetato celulose (0,22um) com o auuiti kit de filtracdo a vacuo
previamente autoclavado. Foram adicionados 5mL dac&o de micronutrientes
completando 1L de solugéo, o pH foi analisado sp geecessério, corrigido para uma faixa
entre 8,9 — 9,2 com o uso de solucdo de NaOH ouelst€til. Realizado este procedimento, o
volume filtrado foi reservado e armazenado em &ss@émbar em ambiente refrigerado,
constituindo assim o meio Mod. 1.

3.3.1.5 Meio Mod. Il

O preparo do meio Mod. Il foi realizado da mesmenfa que o do meio Mod. I,
porém o Nitrato de Sodio (NaNDcomo fonte de nitrogénio foi substituido pelo wko
Salitre do Chile comercial (Fertilizante Minerahfiles — VITAPLAN’). Foram preparados
mleios Mod. Il em trés diferentes concentracéeSalére do Chile 2,59 ¢, 3,59 L', e 4,59
L™
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3.4 Sistema de Cultivo
3.4.1 Modificacdo de uma Camara Incubadora

Para garantir a manutencdo e uniformidade das gdeslide cultivo estudadas,
tornou-se necessario modificar uma camara de igéabde modo que se pudesse produzir
agitacado e iluminacéo do cultivo de maneira coattale uniforme.

Existem no mercado algumas camaras especiais quigase para esta finalidade,
no entanto, estes equipamentos nem sempre pdasibdi distribuicdo homogénea de luz em
seu interior. Com o intuito de sanar as limitagéitedas, em uma camara incubadora (marca
Ethiktechnology®, modelo B.O.D 411 FTP) com capada de ajuste e controle de
temperatura na faixa ideal de crescimento parascegtadadas (entre 30 e 35°C), adaptacdes
foram realizadas com materiais de facil obtencade ealta eficiéncia para realizacdo do
controle da agitacdo e garantia da homogeneidadisttdbuicdo de luz. Nela, foram feitas
duas adaptacdes: um novo sistema de iluminacdo sisiema de agitacdo orbital para os
frascos de cultivo.

O sistema de iluminacao foi projetado para lampadetronicas fluorescentes de até
20W de poténcia (Figura 15). Neste, foram fixadeszodo soquetes, que foram
cuidadosamente posicionados de maneira a tornkmgsdas equidistantes. Aos soquetes,
foram soldados em esquema de circuito paralels, fliexiveis de cobre de 1,5 mm de
diametro e um fio paralelo de 2,0mm de diametrop con interruptor e um plug "macho”
para conectar a rede elétrica e alimentar o sistema

Figura 15 - Sistema de iluminacgéo para camara achorta.

Esse sistema foi posicionado dentro da camarabatmra na parte inferior,
possibilitando uma melhor homogeneidade na disg@louluminosa e maiores intensidades
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de luz em relacao ao sistema de iluminacédo dectaloie acompanha o equipamento. Outra
vantagem desta modificacdo é que a luz é dispmatd de baixo para cima, permitindo a
iluminacéo pela base dos erlenmeyers de cultivo, @mnseqtiente maior area de exposicao, o
gue em conjunto com o sistema de agitacdo desedwplgarantiu uma distribuicdo da luz
mais eficaz e homogénea, (Figura 16).

L A
Figura 16 - Integrag&o das duas adaptagdes r@zmjcé'rnélra"incubadora.
A agitacdo do cultivo foi realizada através de ustema de agitacdo constituido
basicamente por uma mesa de vidro temperado saspensterior da camara de incubacéo
por fios de nylon, impulsionada por um motor a eote continua com mecanismos de
reducdo de velocidade. Este motor é preso a pameztea dessa camara e alimentado por
uma fonte de tenséo regulavel (Figura 17), o qussipiita a operacdo do mesmo em
velocidades variadas de rotagao.

Figura 17 - Montagem da fonte reguladora de tens&o.
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Um eixo excéntrico foi adaptado ao eixo do motopeectado a mesa de vidro por
uma guia de ago que permite a transmissdo do matande rotacéo (Figural8).

2
- e
’ —

Figura 18 - Fixa¢éo do motor ao suporte de vidra pa frascos de cultivo.

A mesa de vidro foi emoldurada em perfis de alimn@lue permitiam através das
linhas de nylon de alta resisténcia suportar eeswdgy essa mesa em quatro pontos de apoio
fixados na prateleira superior (grade metdlica)pdapria incubadora, dando origem a um
sistema de rotacdo orbital. Na Figura 19, podenbsgrear a disposi¢do interna da area de
cultivo, o motor de agitacdo preso a parede dabedora (Figura 19a), a mesa de vidro
(Figura 19b) e os pontos de sustentagdo da mesguagA.9c).
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- )
Figura 19 - Parte interna da camara incubadoradtor preso a parede da camara; b: s
de sustentacéo; d: linhas de nylon de alta resist&m 4 pontos

uporte de; ddgoade

3.4.2 Dosimetria

Apbs a montagem e instalagdo do sistema de iludinagste foi avaliado com o
auxilio de um dosimetro (Biospherical Instrumen$LQ2100) quanto a distribuicdo e
intensidade de luz (em 11(E.nf.sY) que atravessa a area exata destinada ao cubira.
tanto, uma placa de vidro temperado foi colocadaneama posicdo da mesa de cultivo.
Nesta placa de vidro foi desenhada uma matriz dometfdngulos de 4.5 x 5cm (Figura 20),
que serviram de referéncia espacial ao posicionnm sensor do dosimetro. As medidas
de intensidade luminosa foram realizadas posicdmansensor no centro de cada retangulo,
na ordem mostrada na (Figura 20). As medidas fdedtais com a porta da camara fechada,
desta forma ndo houve interferéncia luminosa da, smissibilitando assim a obtencéo de
dados com maior exatiddo sobre as condi¢cdes luasnds ambiente de cultivo. Foram
levantados os dados de distribuicdo da intensitledem diferentes situacdes de iluminagéo,
utilizando-se 4, 6, 8, 10 ou 14 lampadas fluoressede 20W de poténcia cada, e com base
nestes resultados foi definido o uso de 4 lampddasiados foram tabelados em Excel para
posteriores analises.
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Figura 20 - Placa de vidro subdividida em pequeet&ngulos e esquema utilizado para a o posicioninen
dosimetro sobre a placa.

3.5 O cultivo das microalgas

Os cultivos foram realizados em frascos do tigeneneyer de 125mL, contendo 40
mL de suspensdo celular, na camara incubadora icemthf onde foram mantidos a uma
temperatura de 32°C, intensidade luminosa médialBuE.nf.s* e agitacdo orbital
constante a 86+3rpm. Os frascos de cultivo (24nforevezados diariamente em relacdo as
suas posi¢coes no sistema de agitacdo da camatzadwa Este revezamento foi realizado
seguindo uma planilha de posicionamento de ordesat@ia gerada em programa Excel
especialmente construida para este fim (anexo Rewe como objetivo garantir a
homogeneidade na distribuicdo de luz entre osdsade cultivo.

3.5.1 Os in6culos

Como estratégia para garantir a disponibilidadendeulo em eventuais situacdes
emergenciais, onde avaliagdes adicionais fossemss@gas, culturas aclimatadas de acordo
com o topico 3.2, foram mantidas como culturascess, sendo repicadas, para manutengao
das células, a cada quinze dias. Essas cultu@asgiamnadas em frascos do tipo erlenmeyer
de 125mL, contendo 40 mL de suspensao e mantidpartexsuperior interna da incubadora
(Figura 21).
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Figura 21 - Disposigao dos in6culos dentro da canmaubadora.

Os in6culos que deram origem ao primeiro experimele cada tipo de avaliacdo
partiram das culturas da ultima etapa de aclimatd@ai em diante, os experimentos com o
mesmo propdsito de avaliacdo tiveram como indécubniltura do experimento anterior (no
oitavo dia de cultivo). O volume de in6culo utililtaem cada repique foi determinado através
do célculo de diluicdo variando em funcdo da dext@dcelular da cultura. A cada vez que o
proposito de avaliagédo foi modificado, uma novpatde aclimatacao das cepas foi realizada.

3.5.2 Acompanhamento do crescimento

O crescimento das culturas foi acompanhado atdeésia densidade Optica (DO) em
730nm lida em espectrofotdmetro da marca Spectmadelo SP-1105. De cada cultura,
diariamente, foram recolhidas aliquotas de 700trhmesferidas para cubeta de vidro com
caminho Optico de 1cm, para as medidas de DO. §zianento foi acompanhado durante oito
dias. A partir destes valores, foram realizadosjastes lineares aos respectivos pontos de
dados, estabelecendo-se assim, as curvas de aeestipara cada condicdo estudada, sendo
que o coeficiente linear destes ajustes foi refexo com a taxa de crescimento da cultura e
com o valor do coeficiente linear obtido no referajuste.
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3.5.3 Determinacao da massa seca e concentracaol@omassa

A partir do valor da massa seca, foi calculad@racentracdo em biomassa final da
cultura (em g [}). Para obtencdo do peso seco, ao final do pededuultivo (8 dias), duas
amostras de 40mL de suspensao celular, para cadigc&o de cultivo, foram retiradas da
cultura, filtradas a vacuo em membranas de fibravideo (0,7-1,2um - Sartorius®)
previamente pesadas em balanca analitica da ménicaad&u, modelo Y220. Entdo, a
biomassa umida foi lavada com agua destilada (4P pot. duas vezes, para a retirada dos
sais provenientes do meio de cultivo. Por fim, asnforanas contendo a biomassa foram
imediatamente armazenadas em nitrogénio liquidamidas assim até o0 momento de serem
submetidas ao processo de secagem, realizado emncaéatleterminadora de umidade (a
105°C) da marca Ohaus®, modelo, MB45. Apés a setage membranas foram novamente
pesadas na mesma balanga, visto que a balancenohetgora de umidade n&o tem exatidao
necessaria para estas analises. O valor de massa salculado a partir da subtracdo do peso
da membrana com biomassa seca do peso da meméenartgosnassa.

3.6 Extracdo e analise dos pigmentos da biomassaduzida nos cultivos

A quantificacdo dos pigmentos foi realizada atrast@smetodologia descrita por
LICHTENTHALER (1987). ApGs a etapa de filtracdo eaqtificacdo do peso seco, as
membranas com a biomassa seca foram utilizadas paextracdo de clorofila-a e
carotenoides totais. Isto s6 foi possivel devidorateste prévio realizado no Laboratério de
Biotecnologia de Microalgas (LABIM) que demonstrgue a secagem prévia da biomassa
pouco influencia no resultado de carotenoidess@alorofila-a na biomassa 8eirulina

As membranas secas contendo a biomassa filtradenfentdo depositadas em um
tubo de ensaio de 20mL, embebidas em 10mL de midPae trituradas com o auxilio de
um bastéo de vidro. As amostras foram incubadamnti? horas a -20°C. Apoés o periodo de
incubacéo, o extrato de pigmentos passou por Utregfio em pipeta Pasteur com algodao na
ponta e posteriormente por um processo de cerdagfi@ em centrifuga da marca Hettich,
modelo ROTIXA 50 RS, a 4°C e 3.500 rpm por 15mwitamdo assim a permanéncia de
resquicios de impurezas no extrato, que poderidimeitiar na andlise de varredura por
espectrofotometria. Os extratos assim obtidosnfatduidos a 1/5 da concentracéo original e
transferidos para uma cubeta de quartzo. Para atifigeggdo de carotenoides totais e
clorofila a, foi realizada leitura do extrato emtam®l em espectrofotdmetro Genesys®,
modelo 10S UV-Vis, para a obtencdo das absorbances comprimentos de onda
relacionados a absorcdo dos pigmentos A quantiiccaps pigmentos foi realizada através
das equacgOes descritas por LICHTENTHALER (1987).e4aacdes originais descritas por
este trabalho sé&o:

CE. = 16’?2A665,2 - 9’16A652,4 ........................................................................... (1)
Cb = 34’09A652;4 - 15’2?A665;2 ......................................................................... (2)
Cears = (LO00A,-; — 1,91C, — 95,150, )+ 225t (3)
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Onde: G= Concentracdo de clorofila-a em pg ™lIC,= Concentracdo de clorofila-b
em pg mLY; Cea= Concentracdo de carotenoides totais em pg; mAkss = Absorbancia em
665,2nm; Aso 4~ Absorbancia em 652,4nm;,A= Absorbancia em 470nm. Tendo em vista
gque a microalgaSpirulina platensis ndo possui clorofila-b, foi possivel realizar a
simplificacdo destas equacdes eliminando o terme@aheentracdo desta clorofila. Sendo
assim, as duas equacdes obtidas e utilizadas foram:

Ca = 12,6 A050 gevervrrerermessessessessessesessseseeses et eneanes s st n s n ettt (4)

Cormre = (L000A, ;0 = 1,63C,) 5+ 22u...vieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesessesseneessesnesnenees (5)

3.7 Extracdo com fluido supercritico

Os experimentos de extracdo com fluido superori{iEFS) foram realizados no
Laboratério de Processos de Separacdo (LPS) deetdidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ).

3.7.1. Unidade de EFS

A unidade de extracdo do LPS (Figura 22) passowma reformulacdo para atingir
as pressoes desejadas neste trabalho, sendo gjestes foram executados pelo mestrando,
autor desta dissertacdo. As modificacOes realizgdemntiram ndo sé a operacdo da unidade
em pressoes de até 300bar, como também um coptediso deste parametro durante todo o
processo de extracdo. Na figura 22, podemos olrsesveeguintes componentes da unidade:
Al.banho termostatico, A2.caixa térmica, Cl.congmesde ar, Fl.medidor de fluxo,
M1.mandmetro do compressor, M2.mandémetro da lohaaextracdo, Pl.cilindro de GO
P2.bomba pressurizadora, P3.extrator, R1.reguidelar com purgador, R2.regulador de ar e
controle da bomba, T1.Tubo de recolha, Vl1.valvidgutadora do cilindro de gas, V2.
Valvula de bloqueio da linha, V3.valvula anti-retoy V4.valvula de expanséo.
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Figura 22 - Desenho esquemético da unidade degértupercritica do LPS - UFRRJ.

Neste sentido, foram dimensionadas novas valvolasdmetros, mangueiras e reguladores

para suportar pressdes mais elevadas (Figura 23).
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Figura 23 - Modifica¢des na linha de ar comprimido.
Para que essas pressdes fossem alcancadas, desémeg também a instalagédo de
um compressor de ar de maior poténcia. Este cosmrésrnece o ar pressurizado que

impulsiona a bomba pneumatica, elemento que elgvassao do sistema a faixa desejada
(Figura 24).

ok

Figura 24 - Modificacao do compressor de ar: (Appoessor antigo (1,5cv) e (B) compressor atual)(5¢cv

Além destas modificacBes, também foram feitas mgaka na linha de extragdo. Um
manémetro foi instalado antes da entrada do extpai@a o monitoramento da presséo. Toda
a linha por sua vez, foi montada dentro de um bat@mnmostatico com controle de
temperatura (Figura 25), para garantir ndo s6 eralenda temperatura na linha e dentro do
extrator, como também o controle do efeito Jouleri$on na valvula de expansao.
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Figura 25 - Modificacdes na linha de estracéo (&for de fluxo e (B) linha de extracdo dentro do
banho termostatico.

A valvula de expansao foi conectada por meio dd¢ubu de nylon a um sistema para
recolha do extrato, composto de trés tubos de wdnoformato de "U" interligados. Este
sistema foi colocado em uma caixa de isopor fechemt@endo gelo para garantir a
preservacdo do extrato e aumentar a eficiéncieedalhra. Apds o sistema de recolha foi

ligado a um medidor de fluxo para o monitoramendovdzao durante os experimentos
(Figura 26).

Figura 26 - Modificagcdes na linha de recolha doaat (A) valvula de expansao, (B) tubo de nyldd), (
caixa de isopor com sistema de recolha, (D) mediddtuxo.

3.7.2 Preparo da biomassa para extracdo com fluidsupercritico

Foram utilizadas duas biomassas d&pirulina platensis diferentes;
primeiramente foi utilizada uma biomassa comerca@mprada para a realizacdo dos

experimentos preliminares e determinacdo dos pardsnde extragdo, posteriormente uma
biomassa gerada em laboratério.
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A biomassa comercial depirulina platensidoi adquirida da empresa Brasil
Vital® em embalagens contendo 15g cada, segundoniaicoes adicionais sobre o cultivo
das microalgas fornecidas pelo produtor, as migesalforam cultivadas em tanques tipo
"raceway", separadas do meio de cultivo por cemfai€do e secas em estufa durante pernoite
a 40°C. Ja a biomassa produzida em laboratoriogdoada no INT em um fotobioreator
adaptado (12L) montado dentro de uma camara cliagdi (Climus®) mantida a temperatura
(32+1°C) e iluminacéo constante (340pE.s1) (Figura 27), o meio de cultivo utilizado foi o
meio Mod IIl contendo 2,59t de salitre de acordo com a tabela 1. Ap6s ter midduzida,
a biomassa gerada foi separada do meio de cultravés de filtracdo em tela de nylon
120um, lavada com agua destilada, liofilizada eaaenada em frascos ambar em freezer
convencional até o momento de seu uso.

Figura 27 - Fotobiorreator adaptado para produgdni@massa destinada a EFS.

As duas biomassas foram levadas ao LPS - UFRRJas@iom o auxilio de um
moinho (A-10 Analyticalmill-Tekmar®), sendo reduaich um po bem fino. As amostras
foram, entdo, peneiradas em peneira granulométiical8mesh (Granutest, série Tyler,
Abrosinox, Brasil). Apds esse processo, foram aemadas em frasco ambar até o momento
de seu uso.

3.7.3 Caracterizagao do extrator e preparo do leito

Foi utilizado um extrator tubular cilindrico deoagox do tipo (SFE vessel P.max
9.000psi) com capacidade de 1,67mL, contendo dilsmterizados de ago inox em suas
extremidades, para que ndo ocorresse arraste darighdino particulado que compde a
amostra O leito foi formado por 1g de material, contend@®%0e microesferas de vidro de
granulometria mista variando entre 20 e 30 meshdRolndustrial Ltda, 3R, Brasil) e 50%
de biomassa dgpirulina platensigFigura 28)
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Figura 28 - Biomassa de microalga sendo pesadareesferas de vidro.

Estes materiais ap0s serem pesados em balancéicanale precisdo, foram
misturados manualmente com o auxilio de um bast&eftbn, de maneira a tornar o material
uma mistura bem homogénea. Apds este procedimfmitogalizado o empacotamento do
leito, buscando sempre manter a homogeneidade antglto que toda a amostra fosse
compactada no interior do extrator até o seu pteeranto completo.

3.7.4 Experimentos de extracado com fluido supercidio

Foram realizados oito experimentos de extracame éoram avaliadas quatro pressdes
e duas temperaturas diferentes; a vazao e o tevtgdade extracdo foram iguais em todos os
experimentos. As condi¢cdes nas quais cada expdon@nconduzido estdo apresentadas na
Tabela 4:

Tabela 4 - Condic¢des utilizadas nas extracdes tdofsupercritico.

Experimento Presséo (bar) Temperatura (°C)
1 150 40
2 200 40
3 250 40
4 300 40
5 150 60
6 200 60
7 250 60
8 300 60

Fonte: Dados do autor

3.7.5 Operacéo da unidade

A unidade foi ligada e, enté&o,foi iniciado o prdiceento de ajuste dos parametros de
operacgédo (P,T). O registro do cilindro com tubccpésr foi aberto, e o GQiquido vindo do
cilindro foi bombeado através de uma bomba pnegmatiessurizadora (Air Driven Liquid
Pump - G35 LVE - Cg). Durante o aumento da presséo de operacdo emsisa valvula de
expansado foi mantida na abertura minima, e a medidgue a presséo foi aumentando, um
novo ajuste de vazéo era realizado até que a \dEsEada alcancasse a estabilidade; tendo
sido utilizado, para este ajuste, um medidor deofirtotametro) ligado ao sistema de recolha
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do extrato. Ao atingir a pressao desejada na ldehaxtracéo e a estabilidade da vazéo, foi
aguardado o tempo de uma hora para o equilibrigistema. Durante esse tempo, foram
realizados os procedimentos de preparo do extratopacotamento do leito (topico 3.7.3),
pesagem do sistema de recolha para o calculo dimrento em massa, e em seguida foi
iniciada a contagem do tempo de extracao (4h). Didooo tempo de extracéo, foi iniciado o
processo de despressurizagao e, por fim, foi efetogrocesso de limpeza da linha para uma
nova extracao.

3.7.6 Obtencéao e analise dos extratos

O extrato foi coletado continuamente durante t@aperimento (4h) (Figura 29), em
um sistema de tubos de vidro refrigerado, e apt&mino de cada extracdo o sistema de
recolha foi desconectado e colocado em um dessecadtendo silica, sob vacuo e abrigado
da luz, até atingir a temperatura ambiente. Feite procedimento, o sistema foi pesado e o
valor do peso final anotado para o calculo da mestida, que € obtida descontando-se o
valor do peso inicial do tubo do peso final.

Flgura 29 Sistema de recolha apos 4h de experinoemtendo extrato antes (A) e apos a lavagem com
o solvente (B).

Para a quantificacdo de carotenoides totais eftbory foi realizada leitura do extrato
em metanol em espectrofotdometro Genesys®, mode® U0-Vis, para a obtencdo das
absorbancias nos comprimentos de onda relaciorsadbsor¢cédo dos pigmentos.

A quantificacdo dos pigmentos foi realizada atradés equacOes descritas por
Lichtenthaler (1987). As equacdes originais dessiior este trabalho sé&o:

= 167280055 = D L6A 000 4ereeeceeeseeseeseeeeeeeeseessee e seeseeeeenass s eesesseeneenaen e (6)
Cb = 34’09A652;4 - 15’2?A665;2 .............................................................................. (7)
Cears = (L000A,55 — 1,91C, — 95,15C) + 225...0cucuieieeeeerieeieeeesieeen e esseeeenens (8)

Onde: G= Concentracdo de clorofila-a em pg ™lIC,= Concentracdo de clorofila-b
em pg mLY; Cea= Concentracdo de carotenoides totais em pg; kss = Absorbancia em
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665,2nm; As2 4+~ Absorbancia em 652,4nm;,A= Absorbancia em 470nm. Tendo em vista
gque a microalgaSpirulina platensis ndo possui clorofila-b, foi possivel realizar a
simplificacdo destas equacdes eliminando o terme@aheentracdo desta clorofila. Sendo
assim, as duas equacoes obtidas e utilizadas foram:

Ca = 12,6805 2.rrrveeemreeemeeseseeseeseeeeseeeeesseeee e e eeee e e s neenee )

Ceart = (10004450 — 1,63C,) % 2Zuuiuiiieeeeieeieteeeeceee e e et eaesesesesese s e eenas (10)

3.7.7 Calculos de rendimento

O rendimento total das extragfes{R), foi calculado através da equacéao:

Onde: m é massa de extrato obtida (grama) e Mga chr biomassa de microalgas g colocada
no extrator.

O rendimento por pigmento extraidg,g®o), foi calculado através da equagéao:

P

Rpig® = g * 100 (12)

Onde: (ip), é a massa individual de cada pigmento (ug)ndlorofila-a ou carotenoides
totais e ftp é massa total dos pigmentos (LG )btida pela soma da massa de clorofila-a
com a massa de carotenoides totais.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao do crescimento d8. platensie S. maximacultivadas nos meios Zarrouk,
Mod. | e Mod. 1l

Com o objetivo de reduzir custos na confeccédo deisside cultivo foram realizadas
modificagdes na composi¢do dos meios de cultivatdNetapa foram analisados os meios
Mod.l, o qual teve a fonte de fosfato P.A subsidéupor um fertilizante agricola de menor
pureza (superfosfato simples), além da carga dentds menor em relacdo ao meio Zarrouk
e Mod.ll com a mesma composi¢cdo quimica do meio .Maths contendo em sua
composi¢cado uma parcela de agua do mar (Tabela 2).

ApOs o processo de aclimatacao, descrito no t@&kdoram realizados cultivos &
platensise S. maximanos meios Zarrouk, Mod. | e Mod. Il segundo as a@es definidas no
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topico 3.5. O crescimento foi avaliado através dmlidas diarias de DO e a producao de
biomassa, através da obtencdo da massa seca adadirailtivo, gerando os dados de

concentracdo final em biomassa. Os graficos dasr&g30 e 31 dizem respeito ao

acompanhamento do crescimento. Aos pontos de ddoesgraficos foram ajustadas as

melhores retas, pelo método de minimos quadradsiss Bjustes apresentaram valores de
coeficiente de correlacdo linear quadraticd’) (Ruperiores a 0,9, indicando uma alta
correlacdo linear, o que justificou o uso destacdion para representar a tendéncia de
comportamento linear dos pontos dos dados aprelemnta o uso do coeficiente linear obtido

nesses ajustes como a taxa de crescimento (TC).

1,6 -
1.4
1,24
1,0
0,8

0,6
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Figura 30 - Curvas de crescimento da Spirulinaepkis em diferentes meios de
cultivo. Zarrouk g ) Mod.l@ ), e Mod.l1£ ).
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Figura 31 - Curvas de crescimento da Spirulina maxem diferentes meios de
cultivo. Zarrouk @ ), Mod.l@ ), e Mod.ll& ).
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Figura 32 - Influéncia dos meios de cultivo na tdracrescimento e na concentracédo final em
biomassa d&. platensis.
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Figura 33 — Influéncia dos meios de cultivo na tdgacrescimento e na concentracéo final
em biomassa dg. maxima.

Analisando as curvas de crescimento e os dadoE£depiiesentados nas Figuras 27 e
28, notamos que tanto& platensigjuanto aS. maximaadaptaram-se razoavelmente bem
aos meios Mod. | e Il, relativamente ao meio Zardomo esperado, os melhores resultados
em TC (0,2) e CB(1,5 g L'Y) (Figuras 32 e 33) foram obtidos para ambas aceEspquando
cultivadas em meio Zarrouk, meio padrdo que propoec condicdes nutricionais mais
favoraveis ao desenvolvimento desses micro-orgarsism

DEVANATHAN & RAMANATHAN 2012 avaliaram o crescimentdas células de
Spirulina platensigultivadas em meios de cultivo de baixo custogddecomo base, dgua do
ma mar, e residuo da producéo de aves como forigrdgénio, e obtiveram bons resultados
de crescimento apresentando valores de concentegabiomassa seca que variaram de
0,518mg mC* até 0,572mg mtde cultura apés 20 dias de crescimento; assimutmses
afirmaram que o uso da 4gua do mar para a confelmgmeios de cultivo, em conjunto com
fontes alternativas de nutrientes, oferece reddegioustos consideravel. GAMt al, 2011
relatam que os cultivos d&pirulina sp.em agua do mar sem suplementacdo adicional de
nutrientes, geraram uma concentracdo final maxiom base em massa seca de 0,28g L
apos 15 dias de crescimento; entretanto, mediapteraentacdo com NaN@ NaHCQ nas
concentracdes de 10 e 2,5 tespectivamente, foi alcancada concentracdo méoa37g
L™, 0 que mostra a importancia da adicdo destesentgs & 4gua do mar, que por sua vez é
considerada um meio semidefinido, podendo apresemtaacdes significativas em sua
composicao quimica (LOURENCO, 2006).

No presente estudo, foram obtidas concentracoesamed maximas, tanto para os
cultivos de Spirulina platensisrealizados no meio Mod. | (1,125 g'Lquanto para os
realizados em meio Mod. Il (0,901, bastante superiores aos valores encontradogoi®s
trabalhos citados; a diferenca de resultados postar erelacionada a diferenca de
comportamento das cepas utilizadas neste trabagim como as condi¢cdes de cultivo.
Entretanto, menores valores obtidos por GAdflal, 2011, em relacdo aos obtidos neste
estudo, para meio Mod.ll, podem estar relacionadogio realizacdo do pré-tratamento da
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4gua do mar para a eliminacdo dos fons d& €aVig’" presentes em excesso em sua
composi¢do, como descrito por (FAUCHERaL, 1979), o que pode ter gerado uma situacao
desfavoravel para o crescimento das células, nodiueespeito a quantidade de nutrientes
disponiveis, contribuindo para a baixa produtivelabbservada pelos autores, ja que estes nédo
relatam a realizacdo de nenhum tipo de tratamendiogpda agua do mar para o preparo dos
meios de cultivo.

De modo geral, a analise dos dados apresentadagr&faos das Figuras 32 e 33, e
revela grande semelhanca de comportamento dasedpasies para 0os meios estudados e
uma boa adaptacdo aos meios Mod. | e Mod. II. Entte, 0 meio Mod. Il, apesar de ter se
mostrado eficiente em promover o crescimento dagasée de em sua composi¢cao conter
uma parcela consideravel de agua do mar, o queilngng para a reducdo de custos no
processo produtivo da biomassa de microalgas, s sérias dificuldades operacionais
em sua confeccdo. Além de demandar duas etapestal®énto - uma para a parcela de agua
destilada onde foi solubilizado o superfosfato gaopara o tratamento da propria agua do
mar, a quantidade de bicarbonato necessaria paalizacdo desta ultima foi alta, chegando
a 19,5g [%; outra dificuldade encontrada foi em relacédo amc@dimento de separacéo do
precipitado formado apdés a reacdo entre ions roesalpresentes na agua do mar e o
bicarbonato (Figura 34). Este procedimento demandauas etapas de filtragdo em
membranas de diferentes porosidades, 0 que aumentEmpo e a quantidade de material
gasto no preparo do meio. Partindo destas obsesapdr questdes operacionais, 0 meio
Mod.Il n&o foi mais avaliado.

== |

Figura 34 - Dissolucao do bicarbonato em agua do(Aja precipitado formado
apos a reacdo com os ions metélicos (B).
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4.2. Avaliacdo do crescimento e producéo de carot@des e clorofila deS. platensise S.
maéaximacultivadas nos meios Mod. | e Mod.lIl.

Nesta série de experimentos, ambas as espéecan fartivadas em meio Mod.l e
Mod. Ill. No meio Mod. lll, o Nitrato de Sédio (P.Afoi substituido pelo salitre do Chile
comercial em trés concentracdes diferentes 2,5e 3% g [* (Tabela 2), sendo, entdo, a
influéncia desta substituicdo avaliada por meio plosimetros TC e G, principalmente,
pela producdo de carotenoides e clorofila-a parduas espécies dgpirulina estudadas.
Representamos nos graficos das Figuras 35 e 3&dos de TC e GBpara cada espécie, nos
diferentes meios avaliados. Analisando os dadosrerefes ao desempenho da espé&cie
platensis representados no grafico da Figura 35, observamesliferencas significativas (P
< 0,05) entre os valores de Qbtidos para o meio Mod.l (0,837¢)Le aqueles obtidos para
os meios Mod. 11l (3,5) (1,189g), tendo estes se revelado superiores aos do mmio I\
em relacdo aos valores de TC, diferencas sigrifeciP < 0,05) foram observadas entre os
meios Mod. Ill (2,5) (0,184 Dij e Mod. Il (4,5) (0,150 Did) e entre os meios Mod. Il|
(3,5) (0,187 Did) e Mod. Ill (4,5) (0,150 Did), evidenciando de modo geral, um bom
desempenho de crescimento das célulaSpikeilina platensisios meios suplementados com
salitre do Chile comercial em relacdo ao meio Maguke foi utilizado como controle
experimental.

Concentragdo final e biomassa Taxa de cresc.
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Figura 35 - Influéncia da concentracéo de SalitreCile nos meios de cultivo em relagdo
a taxa de crescimento e a concentragao final emdsisa d&. platensis
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Figura 36 - Influéncia da concentracéo de SalitreCile nos meios de cultivo em relacéo
a taxa de crescimento e a concentragao final emdsisa d&. maxima

Ja paraS. maximanos resultados apresentados no grafico da Fi¢firgpodem ser
notadas diferencas significativas para TC entre M@125 Dia') e Mod.Ill (2,5) (0,163
Dia’) e entre os meios Mod.I (0,125 B)ae Mod.llI(4,5) (0,157 Di&) apresentando valores
de P < 0,05, entretanto em relacdo a concentragaloeim biomassa néo foram verificadas
diferencas significativas frentes aos diferentemsavaliados.

Os resultados obtidos das andlises de pigmentostdéoaides totais e clorofila-a)
estdo apresentados nas Figuras 37 e 38. Podenwsarhso grafico da Figura 37 que para a
Spirulina platensisdiminuicdo significativa (P < 0,05) ocorreu tant@ producdo de
carotenoides totais como na de clorofila-a entreudts/os realizados nos meios Mod.lllI (3,5)
e Mod.lll (4,5) em relacdo aos demais meios deivoulavaliados ndo foram constatadas
diferencas relevantes. O uso deste meio de cufferou na biomassa cultivada no meio
Mod.Ill (4,5) concentracdes desses pigmentos, eacides totais (2,7@g mL™) e clorofila-a
(6,46 pg mL?Y), inferiores as observadas nas biomassas produzida outros meios,
principalmente no que diz respeito ao teor de @lara presente nas amostras.
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Figura 37 - Influéncia da concentracdo de SalitreCHile nos meios de cultivo em relagéo
a concentracdo de pigmentos na biomassa géatensis

Ja paraSpirulina maximaos dados apresentados no grafico da Figura 38trano
que a melhor resposta foi para o meio de cultivalMoTodavia, foi observado um aumento
significativo nas concentracdes dos pigmentos poimual a0 aumento de concentracdo de
salitre nos meios Mod. lll, o que promoveu para cmcentracdo de 4,5 g'Luma
concentracdo de carotenoides totais (6,086mI"') semelhante aquela observada no meio
Mod. | (6,564pg mr?), e de clorofila, uma concentracdo préxima chegan(l6,84Qug mf
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Figura 38 - Influéncia da concentracéo de Salidr€Htile nos meios de cultivo em relacéo
a concentracdo de pigmentos na biomassa deaxima
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De modo geral, os resultados revelaram diferengasaspostas entre as duas espécies
avaliadas, principalmente no que tange a produgicsalls pigmentos em resposta as
diferentes concentracfes de salitre do Chile aladia A espécieS. maximateve uma
producdo maior de pigmentos (carotenoides totaikmfila) quando cultivada nos meios
Mod.l e Mod Il (4,5) e uma producdo menor dessgmpntos quando cultivada no meio
Mod. Il (2,5). Levando-se em consideracdo que réemas duas espécies de microalga
avaliadas, os melhores resultados em termos deewtacdo de pigmentos e CiBram
obtidos no cultivo deS. platensisias concentracdes mais baixas de salitre (2,513
optamos pela utilizacdo dessa espécie e 0 sewa@in meio Mod. Il (2.5), como uma
estratégia para minimizar a relagdo custo/prodaigdbiomassa, fazendo uso da mais baixa
concentracdo de salitre do Chile e garantindo uo® groducdo de carotenoides totais e
clorofila a. Desta forma, para as proéximas avaBag@ocamos nossos estudos somente na
espécies. platensis

4.3. Avaliacdo do meio Mod. Il (2,5) no cultivo deS. platensisem relacdo aos meios
Zarrouk e RM6

RAOOF et al(2006), avaliaram diferentes meios de cultivo edag@ ao meio
Zarrouk, diminuindo a concentracdo de alguns samjbstituindo outros de menor pureza,
como por exemplo, o fertilizante agricola supedtsfsimples que foi utilizado em
substituicao a fonte de fosfato presente no meioodk. O autor relata um bom crescimento
das células frente as modificacdes e apresentai@ RM6 como o mais indicado para o
cultivo deSpirulina Entretanto, no periodo de aclimatacdo das célatastilizarmos o meio
RM6, notamos que ap0s sucessivos repiques a fadtanetronutrientes teve forte influéncia
na produgcdo dos pigmentos, principalmente na péwuae clorofila-a. Os autores por sua
vez, ndo relatam nenhum processo de aclimatacdaéaks antes do experimento de
avaliacdo, dai o provavelmente o sucesso deste oogientado no artigo.

Com o objetivo de obtermos um panorama geral derdpenho d&. platensigpara
os diferentes meios estudados, avaliamos os pax@met e CB assim como a concentragcao
de seus pigmentos (carotenoides totais e clorajilguando cultivada nos meios Zarrouk,
RM6, Mod.l e Mod.lll (2,5). No gréafico da Figura &téo representados os dados de TC e
CB: obtidos para o cultivo d&. platensisem todos os meios analisados. Neste grafico,
podemos observar que o desempenho mais baixo,smogele producdo de biomassa ocorreu
para o0 meio RM6. O meio Mod.lll (2,5) teve um depenho equivalente ao do meio
Zarrouk, produzindo em relacdo aos meios modifisaa melhores resultados. Diferencas
significativas de TC foram encontradas apenas @stmaeios RM6 (0,027 Did) e Mod. Il
(2,5) (0,202 Diah).
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Figura 39 - Influéncia dos meios de cultivo em ¢éta a taxa de crescimento e a
concentracao final em biomassa delatensis.
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Figura 40 - Influéncia dos meios de cultivo em ¢étaa concentracdo de pigmentos na
biomassa d&. platensis.

Em termos de concentracdo de pigmentos podemosvahseo gréafico da Figura 40,

um comportamento semelhante ao observado no gadi¢ogura 37, diferindo com relagéo a
concentracdo de clorofila-a em meio Zarrouk, quéém superior a dos demais meios de
cultivo. Analisando o conjunto de dados das Figus@s e 40, percebemos que, em
comparagao ao meio Zarrouk, obtivemos bons readtéahto para o meio Mod. | quanto
para o Mod.lll (2,5) sendo que os resultados maisds tanto em relagcdo aos parametros de
avaliacdo do crescimento (TC e CBf) quanto paraeoses de pigmentos presentes na
biomassa, foram observados para os cultivos reaszam meio RM6.
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Analisando a Figura 41, fica notéria a falta derafite-a nas células crescidas em
RM6, que ndo tem micronutrientes, quando comparasaglélula do cultivo controle
crescido em Zarrouk (E). Entretanto, quando aslaglarescidas em meio Zarrouk sdo
inoculadas em meio RM6 sem micronutrientes (B)dbservada se coloracdo da cultura
proxima a da cultura cultivada em meio Zarrouk vpx@lmente devido a origem do indculo
ser um meio que contém uma alta carga de nutrieRts®emos evidenciar a importancia
destes micronutrientes, como por exemplo o magrgscé fundamental para a formacao da
molécula de clorofila nas microalgas, quando olzsaps a imagem (D), onde cultura
crescida em RM6 sem micronutrientes, ao ser indautedo meio RM6 com micronutrientes,
retoma a coloracdo verde-azulada. Com base ndsdasvacdes, e também nos resultados de
pigmentos e concentracdo final em biomassa seddosbhos experimentos anteriores,
podemos dizer que o processo de aclimatacdo falafuental para a avaliacdo real do
desempenho das células aos novos meios de cultiye nos leva a acreditar que 0s
resultados obtidos por RAOO# al, (2006) possam ter influéncia da origem do inoculo,
como observado no experimento descrito acima, alénmais verificamos que nao ha
vantagens em excluir os micronutrientes da comgosiips meios de cultivo, uma vez que
estes se mostraram essenciais para o bom desengsnbélulas e ndo representam aumento
expressivo no custo da confecgédo dos meios cones@miado na Tabela 5.

Com base nos resultados apresentados para o0 meib M (2,5 em
comparacao ao meio Zarrouk, meio RM6 e demais nmeauificados utilizados neste estudo,
além do fato de que o uso de salitre do Chile ebstiuicdo ao nitrato de sédio diminui
sobremaneira o custo da confeccdo do meio Mo®)8)(frente aos meios que utilizam o
nitrato de sédio (Tabela 2), podemos indicar odesie meio para os cultivos 8eplatensis
em escala de laboratério ou comercial, com vangagencustos (cerca de dez vezes mais
barato que o meio Zarrouk) na producdo de biomassdos pigmentos clorofila e
carotenoides.

Figura 41 - Avaliag&o visual da interferéncia dasromnutrientes
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Tabela 5 - Custo em reais (R$) para o preparo d#oslmeios de cultivo: Zarrouk, RM6 e Mod 11l (2,5)

Meio de Cultivo Com micronutrientes Sem micronutrientes
Zarrouk 0,30199 0,30198
RM6 0,10181 0,10179
Mod.lll (2,5) 0,03180 0,03179

4.4 Perfil de crescimento, peso seco & platensisultivada no meio Mod. Il (2,5) para
aEFS

O grafico da Figura 42 representa o perfil de ainesnto da microalg&pirulina
platensis ao longo dos dias de cultivo no fotobiorreator @ Adaptado para cultivo de
geracdo da biomassa destinada a EFS, aos daddssoloti aplicada a funcdo d& Gompertz
para o ajuste dos pontos de dados.
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Figura 42 - Perfil de crescimento de Spirulinagrats cultivada em meio Mod. Il
(2,5) para a EFS.

O perfil de crescimento das células, observadoiguar#d 42, assim como os dados de
concentracdo em biomassa final (1,28 +%, lindicam novamente um étimo crescimento da
microalgaSpirulina platensisquando cultivada no meio Mod. 1ll (2,5) apresedtawalor
levemente superior aos obtidos nos cultivos em meseala (1,12 + g't), como pode ser
constatado no gréfico da Figura 35.
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4.5 Extracdo com fluido supercritico (EFS)

A série de experimentos preliminares apresentadegair foi realizada utilizando a
biomassa deSpirulina platensisadquirida da empresa Brasil Vitgl®@om o objetivo de
encontrarmos as melhores condi¢coes de extraca@igoentos (clorofila-a e carotenoides
totais). No grafico da Figura 43 sdo representafosendimentos de extracaoe{#b) do
processo de extracdo com fluido supercritico ejustes lineares de seus pontos, em duas
condicOes isotérmicas.

8-
7 4
°] o
SE
o 54 - )
S
S IR SR
E 4 o o E
© J
©
23 .
Q
£ ] .
2 24
Q
o 4
14
0 T T J I U T T T r T . | . : I I
125 150 175 200 225 250 275 300 325
Pressao ( bar)

Figura 43 - Rendimento de extracdo em diferentessges e condicdes isotérmicas
de 60°C () e 40 °C g).

Pode-se observar neste grafico que a linha gera@ldaajuste linear dos rendimentos
de extracdo para a isoterma de 60°C foi superiobservada para a isoterma de 40°C,
revelando um aumento da solubilidade do materiah&o com relagcdo a temperatura. Em
relacdo a pressao, ndo fica muito claro se o resmtiomde extracéo exibe alguma correlagéo.

Quantitativamente estes resultados estdo em bummtincia, com os resultados de
obtidos por TAHERet al, 2014 paré&cenedesmus spue observaram rendimentos de 3,61 e
3,53 % na condicao de extracdo de 200 bar a 33°€ 6&spectivamente.

Com o objetivo de analisar as condi¢cdes mais ajags da EFS entre as avaliadas,
em termos de presséo e temperatura, para a extlacélorofila-a e de carotenoides totais,
foram utilizados os resultados das concentrac@etesipigmentos nos extratos obtidos apds a
solubilizacédo do extrato da EFS com metanol. Nfiggr&la Figura 44, podemos observar as
concentracoes de carotenoides totais e de closfiem diferentes pressbes e nas
temperaturas de 40 e 60 °C.
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Figura 44 - Efeito da presséo sobre a concentrde&arotenoides, 40 °@)(e 60 °C ¢) e
clorofila-a, 40 °C{) e 60 °C ¢).

Analisando estes resultados, observamos que ogeanaimlores de extracdo, para
ambos os pigmentos, foram obtidos na condicdormaté de menor temperatura (40°C),
com pico de extracdo para ambos os pigmentos erbaPOfesultados semelhantes para
carotenoides foram obtidos por WAN&. al 2007. Estes resultados indicam que esses
pigmentos apresentam uma maior solubilidade ao, GGpercritico na mais baixa
temperatura, mas também ndo podemos descartarsévijjdade de a menor concentracdo
encontrada a 60°C ter sido devido a degradacdcesigagmentos, jA& observada em
termperaturas superiores a 50°C (CANEtAal, 2002; QUEROISet al 2005)

Conforme o resultado da avaliacdo anterior, aaedity na temperatura de 40°C e
pressdo de 200bar levara a uma maior extracdo Hesaos pigmentos, contudo, a fim de
identificar a condicdo na qual clorofila-a e canoides totais tenham, cada um, a sua
extracdo privilegiada em relacdo ao outro pigmefaiocalculado o rendimento percentual
(Rpig?0) de cada um deles em relagdo a soma das massashds. Na Figura 45, é notado
gue o aumento da pressao favoreceu a extracaomdlata, como observado por GUEDES

et al 2013 e desfavoreceu a extracdo de carotenoidesnbasaas condi¢coes de temperatura
estudadas.
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Figura 45 - Rendimento da extracdo por compostaedatdo a massa total dos pigmentos:
carotenoides, 40 °Ga) e 60 °C ¢) e clorofila-a, 40 °CH) e 60 °C ¢).

Essa diferenca entre og;d® de cada pigmento para as diferentes pressoediptass
a extracdo destes pigmentos em duas etapas comesimgégia para obtencdo dos dois
compostos, com maior grau de pureza no extratougrdd, simplesmente pelo aumento da
presséao de trabalho, apds a extracédo do compostmdienento maior a mais baixa pressao.

Os valores das concentracbes de pigmentos obtidss extragbes com fluido
supercritico foram comparados com os obtidos adrdeémétodo de extragdo com solvente
organico (metanol), apresentados na Tabela 6. Ruxlemotar que o maior valor de
concentracdo do total de pigmentos (concentracaa@adetenoides totais somada a de
clorofila-a), 21,3pig mL?, referente & extracdo realizada a 200bar e 4@fiCsirhilar ao
obtido através da extracéo realizada pelo métotirérecia (24,48.g mL™Y). Contudo, a
extracao supercritica apresentou valores de ra@benoides totais/clorofila-a superiores ao
apresentado pelo processo de extracdo por metaiidando uma alta seletividade do
processo de EFS, ja observado por outros autordE@&Set al. 2013,CRAMPON, et al
2013).0 controle dessa seletividade ocorre somente patanta de pressao, com a variagcao
do R,g% em relag@o a concentracdo relativa de carotendidersamente proporcional a
pressdo, e em relacdo a concentracdo relativa atefild-a, diretamente proporcional a
pressao, como evidenciado pelos os ajustes lineasegontos de dados (Figura 45).
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Tabela 6 - Comparacdo da EFS com a extracdo coranoletem termos de concentracdo de
pigmentos nos extratos e razdo entre as conceagragicarotendides totais e clorofila-a.

Temperatura Pressao Vazéo Clorofila-a  Carotenoides Razéo
(°C) (bar) (L min™) (Mg mL™) Carot./Clorof.-a
40 150 5 4,10 2,87 0,70
40 200 5 13,55 7,82 0,58
40 250 5 8,13 3,67 0,45
40 300 5 6,87 2,62 0,38
60 150 5 1,08 0,76 0,70
60 200 5 1,45 1,05 0,73
60 250 5 3,02 1,31 0,43
60 300 5 4,35 1,69 0,39

Processo de extracdo com metanol

21,48 2,65 0,12
(100%) ’ ' ’

Fonte: Dados do autor

Apos definida, através dos experimentos prelingisaa melhor condi¢cdo de presséo e
temperatura para extracdo dos pigmentos, foi dadmoi as extracbes da biomassa de
microalgas gerada no LABIM sob melhores condigcesuwtivo encontradas. Na Tabela 7
sdo apresentados os rendimentos obtidos no proE#sSaealizado a 200bar e 40°C, com
esta biomassa d8pirulina platensis produzida em laboratério, e com a biomassa de
Spirulina platensisadquirida comercialmente. O melhogf%6 foi observado para a amostra
produzida em laboratorio chegando a 8,2%, que tan#pesentou o maior,iR%em relagéo
a extragao de carotenoides (95,2%). Por outro leworelagdo a clorofila-a, o maiopif%
foi obtido a partir da extragdo com a biomassa coiae chegando a 63,4%.

Tabela 7 - Comparacdo entre os rendimentos de Bfi§os com a biomassa produzida em
laboratorio e adquirida comercialmente na conddg@00 bar e 40 °C.

Rendimentos (EFS)

Biomassa Reyx %0 Rpig % CL-a Rpig % Carot
Comercialmente adquirida 5,0 63,4 36,6
Produzidaem laboratorio 8,2 4,8 95,2

Fonte : Dados do autor

Analisando os dados apresentados na Tabela 8,éfala uma comparacdo entre a
extracdo com fluido supercritico e a extragdo castanol, para as duas biomassas, podemos
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dizer que as maiores concentragbes de pigmentasteadas foram referentes ao uso da
biomassa comercial, tanto nos extratos obtidos peloesso EFS quanto aos obtidos pelo
processo de extracdo com metanol, sendo uma exaecBesultado da extracdo dos
carotenoides totais por metanol. Entretanto, netgige as extracdes utilizando a biomassa
gerada em laboratorio apresentaram maior seletigideza extracdo dos carotenoides em
relacéo a clorofila-a, principalmente quando corapes o processo de EFS que demonstrou
uma seletividade cerca de 40 vezes superior dvesete encontrada com o uso da biomassa
comercial.

Tabela 8 - Comparacao entre a EFS (200bar e 408gya;do com metanol (P.A.).

_ Concentragao {ig mL™) Raz&o
Tipo de extracdo  Biomassa
Clorofila-a Carotenoides Carot./Clorof.-a
Comt_ergalmente 13,55 7.82 0,58
adquirida
EFS
Produzida em 0,14 2.92 20,8
laboratorio
Comercialmente 21,48 265 0.12
N adquirida
Extragéo com
metanol .
Produzida em 10,0 4.40 0.44

laboratorio

Fonte: Dados do autor

A eficiéncia da solubilizacdo dos compostos entcgssos de extracdo depende da
interacdo dos solventes com a matriz da qual seexiri-los; assim, as caracteristicas da
superficie sobre qual o solvente ird atuar interfediretamente sobre a transferéncia de
massa (CRAMPONt al, 2011). Para a definicdo destas caracteristeasns que levar em
consideracdo ndo sé o pré-tratamento dado a anmediza do processo de extracdo, como
também os processos de cultivo e pos-cultivo. NdelBa 9, sdo apresentadas as
particularidades relacionadas a cada biomassay@alig respeito aos processos de cultivo e
pos-cultivo.

Tabela 9 - Comparacédo entre as principais etapasltiéo e pos-cultivo aplicadas as biomassas estasl

Spirulina platensis

Principais etapas Comercialmente adquirida  Produzida em laboratério

Sistema de cultivo Tanque Raceway Fotobiorreator

Meio de cultivo N&o informado pelo produtor Mod.llI(2,5)

Processo de separacgéo Filtracdo em tela de nylon Filtracdo em tela denyl
Liofilizacéo.

Estufa com fulxo de ar. Temp

Secagem < 40°C

Temp <-20°C
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Tratamento pré-extragdo Moagem, peneira 48mesh Moagem, peneira 48mesh

Fonte: Dados do autor

A biomassa adquirida comercialmente demandou umpdede moagem muito maior
do que a biomassa produzida em laboratério, prowerde este fato se deve ao tipo de
secagem ao qual a biomassa foi submetida, haja yis¢ a biomassa que passou pelo
processo de secagem em estufa, estava muito nmapactada e rigida, o que dificultou o
processo de reducdo do tamanho da amostra; a lsarfieilizada, por sua vez, que por se
encontrar mais "solta", rapidamente foi moida euzeth a um po fino. Portanto, a alta
seletividade de extracdo dos carotenoides, velldices extracdes com a biomassa produzida
em laboratério, pode estar diretamente associadifeeentes formas de processamento
principalmente em relacdo aos modos de secagene ate&l mesmo a variagcbes de
temperatura dentro de um mesmo processo de secagerferem na nas caracteristicas do
material final obtido (DESMORIEUX & HERNANDEZ, 2004

Com o objetivo de observar a estrutura morfoléglaabiomassa, antes e apds o0s
diferentes processos de extracdo, foram realizadagens de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) das diferentes amostras de biomastaladas. As imagens de MEV das
Figuras 46 mostram grandes diferencas quando cagaras biomassas, produzida em
laboratoério antes (Figura 46 A) e pGs os procedsasxtracdo com metanol (P.A) (Figura 46
B) e com CQ supercritico (Figura 46 C) e a biomassa comereatenadquirida da Brasil
Vital®, antes (Figura 46 D) e pds os processoskttagio com metanol (P.A) (Figura 46 E) e
com CQ supercritico (Figura 46 F).

Flgura - Imagens em no aumeto e 5000XmbEsa
laboratério antes (A) e apos os processos de éxtragm metanol (P.A.) (B) e EFS (C), e biomassa de
Spirulina platensicomercial antes (D) e ap6s 0s processos de eatcagd metanol (P.A.) (E) e EFS (F).
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Comparando as imagens A e C podemos perceber mpesafrer o processo de EFS,
as células ndo sofreram grandes modificacdes mosamente um aumento no volume das
células assim como o rompimento de algumas esasutigcorrente do efeito da alta presséo.
J& para a extragdo com metanol, através da adaksEiguras 46 A e B, podemos visualizar
claramente as caracteristicas morfologicasSdaulina platensiscultivada em laboratorio,
antes do processo de extracdo (Figura 46 A), sposkivel visualizar até mesmo as unidades
celulares individualmente. ApGs o processo de edtraom solvente organico (Figura 46 B),
fica nitida a acdo danosa sobre as células, serslivel perceber que além do aumento do
tamanho das células, houve a ruptura da paredéarc&lm varios pontos, sendo visivel
extravasamento do contelddo intracelular, como auticpela seta. Ao compararmos as
imagens D e E, correspondentes a biomassa compotlainos notar novamente alteracées
morfoldégicas na amostra analisada poés-extracdo cwmtanol (P.A.), indicando a forte
influéncia deste solvente sobre as caracteristicafoldgicas da amostra.

Observando as imagens A e D da Figura 46, é pbéssdtar que a biomassa
comercialmente adquirida (Figura 46 D), antes meganextracao supercritica, ja apresentava
estruturas amorfas muito diferentes da biomassdupida em laboratério (Figura 46 A) que
revelou claramente as estruturas em forma de teasomormalmente observadas para
Spirulina spp. (VONSHAK, 2002); provavelmente esta perdauasial da biomassa
comercial se deve a fatores ligados ao processaylgo, especialmente a secagem, que
aliada ao tratamento de moagem dado a amostrabooatorio antes da extragédo, pode ter
danificado as estruturas celulares das microalgasés da acdo mecanica sobre as células
promovida pelo moinho, por fim descaracterizandwoafologia da amostra.

Comparando as imagens D e F, foi possivel obseway apds ter sido submetida a
pressédo elevada no processo de extracdo (EFSpnsassa residual da extragdo com a
amostra comercial apresentou-se compactada, magraedes modificacdes. Por outro lado,
a imagem C evidencia que o processo de secagenligfibzacdo preservou mais as
estruturas celulares, sendo possivel notar a eaistata cilindrica das células &pirulina,
que formam os tricomas (VONSHAK, 2002). Sabe-selidmatura que o processo de
liofilizacdo justamente por preservar a estrutuaa células, limita a transferéncia de massa
através da membrana das células, sendo esta camaanmEo processo de difusdo
(CRAMPON et, al. 2013) o que pode ter contribuidoapa alta seletividade observada no
processo EFS utilizando a biomassa produzida eandédyio.

Analisando as imagens da Figura 46, de modo geeatebemos com perfeicdo, a
excelente caracteristica do processo EFS em pegs&s\wcélulas durante a acdo do solvente,
gue por apresentar alta difusibilidade passa ardad células com facilidade, mantendo, no
entanto, um alto poder de solvatacdo em funcaoaee densidade no estado supercritico.

57



5 CONCLUSOES
e Cultivo das microalgas

Com relagédo aos experimentos de cultivo, podemoseper que o processo de
aclimatacao foi fundamental para os resultadosréectnento e producédo de pigmentos na
biomassa, e que a nédo realizagdo desta etapag@iteal um falso resultado da avaliagdo do
desempenho das células no meio de cultivo.

 Meio de cultivo

Os resultados de comparacao entre os meios deccafiontam o meio Mod.lll (2,5)
como um potencial meio de cultivo para uso em adealoratorial e até mesmo para cultivos
em escala comercial, garantindo uma 6tima proddedbiomassa d8pirulina platensisem
um curto espaco de tempica em pigmentos e com reducdo de custos de aeZE» em
relacdo ao meio Zarrouk.

» Extracao supercritica

Analisando os resultados de EFS apresentados, deinmayeral, podemos concluir
que a obtencédo de compostos de alto valor cometaifiomassa de microalgas via fluido
supercritico, mostrou ser uma técnica bastantdepfe; possibilitando a extracdo dos
pigmentos de forma muito seletiva, mantendo a fitage das células apds a extracéo.

+ Alta seletividade

O comportamento da extracdo dos pigmentos, eméekagariacdo da pressao, indica
a possibilidade de uma extracdo em duas etapadod@vilta seletividade observada no
processo de extracao supercritica, que variou estppgmentos em funcédo da pressdo. Com
0 uso das diferentes biomassas, foi observadoagseletividade esta diretamente ligada aos
processos cultivo e pos-cultivo por elas sofridmsncipalmente no que diz respeito ao
processo de secagem e ao tratamento da amostsadarieocesso de extracao.

Para que se tenha a maior eficiéncia de extra¢ém da otimizacdo do processo
como um todo € necessario que se conheca bem emodg matéria-prima utilizada, os
processos de cultivo e pds-cultivo a qual a mesmaubmetida, analisando o processo
produtivo dos compostos de interesse de formatiwaljdevando em consideracao todos os
aspectos desde a producdo da biomassa a serdatjliag¢ a obtencdo do produto final
desejado.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

4 Aprofundar os estudos utilizando o meio Mod.ll m fde diminuir as etapas de
filtrac&o, facilitando as processo de preparo dmrde cultivo e contribuindo ainda mais com
a reducéo dos custos, principalmente visando seemscultivos em escala comercial.

4 Aprofundar os estudos termodinamicos, buscando atama eficiéncia do processo
de extracdo supercritica, através do estudo désnediros cinéticos da extracdo, bem como da
modelagem do processo dentro das faixas de predségperatura avaliadas neste trabalho.

4 Desenvolvimento de um sistema de cultivo de bawsto e de alta eficiéncia em
producdo de biomassa, capaz de operar nas mesmdisdes de cultivo avaliadas neste
trabalho, para a geracdo de uma biomassa rica erposbos de interesse comercial e a
alta produtividade, a fim de integrar o processmbien¢cao de compostos de alto valor
como um todo e de forma estratégica, garantindem da biomassa microalgal como
matéria prima em determinados setores da industria.

v' Determinar a pureza dos produtos produzidos, benoaw perfil de co-produtos gerados
durante os processos de producdo da biomassaagedxtrom fluido supercritico, visando
0 uso da biomassa residual ndo s6 para a compasic&acao animal mas também para
alimentacédo humana.
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Anexos

Anexol. Resultados estatisticos referente ao tOpico Avaliagdo do crescimento e
producdo de carotenoides e clorofila de S. platersse S. maxima cultivadas nos meios
Mod. | e Mod.lll.

Resultados estatisticos para taxa de crescimentoQY - Spirulina maxima

H= 11,6361

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,0087

R 1 =Mod.l 16

R 2 = Mod.lll (2,5) 75

R 3 = Mod.lll (3,5) 53

R 4 = Mod.lll (4,5) 66

R 1 (posto médio) = 3,2

R 2 (posto médio) = 15

R 3 (posto médio) = 10,6

R 4 (posto médio) = 13,2

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos  z calculado zcritico p
Postos médios 1e 2 11,8 3,1537 2,635 <0.05
Postos médios 1e 3 7,4 1,9777 2,635 ns
Postos médios 1e 4 10 2,6726 2,635 <0.05
Postos médios 2 e 3 4,4 1,1759 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 1,8 0,4811 2,635 ns
Postos médios 3 e 4 2,6 0,6949 2,635 ns

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracdo de bionaafinal (CBf) - Spirulina maxima

H= 8,4171

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,0381

R 1= Mod.l 20

R 2 = Mod.lll (2,5) 68

R 3 = Mod.lll (3,5) 57

R 4 = Mod.lll (4,5) 65

R 1 (posto médio) = 4

R 2 (posto médio) = 13,6

R 3 (posto médio) = 11,4

R 4 (posto médio) = 13

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos z caloulad
Postos médios 1e 2 9,6 2,5657
Postos médios 1e 3 7.4 1,9777
Postos médios 1e 4 9 2,4054
Postos médios 2 e 3 2,2 0,588
Postos médios 2 e 4 0,6 0,1604
Postos médios 3 e 4 1,6 0,4276

z critico
2,635
2,635
2,635
2,635
2,635

2,635

p

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracéo de cloitafa - Spirulina maxima

H= 17,3314

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,0006

R 1 = Mod.l 15

R 2 = Mod.lll (2,5) 88

R 3 = Mod.lll (3,5) 40

R 4 = Mod.lll (4,5) 67

R 1 (posto médio) = 3

R 2 (posto médio) = 17,6

R 3 (posto médio) = 8

R 4 (posto médio) = 13,4

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos z caloulad z critico  p

Postos médios 1e 2 14,6 3,902 2,635 <0.05
Postos médios 1 e 3 5 1,3363 2,635 ns
Postos médios 1 e 4 10,4 2,7795 2,635 <0.05
Postos médios 2 e 3 9,6 2,5657 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 4,2 1,1225 2,635 ns
Postos médios 3 e 4 5,4 1,4432 2,635 ns

Fonte: dados do autor.



Resultados estatisticos para concentracdo de carntedes -Spirulina maxima

H= 16,3029

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,001

R 1 = Mod.l 15

R 2 = Mod.lll (2,5) 82

R 3 = Mod.lll (3,5) 40

R 4 = Mod.lll (4,5) 73

R 1 (posto médio) = 3

R 2 (posto médio) = 16,4

R 3 (posto médio) = 8

R 4 (posto médio) = 14,6

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos z caloulacatritico p

Postos médios 1e 2 13,4 3,5813 2,635 <0.05
Postos médios 1e 3 5 1,3363 2,635 ns
Postos médios 1e 4 11,6 3,1002 2,635 <0.05
Postos médios 2 e 3 8,4 2,245 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 1,8 0,4811 2,635 ns
Postos médios 3 e 4 6,6 1,7639 2,635 ns

Fonte: dados do autor.



Resultados estatisticos para taxa de crescimentoY - Spirulina platensis

H= 16,1759

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,001

R 1 =Mod.l 68

R 2 = Mod.lll (2,5) 103

R 3 = Mod.lll (3,5) 108

R 4 = Mod.lll (4,5) 21

R 1 (posto médio) = 11,3333

R 2 (posto médio) = 17,1667

R 3 (posto médio) = 18

R 4 (posto médio) = 3,5

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos z caloulad z critico p

Postos médios 1e 2 5,8333 1,4289 2,635 ns
Postos médios 1e 3 6,6667 1,633 2,635 ns
Postos médios 1 e 4 7,8333 1,9188 2,635 ns
Postos médios 2 e 3 0,8333 0,2041 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 13,6667 3,3476 2,635 <0.05
Postos médios 3 e 4 14,5 3,5518 2,635 <0.05

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracdo de biomsadinal (CBf) - Spirulina platensis

H= 11,6517

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,0087

R 1 =Mod.l 27

R 2 = Mod.lll (2,5) 90

R 3 = Mod.lll (3,5) 106

R 4 = Mod.lll (4,5) 77

R 1 (posto médio) = 4,5

R 2 (posto médio) = 15

R 3 (posto médio) = 17,6667

R 4 (posto médio) = 12,8333

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos z caloulad z critico  p
Postos médios 1e 2 10,5 2,572 2,635 ns
Postos médios 1 e 3 13,1667 3,2252 2,635 <0.05
Postos médios 1e 4 8,3333 2,0412 2,635 ns
Postos médios 2 e 3 2,6667 0,6532 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 2,1667 0,5307 2,635 ns
Postos médios 3 e 4 4,8333 1,1839 2,635 ns

Fonte: dados do autor.



Resultados estatisticos para concentracdo de cloitefa - Spirulina platensis

H=
Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R 1 =Mod.l

R 2 = Mod.lll (2,5)

R 3 = Mod.lll (3,5)

R 4 = Mod.lll (4,5)

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =

R 4 (posto médio) =

Comparacdes (método de Dunn)
Postos médios 1 e 2
Postos médios 1 e 3
Postos médios 1 e 4
Postos médios 2 e 3
Postos médios 2 e 4

Postos médios 3 e 4

12,0376

3
0,0073
62
49
81
18

12,4
9,8
16,2

3,6

Dif. Postos

2,6
3,8
8,8
6,4
6,2

12,6

z caloulad z critico

0,6949
1,0156
2,3519
1,7105
1,657

3,3675

2,635
2,635
2,635
2,635
2,635

2,635

ns

ns

ns

ns

ns

< 0.05

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracdo de carntedes -Spirulina platensis

H=
Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R 1 =Mod.l

R 2 = Mod.lll (2,5)

R 3 = Mod.lll (3,5)

R 4 = Mod.lll (4,5)

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =

R 4 (posto médio) =

Comparacdes (método de Dunn)
Postos médios 1e 2
Postos médios 1e 3
Postos médios 1e 4
Postos médios 2 e 3
Postos médios 2 e 4

Postos médios 3 e 4

9,4271

3
0,0241
63,5
50
75,5
21

12,7
10
151

4,2

Dif. Postos

2,7
2,4
8,5
51
5,8

10,9

z caloulad z critico

0,7216
0,6414
2,2717
1,363

1,5501

2,9131

2,635
2,635
2,635
2,635
2,635

2,635

ns

ns

ns

ns

ns

<0.05

Fonte: dados do autor.

77



Anexo2.Avaliacdo do meio Mod. Il (2,5) no cultivo deS. platensisem relacdo aos meios
Zarrouk, RM6, Mod. 1.

Resultados estatisticos para taxa de crescimentoY - Spirulina platensis

H= 9,6667

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0,0216

R 1 = Zarrouk 26

R 2 = RM6 6

R 3 = Mod. | 15

R 4 = Mod.1lI(2,5) 31

R 1 (posto médio) = 8,6667

R 2 (posto médio) = 2

R 3 (posto médio) = 5

R 4 (posto médio) = 10,3333

Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos z caloulad z critico  p
Postos médios 1 e 2 6,6667 2,2646 2,635 ns
Postos médios 1e 3 3,6667 1,2455 2,635 ns
Postos médios 1 e 4 1,6667 0,5661 2,635 ns
Postos médios 2 e 3 3 1,019 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 8,3333 2,8307 2,635 <0.05
Postos médios 3 e 4 5,3333 1,8116 2,635 ns

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracéo de biomsadinal (CBf) - Spirulina platensis

H=

Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R 1 = Zarrouk

R 2 = RM6

R 3 = Mod. |

R 4 = Mod.llI(2,5)

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =

R 4 (posto médio) =

Comparacdes (método de Dunn)
Postos médios 1e 2
Postos médios 1e 3
Postos médios 1e 4
Postos médios 2 e 3
Postos médios 2 e 4

Postos médios 3 e 4

8,5368

3
0,0361
55
23
20
38

13,75
5,75
5

9,5

Dif. Postos

8

8,75
4,25
0,75
3,75

4,5

z caloulad z critico

2,3764
2,5991
1,2624
0,2228
1,1139

1,3367

2,635
2,635
2,635
2,635
2,635

2,635

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracdo de cloitafa - Spirulina platensis

H=
Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R 1 = Zarrouk

R 2 = RM6

R 3 =Mod. |

R 4 = Mod.ll1(2,5)

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =

R 4 (posto médio) =

Comparacgoes (método de Dunn)

Postos médios 1e 2

Postos médios 1 e 3

Postos médios 1e 4

Postos médios 2 e 3

Postos médios 2 e 4

Postos médios 3 e 4

12,1985

3
0,0067
57
10
35
34

14,25
2,500
8,750

8,500

Dif. Postos
11,75

55

5,75

6,25

0,25

z caloulad z critico

3,4903
1,6337
1,708

1,8565
1,7823

0,0743

2,635
2,635
2,635
2,635
2,635

2,635

p

< 0.05

ns

ns

ns

ns

ns

Fonte: dados do autor.
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Resultados estatisticos para concentracdo de carntedes -Spirulina platensis

H=
Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R 1 = Zarrouk

R 2 = RM6

R 3 =Mod. |

R 4 = Mod.ll1(2,5)

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =

R 4 (posto médio) =

Comparacgoes (método de Dunn)
Postos médios 1e 2
Postos médios 1e 3
Postos médios 1e 4
Postos médios 2 e 3
Postos médios 2 e 4

Postos médios 3 e 4

11,9338

3
0,0076
55
10
41
30

13,75
2,5
10,25

7,5

Dif. Postos

11,25
3,5
6,25

7,75

2,75

z caloulad z critico

3,3417
1,0397
1,8565
2,3021
1,4852

0,8169

2,635
2,635
2,635
2,635
2,635

2,635

<0.05

ns

ns

ns

ns

ns

Fonte: dados do autor.
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