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Resumo

A quimica contribui com a producéo de inumeros produtos fundamentais a humani-
dade, e atualmente a producao desses compostos leva em consideragéo a sustentabilidade
ambiental, ou seja, visa utilizar técnicas e metodologias que reduzem ou eliminam o uso
de solventes, reagentes ou a geracao de subprodutos nocivos a saude humana ou ao
ambiente. Dentre esses compostos estdo presentes os carotenoides, grupo de pigmen-
tos que desempenha papel fundamental na satde humana, podendo destacar seu efeito
na resposta imune, na comunicagao intracelular e no combate a doencas relacionadas
ao envelhecimento. Destaque deve ser dado a luteina, carotenoide presente em frutas e
vegetais que é utilizado na industria alimentar como corante e possui atividade bioldgica
potencial na prevencéao do cancer, de doencas cardiovasculares e de degeneracéao retinal.
A fonte industrial natural desse carotenoide sdo as flores da caléndula (Tagetes erecta
L.) que possuem baixo conteudo de luteina. Uma das fontes de obtengéo da luteina e
de diversos outros carotenoides s&o as microalgas, organismos com grande potencial
biotecnoldgico que podem ser cultivados em ambientes controlados ou tanques abertos
na presenga de luz solar ou artificial. Para a obtencao da luteina através de microalgas
€ preciso extrai-la, através da quebra da parede celular e posteriormente purifica-la. O
meétodo de extragdo mais comumente utilizado é a extracdo com solventes e como o0s
carotenoides sao lipossolluveis € comum a realizagdo de uma etapa de saponificagdo, com
finalidade de remocéao dos lipideos que possam interferir na extragao feita com solventes
apolares. Apos a extracao, os carotenoides sdo separados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Diante dos beneficios da luteina para a saude, associado ao potencial
das microalgas na producao deste carotenoide, o presente projeto estuda metodologias
analiticas reportadas na literatura para extracao da luteina de microalgas. As metodologias
estudadas envolvem trés processos cruciais: ruptura celular, saponificacdo e extragdo com
solvente organico. Os métodos apresentados em Ceron et al. (2008) e em Utomo et al.
(2008) relatam que a ruptura celular feita através da moagem resulta na melhor taxa de
recuperacao da luteina. O tratamento de saponificacdo mais utilizado nos estudos tem
como agente alcalino o KOH em solugao metandlica ou etandlica e Soares et al. (2016)
constata que a etapa de saponificagdo em solugéo etandlica antes da extragao da luteina
com solvente, leva a simplificagéo do perfil cromatogréafico da mistura de carotenoides.
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1 Introducao
1.1 Importancia da quimica na producao de compostos

A quimica contribui com a producao de inumeros compostos fundamentais a hu-
manidade e de grande importancia comercial, como produtos alimentares, medicamentos,
biocombustiveis, entre outros. Porém, essa produc¢ao gera uma quantidade significativa de
subprodutos toxicos que contaminam o ambiente e podem ser prejudiciais a saude, o que
vem aumentando a preocupag¢ao em aprimorar esses processos. Diante disso, a Quimica
Verde foi proposta como um conceito responsavel por desenvolver caminhos alternativos
visando a diminuicao de residuos em diversos procedimentos. (PRADO, 2003)

1.2 Sustentabilidade ambiental: Quimica Verde

A Quimica Verde visa o desenvolvimento de tecnologias e materiais que propéem
diminuir a poluicdo. A sua aplicagdo pode promover a passagem da abordagem tradicional
de “comando e controle” a desejavel “prevencao” de polui¢do, tornando desnecessarias as
remediacdes dos impactos ambientais. (CORREA; ZUIN, 2009)

Segundo a WWVerde (2002) a Quimica Verde ou Green Chemistry pode ser definida
como a utilizagao de técnicas quimicas e metodologias que reduzem ou eliminam o uso
solventes, reagentes ou a geracao de produtos e subprodutos nocivos a saude humana
ou ao ambiente. Consiste na aplicacdo continua de uma estratégia ambiental preventiva
integrada aos processos, produtos e servigos para aumentar a eco-eficiéncia e reduzir
0s riscos ao homem e ao ambiente. Dentre os principios da quimica verde propostos por
Anastas e Warner (1998), os que estdo mais relacionados a quimica analitica destacam-
se: a prevengao da geragao de residuos, a utilizacao de reagentes mais seguros, o uso
de sistemas mais eficientes de energia, a minimizacao ou eliminagao de derivatizacao, a
andlise em tempo real para a prevencao da poluicao e o emprego de praticas que minimizem
acidentes. (KEITH; GRON; YOUNG, 2007)

1.3 Carotenoides

Os carotenoides sao compostos de grande importancia econémica e comercial. Eles
compdem um grupo de pigmentos presentes na natureza, identificados em organismos
fotossintetizantes e nao fotossintetizantes, plantas superiores, algas, fungos, bactérias e em
alguns animais. Esse grupo € amplamente distribuidos na natureza, fornecendo coloragéo
amarela, laranja ou vermelha a um grande numero de vegetais, microorganismos e em
alguns animais. (UENOJO; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007)

Os carotenoides também desempenham um papel fundamental na satde humana,
podendo destacar seu efeito na resposta imune, na comunicagao intracelular e seus efeitos
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benéficos contra doencas relacionadas ao envelhecimento, através do combate dos radicais
livres. Ha também alguns indicios de que os carotenoides em associagdo com outros
componentes de frutas e vegetais apresentam efeito protetor contra algumas doencgas
cronicas, como o de cooperagéo entre o 3-caroteno e as vitaminas C e E na protecéo
celular. (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000) Por apresentar essas
caracteristicas no combate de doencas, sua utilizacdo também é explorada na industria
farmacéutica.

1.4 Luteina e sua importancia

Diante da importancia dos carotenoides para a saude humana, destaque deve ser
dado a luteina. A luteina (Figura 1) faz parte do grupo dos carotenoides pertencente as
xantofilas ndo pré-vitamina A e se encontra presente em frutas, algas e vegetais (OLME-
DILLA et al., 1997), mais comumente em sua forma esterificada. Com grande potencial
antioxidante, (CHOPRA; THURNHAM, 1993) alguns estudos mostram que este composto
apresenta atividade biolégica potencial na prevencao do cancer (KING et al., 1997), de
doencas cardiovasculares (DWYER et al., 2000) e degeneracéo retinal (CHIU; TAYLOR,
2007) (GRANADO; OLMEDILLA; BLANCO, 2003).

Embora este carotenoide esteja presente em frutas e vegetais, sua ingestao diaria é
estimada em cerca de 1,5 mg/dia, teor este aquém das necessidades recomendadas que
estdo na faixa dos 5 - 20mg/dia. (COLEMAN; CHEW, 2007) Sendo assim, 0 consumo de
suplementos de luteina é recomendavel em alguns casos.

A luteina também é um corante alimentar muito utilizado na Unido Europeia e as
vendas de luteina como aditivo alimentar nos Estados Unidos chegam a cerca de US $ 150
milhdes por ano. A fonte comercial natural de luteina pura é a caléndula ( Tagetes erecta L.)
porém, o conteudo de luteina das flores dessa planta é baixo, 0,03% em peso seco, 0 que
torna a busca por fontes alternativas interessante. (CERON et al., 2008)

Diante desse cenario, temos 0s organismos algais como potenciais fontes deste ca-
rotenoide para suprir a demanda das industrias farmacéuticas, nutracéuticas e alimentares.

Figura 1 — Estrutura molecular da luteina.

OH

TR N Y

LUTEINA

(SILVA et al, 2010)
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1.5 Microalgas como fonte de Luteina

Uma das fontes de obtencao de carotenoides, em especial da luteina, e de outros
compostos naturais com alto valor no mercado mundial sdo as microalgas. Sdo organismos
com grande potencial biotecnoldgico ja que a produgcado de sua biomassa é de interesse
para a industria alimenticia e seu cultivo pode ser feito em ambiente controlados ou tanques
abertos, sempre na presenca de luz, que pode ser solar ou artificial. (DERNER et al., 2006)

No seu cultivo, uma atencao especial deve ser dada a fatores fisico-quimicos que
controlam seu crescimento, como intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes e agitagéo.
Portanto a composicao bioquimica da biomassa algal, bem como a taxa de crescimento
das microalgas sao determinadas por estes fatores, associados com a espécie considerada.
(MOURA JUNIOR et al., 2006)(MEINERZ, 2007)

As microalgas sdo elementos de um grupo muito heterogéneo de organismos,
predominantemente aquaticos e, geralmente, microscopicos unicelulares, procariontes ou
eucariontes, dotados de pigmentos, responsaveis por coloracao variada. (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007)

Para extrair a luteina da alga cultivada, é preciso separar as células do meio de
cultivo, realizar a quebra da parede celular afim de facilitar o depreendimento do analito de
interesse e entéo purifica-1a através da extragdo. (CHEN et al., 2013) (KAO; CHEN; CHEN,
2011)

1.6 Extracao dos carotenoides

Existe uma variedade de protocolos para a extracao de carotenoides, mas como sao
estruturas complexas e diversificadas, alguns métodos acabam nao sendo aplicaveis. O
método mais comumente utilizado € a extracdo com solventes, que € realizada pela particao
da amostra entre dois liquidos imisciveis, sendo geralmente um organico e um aquoso.
Se o composto tiver lipofilicidade suficiente, ele sera extraido pelo solvente mais organico.
(CASS; DEGANI, 2019)

E como os carotenoides séo lipossoluveis € comum realizar uma etapa de saponi-
ficacdo antes da extragao, a qual tem a finalidade de remocéao dos lipideos que possam
interferir na extracao feita com solventes apolares. Esta saponificagéao é feita utilizando uma
base em solugdo, como o hidréxido de potassio, em solvente polar, etanol, por exemplo,
onde os carotenoides sao posteriormente extraidos. A tabela (1) apresenta alguns solventes
mais utilizados nesse tipo de extragéao.
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Tabela 1 — Solventes mais utilizados na extracao de carotenoides.

Amostra Solvente de extragao Referéncia

Cenouras, graos

o Tetrahidrofurano McINERNEY et al., 2007
verdes e brocolis

. SANCHEZ-MORENO et al.,
Suco de tomate Tetrahidrofurano

2006
Frutas vermelhas ) MARINOVA;RIBAVORA,
, Metanol:tetrahidrofurano (1:1, v/v)
bulgarianas 2007
Caléndulas Hexano WANG et al., 2006
Palntas
L CHANWITHEESUK et al.,
comestiveis da Hexano
A 2005
Tailandia
Dunaliella salina Hexano:acetona:etanol (2:1:1, v/v/v) HU et al., 2008

Eter etilico, acetato de etila e éter SQUINA; MERCADANTE,

Rhodotorula . .
etilico/acetato de etila (1:1) 2003

(SILVA et al., 2010)

A eficiéncia da extracao depende da capacidade do solvente de solubilizar os pigmen-
tos sem modificar sua estrutura. (SARKAR et al., 2012) Portanto, a selecdo de solvente é
uma etapa importante, que deve apresentar alta eficiéncia e seletividade com os compostos
extraidos. A maioria dos estudos de extracao de carotenoides de microalgas envolvem uma
Unica extracao com solvente, mas em alguns estudos também foram utilizados sistemas
de extragdes binarios, como em Aburai et al. (2010), que utilizou diclorometano (DCM) e
metanol para a extragdo dos compostos.

Sendo o principal objetivo da extragdo a maxima recuperacao, o solvente escolhido
deve ser 0 menos polar da série e fornecer boa recuperacao do analito com baixa ex-
tracdo dos interferentes. Se o composto for ionizavel, o pH também deve ser levado em
consideracao. (CASS; DEGANI, 2019)

Outros fatores determinantes para o rendimento da extracao dos pigmentos sédo: o
tempo de contato entre a amostra e o solvente e a técnica (mecanica ou ndo mecanica)
aplicada na quebra da parede celular. (HENRIQUES; SILVA; ROCHA, 2007)

A etapa de saponificagdo tem o objetivo de simplificar a separacao dos pigmentos
e obté-los na forma livre, no entanto, este tratamento pode levar a degradacao e perda
de informacgdes sobre o composto inicial. Por sua vez, os extratos ndo saponificados
apresentam cromatogramas muito mais complexos. (ABURAI et al., 2013); (KAO et al.,
2012); (SOARES et al., 2016)

Apds a extracdo, os carotenoides sdo separados por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE) utilizando diferentes detectores, por exemplo, UltraVioleta, Espectrometria
de Massas, entre outros. (KAO; CHEN; CHEN, 2011) (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2008)
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2 Técnicas Analiticas
2.1 Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacao, fundamentado na mi-
gragao diferencial dos constituintes de uma mistura, que ocorre em fung¢ao das diferentes
interacdes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. Devido a grande
diversidade de combinagdes entre essas duas fases, 0 método se torna-se aplicavel em
diversas areas da quimica. A técnica pode ser utilizada para a identificacao de compostos
por comparagao com padrdes previamente existentes, para a purificagdo de compostos,
separando-se as substancias indesejaveis e para a separacdao dos componentes de uma
mistura. (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998)

Segundo A.L.G Degani et al (1998), podemos classificar a cromatografia em alguns
subfatores, em relagao a forma fisica do sistema empregado, planar (cromatografia em
papel, cromatografia por centrifugacdo e a cromatografia por camada delgada) ou em
coluna, que abrange diversos tipos. Em relacdo a fase estaciondria utilizada: fases soélidas,
liquidas e quimicamente ligadas, em relagdo ao modo de separagao: adsorgao, particao,
troca ibnica, exclusdo ou uma mistura desses mecanismos, e também podemos classifica-la
em relacdo a fase movel, em 3 tipos: a cromatografia gasosa, a cromatografia liquida e a
cromatografia supercritica (CSC). Neste trabalho, énfase foi dada a cromatografia liquida
em coluna.

A cromatografia liquida possui uma classificagcdo muito importante que se divide
em cromatografia liquida classica (CLC), na qual a fase mével elui através de uma coluna
apenas pela forga da gravidade e na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na qual
fases estaciondrias de particulas menores sao utilizadas, sendo necessario o uso de uma
bomba de alta pressao para a eluicao da fase mével. A figura 2 esquematiza as subdivisdes
da cromatografia.



Capitulo 2. Técnicas Analiticas 13

Figura 2 — Representacao esquematica dos diferentes tipos de cromatografia.

Cromatografia

Planar Coluna

I I I | | |
Centrifuga CCD CP Liguida CSC Gasosa
(Chromatotron)

Classica CLAE CG CGAR

(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998)

2.2 Cromatografia liquida classica

A cromatografia liquida classica € muito utilizada para o isolamento de produtos
naturais e para a purificacao de produtos de diversas reagdes quimicas. As fases estaciona-
rias mais comuns sao a silica e a alumina, porém, estes adsorventes podem ser utilizados
também como suporte para uma fase estaciondria em forma liquida. A figura 3 a seguir
ilustra uma coluna cromatografica empacotada com silica. (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998)
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Figura 3 — llustracdao de uma coluna cromatografica.

+—— Solvenie

+—— [ase estacionaria

(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998)

A separagao dos componentes depende da sua adsorcao pela fase estacionaria,
guanto mais fracamente o componente for adsorvido mais rapida sera sua passagem pela
coluna e vice-versa. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995)

A escolha da fase mével é extremamente relevante, como as fases estacionarias a
base de silica utilizadas sdo extremamente polares, procura-se utilizar um solvente ou uma
mistura de solventes com polaridade “média” em relacdo aos componentes da amostra,
para que ele consiga eluir a amostra do ponto de aplicagdo, mas também tenha tempo
suficiente para separé-la das impurezas. (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998)

2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Com base na teoria da cromatografia gasosa, de que a eficiéncia de separagao
aumenta com a diminuicao do tamanho da particula da fase estacionaria, surgiu a base da
teoria da Cromatografia liquida de alta eficiéncia. A principal diferenca desse método para a
cromatografia liquida cléssica é a utilizagéo de fases estacionarias menos permeaveis, com
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microparticulas (10, 5 ou 3 um) esféricas, o que tornou necessaria a utilizagdo de bombas
de alta pressao para a eluigcdo da fase mével. (CASS; DEGANI, 2019)
A figura 4 mostra os componentes fundamentais de um equipamento para CLAE.
Figura 4 — Componentes basicos de um equipamento para CLAE.

Legenda: a) reservatério da fase mével; b) bomba de alta pressao; c) valvula de injecao; d)
coluna; e) detector e f) registrador.
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(DEGANI; CASS; VIEIRA,1998)

2.3.1 Intrumentacao

As bombas cromatograficas utilizadas sdo as que produzem fluxo constante a uma
pressao variavel, o funcionamento delas baseia-se num pistao, movido por um motor elétrico.
As vélvulas de injecdo possuem uma al¢ca de amostragem para a introdugcéo da amostra
com uma seringa e duas posi¢des, na posicdao LOAD a amostra € injetada na alga de
amostragem e na posicao INJECT libera a amostra para a coluna. As alcas utilizadas
geralmente sédo as de volume na faixa de 5-50 mL para inje¢des analiticas e 0,5-2 mL para
preparativas. (CASS; DEGANI, 2019)

As colunas utilizadas em CLAE sao geralmente compostas de ago inoxidavel, com
diametro interno na faixa de 0,45 cm para separagdes analiticas e 2,2 cm para preparativas.
O comprimento pode variar mas comumente colunas analiticas tém 5, 10 ou 15 cm e
preparativas 25-30 cm. As colunas sao reutilizadas por um grande numero de injegoes e
sao empacotadas com suportes de alta eficiéncia cromatografica. (DEGANI; CASS; VIEIRA,
1998)
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Os detectores para CLAE séao classificados em duas categorias: os nao seletivos,
que detectam propriedades existentes tanto na fase mével como nos solutos; e os seletivos,
que apenas detectam propriedades relacionadas ao soluto. O detector mais utilizado é o
UV-Visivel, que tem como principio de funcionamento a absorgéo da luz visivel, por parte da
amostra, quando nela atravessa uma radiacdo magnética. Mas também sdo empregados
detectores de fluorescéncia, de indice de refracdo, eletroquimicos, de infravermelho, e
recentemente os detectores de polarimetria para CLAE, que conseguem diferenciar compos-
tos quirais através da rotacao de seus estereoisdbmeros quando expostos a luz polarizada.
(CASS; DEGANI, 2019)

Atualmente existem equipamentos totalmente computadorizados, divididos em mé-
dulos e podendo ser controlados por computador. Os softwares disponiveis ja sdo capazes
de detectar problemas de funcionamento e apontar necessidade de troca de pecas. (CASS;
DEGANI, 2019)

2.3.2 Modos de separacao

Como visto anteriormente, podemos classificar a cromatografia liquida de acordo com
a fase estacionaria utilizada, levando-nos até a cromatografia de adsorcao (fase estacionaria
solida) e a cromatografia de particao (fase estacionaria liquida). (CASS; DEGANI, 2019)

O mecanismo da separacao por adsorcao baseia-se na competicdo que existe para
ocupar os sitios ativos na superficie da fase estacionéria, entre as moléculas da amostra
e as da fase movel. Ja na separagao por particdo, 0 mecanismo de distribuicao baseia-se
nas diferentes solubilidades que apresentam os componentes da amostra na fase mével
e na fase estacionaria, portanto, os componentes mais solluveis na fase estacionaria séo
seletivamente retidos por ela, enquanto os outros s&o transportados mais rapidamente pela
fase movel. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995)

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, as separa¢des podem ocorrer por ad-
sorgao, particdo ou ambos e o uso de suportes modificados quimicamente possibilitam a
producao de uma grande variedade de colunas com diferentes propriedades e categorias
diferentes de seletividade. Essas fases modificadas sdo chamadas de quimicamente ligadas
e elas podem atuar tanto no modo normal quanto no modo reverso de eluigao, isto €, podem
atuar sendo mais polares que a fase mével ou sendo menos polar que a fase mével. Sepa-
ragdes analiticas sdo predominantemente realizadas em fase reversa, sendo a fase C18
(octadecilsilica) a mais utilizada, ja para fins preparativos, fases que atuam no modo normal
sao preferidas, ja que as fases moveis que atuam no modo reverso sao constituidas por
misturas aquosas. Devemos destacar também as fases estacionérias quirais, que integram
um seletor quiral e possibilitam a separacéo direta de enantibmeros. (DEGANI; CASS;
VIEIRA, 1998)

A eluigao cromatogréfica pode ser realizada de dois modos: a elui¢cao por gradiente,
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que é realizada aumentando-se a forga da fase mével durante a separacao cromatografica,
e a eluicdo isocratica, onde a forca da fase movel é constante.
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3 Tratamento da amostra

Como dito anteriormente, as microalgas sdo organismos muito promissores para a
producao de compostos de alto valor, como os carotenoides. No entanto, seu uso comercial
€ até agora dificultado pela falta de processos eficientes e atualmente viaveis para muito
poucas cepas. Um dos fatores mais relevantes € o grande esforgo para o processamento,
por exemplo, da ruptura celular e da extragdo. (TAUCHER et al., 2016)

Diante da sua importancia, varios estudos foram realizados acerca da obtengao
do carotenoide luteina e a maioria dos métodos de tratamento da amostra sugerem sua
saponificagdo para um clean up da matriz, ja que nela existem lipideos que podem interferir
na extracao feita com solventes apolares. Nos estudos, apds o tratamento da amostra, sua
determinacao é feita através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (RP-CLAE), devido a sua exceléncia eficiéncia de separacdo. (CHEN; TAI; CHEN,
2004)

A analise cromatogréfica oferece um alto poder de resolugéo, sendo entdo a técnica
mais utilizada também para carotenoides em geral. (KAO et al., 2012) Para uma boa
resolucdo cromatografica, utiliza-se a eluicdo da fase mével em gradiente e uma coluna C30
para uma separagao simultanea de isbmeros geométricos e de posicao dos carotenoides.
Marinova e Ribarova (2007) determinaram carotenoides em amostras de amora-preta
utilizando-se uma fase movel gradiente e uma coluna C18, e apenas 5 carotenoides foram
separados em 20 minutos de analise. Em um posterior estudo utilizando amostras de suco
de laranja concentrado e a eluicdo da fase movel por gradiente, 27 carotenoides foram
separados em 60 minutos utilizando uma coluna C30. Neste estudo, portanto, concluiram
que a coluna C30 era mais adequada para essa separagcao. (MELENDEZ-MARTINEZ et al.,
2008).

Como o numero de métodos analiticos de separacao para carotenoides ainda é
limitado, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas acerca desses métodos de extragao
e analise. (KAO et al., 2012)
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4 Validacao do Método Analitico

Apoés o desenvolvimento e otimizagdo do método analitico que compreende a extra-
¢ao do analito de interesse e a analise cromatografica, 0 mesmo necesita ser validado.

A validagao de um método analitico é de extrema importancia para garantir que o
mesmo seja eficiente e produza resultados confidveis. Os parametros a serem validados
variam de acordo com: area de estudo, método utilizado, tipo de analito e de amostra e obje-
tivo ao qual se destina o0 método desenvolvido. Os principias parametros de validagao para
analises cromatograficas sdo especificidade/seletividade, linearidade, limite de detecgao
(LOD), limite de quantificacao (LOQ), exatidao e precisao. (BRITO et al., 2003)(RIBANI et
al., 2004)

Segundo Cass e Degani (2019) deve estabelecer-se o0 modo que seré realizado
a medida da resposta do detector, que pode ser feito por meio da altura ou da area das
bandas cromatograficas. A medida da altura da banda requer que a composigao da fase
movel seja precisamente constante e a medida da area necessita de um fluxo extremamente
preciso. Como atualmente as bombas nao tém problemas de flutuacao de fluxo, as medidas
de area geralmente sao preferidas.

A correlacao entre a resposta do detector e a concentracao do composto de interesse
€ chamada de calibracdo e a para a preparacao de padrées construimos uma curva de
calibracao, ou seja, realizamos uma padronizacao, que pode ser feita de trés modos:

Método do padrao externo: método mais utilizado e consiste na construgcao de uma
curva de calibracao a partir de solu¢des-padrao de concentragcées conhecidas. Utiliza-
se padrdes com concentracdes préximas as esperadas nas amostras, para assegurar a
exatiddo das medidas.

Método do padrao interno: abrange a adicao de um padrao interno a cada amostra
analisada. O padrao interno é um composto estavel e puro, com retencao préxima a do
analito e boa resolugdo em relagéao a este. Este método é usualmente escolhido quando a
amostra requer um pré-tratamento rebuscado e nem sempre leva as medidas mais precisas
por envolver dois picos ao invés de um.

Método da adicdo de padrao: baseia-se na adicao de diferentes concentracées do
analito a matriz. Este método é utilizado em casos onde néo é possivel a obtencao da
matriz sem a presenga do composto de interesse.

Para a validacdo do método analitico proposto temos de levar em consideracao
parametros como: a seletividade, que é a habilidade de separagdo do composto de interesse
dos demais interferentes presentes na amostra; a linearidade, que é a capacidade do método
de gerar resultados proporcionais a concentracdo do composto em questao; a exatidao,
que é a relagédo entre o valor obtido pelo método e o valor de referéncia; a precisao,
que é a habilidade do método de reproduzir 0 mesmo resultado sempre que 0 processo
for executado; a robustez do método diante de pequenas variacbes no experimento, a
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porcentagem de recuperagao da amostra e a sensibilidade, que é a capacidade do método
distinguir concentracdes baixas. (CASS; DEGANI, 2019)

A avaliagédo da sensibilidade compreende a determinagéo dos limites de quantifi-
cacao e detecgao. O limite de quantificagdo é definido como a menor concentragao do
composto que pode ser medida com uma precisao especificada, dentro do critério de
aceitacao do método; e o limite de deteccao é definido como a menor concentragao do
composto que produz uma resposta maior do que trés vezes o ruido. (CASS; DEGANI,
2019)
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5 Aplicacées e Estudo de Caso da obtencao da Luteina a Partir das Microalgas

Dada a importancia dos carotenoides, em especifico da luteina, e os possiveis
métodos de extracao e purificacdo destes, os estudos a seguir apresentam métodos analiti-
cos eficientes para a obtencao desses compostos. Ceron et al. (2008) desenvolveram um
método analitico que permite a recuperacgao eficiente de luteina de biomassa de microalgas,
sendo um método escalonavel e aplicavel industrialmente. O método utiliza a biomassa
seca da microalga Scenedesmus almeriensis e compreende trés etapas: a ruptura celular,
o tratamento alcalino ou saponificagao e a extragcdo com solvente.

Na etapa de ruptura celular 3 métodos foram testados: maceracao, moinho de bolas
e ultrassom. Os resultados demonstraram que a ruptura celular € necessaria e que a
melhor opgao entre os tratamentos testados no que diz respeito as aplicagdes industriais
€ a utilizagdo de um moinho de bolas com alumina na proporcao 1: 1 p/p como agente
desintegrante por 5 min. Para a etapa do tratamento alcalino, os testes foram feitos variando
a concentragao da solugcao de KOH de 4% a 24% m/v. Os experimentos foram realizados
em temperatura ambiente (20-22°C) e utilizando frascos ambar para evitar a degradacao
da luteina. A mistura do agente alcalino na solucéo foi feita sob agitacdo continua afim de
obter uma mistura 0 mais homogénea possivel.

Ao fim, concluiram que as condigbes ideais foram obtidas usando 4% m/v de KOH
para uma biomassa de concentracdo 100 g/L por 5 min. Tratamentos alcalinos mais longos
ou 0 uso de concentra¢des mais altas de KOH reduziram o rendimento do processo. A
extracao foi realizada utilizando uma proporcao de 1: 1 hexano para o volume da amostra,
um total de oito etapas de extracao sao necessarias para recuperar 99% da luteina contida
na biomassa processada. No entanto, o0 numero ideal de etapas de extracao é seis, 95% da
luteina sendo recuperado.. (CERON et al., 2008)

Soares et al. (2016) estudaram o melhor método de extragdo de luteina e 3-caroteno
para a microalga Desmodesmus sp. A avaliagao foi feita considerando o melhor solvente
ou mistura de solventes, pré-tratamento de biomassa seca e a saponificagdo em metanol
e etanol. Os seguintes procedimentos foram avaliados: (i) extragdo da biomassa usando
apenas hexano: etanol (1: 1, v/ v), e (ii) pré-tratamento da biomassa seca com acetona
seguido da extragdo da amostra usando hexano: etanol (1: 1, v/ v).

Dois experimentos foram avaliados para a saponificagdo: o primeiro foi a saponifica-
cao alcalina em (i) metanol e (ii) etanol, seguido pela extracao dos pigmentos livres com
hexano: etanol (1: 1, v/ v), e 0 segundo experimento testou a influéncia do pré-tratamento
da biomassa com acetona antes da saponificacdo alcalina em (i) metanol e (ii) etanol
seguido de extracao de pigmentos livres com hexano: etanol (1: 1, v/ v). Para a reacao de
saponificagdo, solugdes de 8% (v / v) KOH metandlico e 8% (v / v) KOH etandlico foram
testadas.

O método de andlise cromatogréfica foi baseado em Inbaraj et al. (2012): a fase
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mével CLAE-DAD foi (A) metanol: acetonitrila: agua (84: 14: 2, v/ v/ v) e (B) diclorometano,
usando as condicdes de gradiente: 100% A e 0% B por 14 min; 95% A por 25 min; 75% A
para 30 minutos; 74% A por 35 min; 45% A por 50 min; e voltando a 100% A em 55 min,
em 60 min de andlise. A coluna foi mantida a 23 £ 2 °C. O volume de inje¢do do extrato foi
de 20 pL. A fase movel foi bombeada em fluxo de 1 ml min~!. O comprimento de onda de
detecc¢dao foi ajustado em 450 nm.

Para a biomassa seca de Desmodesmus sp., 0 sistema de extragdo bifasico hexano:
etanol (1: 1, v/ v) apresentou melhores rendimentos para a luteina e o [3-caroteno quando
comparados aos outros solventes testados. Mesmo que tenha proporcionado um aumento
de extracdo de [3-caroteno, o pré-tratamento de biomassa seca com acetona causou um
decréscimo na extragao de luteina, tornando esta etapa de pré-tratamento comercialmente
invidvel. Ja a saponificacdo em solugéo etandlica antes da extragdo com solvente levou
a simplificagao do perfil cromatografico da mistura convertendo pigmentos esterificados
em pigmentos livres. O pré-tratamento com acetona por 1 h seguido da saponificagdo em
solucéo etandlica e extracdo com hexano: etanol (1: 1, v/ v) foi o melhor procedimento
para a obtencdo de melhores rendimentos ao extrair os pigmentos da biomassa seca. A
analise cromatografica permitiu identificar os principais pigmentos presentas na microalga
Desmodesmus sp. como sendo: trans-zeanxantina, clorofila b, carotenos e a trans-luteina.
(SOARES et al., 2016)

Chao-Chin Hu et al. (2008) elaboraram uma metodologia analitica simples e com
boa eficiéncia de separacao, utilizando CLAE para determinar as formas trans e cis de
carotenoides na Dunaliella salina cultivadas em Taiwan. A analise usou uma coluna C30 (250
x 4.6 mm, 5 uL) e um sistema de solvente isocratico (taxa de fluxo = 1 mL/min) utilizando
como solvente uma mistura de metanol-acetonitrila-agua (84/14/2, v/ v / v) e cloreto de
metileno (75/25, v/ v). O método de extracao utilizado foi realizado sob atmosfera de gas
nitrogénio utilizando como solvente hexano/acetona/EtOH (2/1/1, v/ v / v) a temperatura
ambiente por 24h. E a saponificagdo através da adigdo de KOH metandlico a 40% a
temperatura ambiente por 8h. Os resultados mostraram que 7 carotenoides no extrato de
algas puderam ser separados simultaneamente em 30 min e que eles foram detectados a
450 nm. (HU et al., 2008)

Utomo et al. (2008) cultivaram células de Chlorella sp. ESP-6 em fotobiorreatores
para a obtencao da biomassa e posterior extracao da luteina. Utilizaram moagem, trata-
mento ultrassénico e tratamento de microondas como procedimentos de ruptura celular e
concluiram que o processo de moagem recuperou mais luteina do que os demais. A extra-
cao foi feita com acetona e a mistura foi tratada com dietil éter seguido pela saponificagao
com 4% KOH metanolico. Posteriormente foi feita a adicdo de uma solugédo 10% v/v de
NaCl, a fase orgéanica foi coletada e seca no fluxo de nitrogénio.

Estudaram também a influéncia do procedimento de coagulagao, testando a coagu-
lac&o unica antes da desidratagdo usando quitosana e o condicionamento duplo utilizando
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cloreto de polialuminio e quitosana, técnica que foi proposta por Miron et al. (2002) para
aumentar o fluxo de filtragdo e suavizar a incrustracdo do produto na superficie da mem-
brana. Ao final do estudo concluiram que o processo aumentava efetivamente a eficiéncia
de filtragdo da membrana, porém, a presenca do coagulante tinha impacto adverso na
recuperacéao da luteina devido a capacidade de atracdao dos grupos hidroxilas presentes
nos dois grupos via ligagées de hidrogénio. (UTOMO et al., 2013; MIRON et al., 2002)
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6 Conclusao

Diante da importancia de se obter uma extracado eficiente de carotenoides, em
especifico da luteina, de fontes naturais, concluimos que o aprimoramento das metodologias
analiticas j& existentes € imprescindivel.

Os trabalhos estudados compreenderam trés etapas cruciais: ruptura celular, trata-
mento alcalino ou saponificacédo e extracdo com solvente.

Ceron et al (2008) concluiu que a melhor opgao dentre os tratamentos testados para
a ruptura celular e posterior extragao da luteina foi a utilizagdo do moinho de bolas. Utomo
et al (2008) também constatou que a melhor taxa de recuperagao da luteina foi obtida
através do processo de moagem.

O tratamento alcalino mais utilizado nos estudos fez uso de KOH metandlico ou
etandlico e Soares et al (2016) constatou que a etapa de saponificagdo em solucao etandlica
antes da extracao da luteina com solvente leva a simplificacdo do perfil cromatogréafico da
mistura de carotenoides.
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