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RESUMO

A microalga Haematococcus pluvialis é conhecida por
sintetizar e acumular grandes quantidades do cetocarotenoide
astaxantina, sob condi¢bes ambientais extremas como alta
intensidade de luz ou condic6es oligotréficas. Esta microalga
apresenta grande interesse comercial e para uso farmacéutico €
conveniente a obtencdo de matérias-primas com caracteristicas
que permitam a sua transformacdo em formas farmacéuticas,
incluindo a padronizacdo em termos de concentracdo de
constituintes ativos e elevada estabilidade quimica, fisico-
quimica e microbiolégica. Neste caso, a secagem tem como
objetivo a retirada de agua, que é responsavel por propiciar um
meio reacional favoravel as reagGes quimicas, fendmenos
fisicos e proliferagdo microbiana. Em especial, a secagem em
torre de aspersd@o parece ser vantajosa, pois além de permitir a
obtencdo de produtos secos, € uma técnica rapida, pouco
agressiva ao produto, de baixo custo e elevado rendimento,
além de possibilitar o controle da uniformidade e tamanho de
particula e gerar produtos intermedidrios com propriedades
tecnoldgicas adequadas para a producdo de medicamento.
Neste trabalho os extratos secos de Haematococcus pluvialis
foram obtidos através da técnica de secagem em torre de
aspersdo (spray dryer). Os fatores estudados foram:
temperaturas de entrada (150° e 175°C) e concentracBes do
adjuvante de secagem Aerosil® (2, 4 e 6%) a fim de produzir
extratos com melhores caracteristicas tecnologicas. Os extratos
obtidos apresentaram-se na forma de p6 vermelho e fino, com
teor de carotenoides totais variando entre 0,73 e 2,27 g/100g e
teor de astaxantina entre 24,94 e 76,60 mg/100 g. O
rendimento da operacdo de secagem variou entre 87,8 e 94,6%
e o teor de umidade entre 1,0 e 1,8%. O diametro geométrico
médio das particulas variou entre 13,41 a 14,84 pum. As
densidades aparente e compactada exibiram valores bastante
reduzidos, abaixo de 0,12 g/ml, e o fluxo dos pés foi
caracterizado como sendo bom a excelente, conforme indice de



Carr. A microscopia eletrbnica de varredura evidenciou
particulas esféricas e de superficie lisa. A analise térmica dos
extratos secos ndo apresentou eventos térmicos, sugerindo que
0S compostos ndo encontram-se na forma cristalina. O perfil de
liberacdo dos carotenoides totais a partir dos extratos secos foi
rapido, sendo o percentual dissolvido acumulado apds 20
minutos de ensaio variou entre 82,6 e 89,2%. . Os valores de
atividade antioxidante (DPPH) encontrados nos extratos secos
variaram entre 55,78 e 77,83%, sendo que 0s menores valores
encontrados foram obtidos para 0s extratos secos preparados
com temperatura de entrada de 175° C, estando provavelmente
relacionado com a reducgéo da quantidade de carotenoides com
0 processo de secagem. O conjunto de resultados demonstrou
que a obtencdo dos extratos secos de H. pluvialis obtidos pela
técnica secagem em torre de aspersao € promissora.

Palavras-chave: Haematococcus pluvialis, astaxantina, spray
dryer.



ABSTRACT

Title: Obtain to dried extracts from Haematococcus
pluvialis biomass by spray drying.

Haematococcus pluvialis is believed to accumulate highest
levels of Kketocarotenoid astaxanthin under extreme
environmental conditions such as high light intensity or
oligotrophic conditions. This microalgae has great commercial
interest for pharmaceutical use is convenient to obtain raw
materials with features that allow its transformation into dosage
forms, including standardization in terms of concentration of
active ingredients and high chemical stability, physical-
chemical and microbiological. In this case, drying aims to
removal of water, which is responsible for providing a
favorable reaction medium for chemical reactions, physical
phenomena and microbial proliferation. In particular, spray
drying tower appears to be advantageous, because besides
allowing to obtain dried products is a fast technique, little
aggressive to the product, low cost and high performance, as
well as help control the uniformity and size particle and
generate intermediates with appropriate technological
properties for drug production. In this work the dry extracts of
Haematococcus pluvialis were obtained through a spray-dryer.
In order to produce extracts with the best technological
features, the studied factors were inlet temperatures (150° and
175°), and drying adjuvant concentrations Aerosil® (2, 4 and
6%). The obtained extracts resulted in a red and thin powder
containing total carotenoids varying between 0.73 and 2.27
g/100 g, and astaxanthin content between 24.94 and 76.60
mg/100 g. The efficiency of drying production varied from
87.8 to 94.6% and the humidity content from 1.0 to 1.8%. The
mean geometric diameter of the particles ranged from 13.41
and 14.84 um. Bulk and tapped densities were lower than 0.12
g/ml, and the powders were classified as good or excellent
according to Carr’s index. The SEM micrographs showed



spherical particles with smooth surface. The thermal analysis
of the dry extracts did not show thermal events suggesting that
the compounds are not in the cristallyne form. The release
profile of the total carotenoids from the dried extracts was fast:
the dissolved cumulative percentage after 20 minutes of the test
varied between 82.6 and 89.2%. The antioxidant activity values
found in the dry extracts lay between 66.78 and 77.83%, when
the lowest found values were obtained for the dry extracts
prepared with an inlet temperature of 175° C, which was
probably associated with the carotenoids quantity reduction
during the drying process. The collection of results showed that
the dry extract of H. pluvialis obtained by the spray drying
technique is promising.

Keywords: Haematococcus pluvialis, astaxanthin, spray dryer.
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INTRODUCAO GERAL

As microalgas sdo organismos unicelulares dotados de
clorofila e outros pigmentos, constituindo um dos mais
eficientes sistemas bioldgicos de transformacdo da energia
solar em compostos organicos, através da fotossintese.
Semelhantemente ao que ocorre em outros organismos, cada
classe de microalgas apresenta sua prépria combinacdo de
pigmentos e, consequentemente, coloragdo distinta. Os trés
principais pigmentos encontrados nas microalgas s&o as
clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas (ABALDE et al.,
1995).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais amplamente
distribuidos na natureza, cuja coloracdo varia do amarelo ao
vermelho intenso (STAHL, SIES, 2003). Seu potencial
biologico esta fortemente relacionado a sua atividade
antioxidante, pois tém a capacidade de agir no sequestro de
radicais livres e inativacdo dos mesmos (PALOZZA,
KRINSKY, 1992). Os carotenoides exercem, portanto, um
importante papel em doencas relacionadas ao envelhecimento,
estando implicados na prevencdo de varias patologias, como o
cancer, ateriosclerose, catarata, problemas cardiovasculares,
artrite  reumatoide, entre outras. Além dos efeitos

antioxidantes, estudos tém mostrado que 0s carotenoides
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podem atuar na regulacdo do crescimento celular, modulagéo
da expressdo génica e resposta imune (STAHL, SIES, 2003).
Os carotenoides séo inibidores naturais da sinalizagdo do NF-
kB, exibindo, assim, importante atividade anti-inflamatdria
(JIN et al., 2006).

Haematococcus pluvialis é uma alga verde pertencente a
divisdo Chorophyta, classe Chlorophyceae, ordem Volvocales
e familia Haematococcaceae. E conhecida por sintetizar e
acumular grandes quantidades do cetocarotenoide astaxantina
(3,39-dihidroxi-b,b-caroteno-4,49-diona),  sob  condicGes
ambientais extremas como alta intensidade de luz ou condigcdes
oligotroficas (OKADA, ISHIKURA, MAOKA, 2009). Autores
relatam que a configuracdo quimica diferenciada da astaxantina
seria a responsavel pela sua maior capacidade antioxidante,
quando comparada aos demais carotenoides e a algumas
vitaminas (MIKI, 1991; NAGUIB, 2000). Ainda, devido a sua
estrutura lipofilica, exerce propriedades antioxidantes em
membranas celulares (KURASHIGE et al., 1990; IWAMOTO
et al., 2000), principalmente na captura de agentes oxidantes
que possam causar danos em biomoléculas. Estas
caracteristicas fazem com que a astaxantina exiba diversos
efeitos biologicos na prevencdo e/ou tratamento de doencas
como diabetes (MANABE et al., 2008), cancer (ZHANG et al.,
2014), doencgas inflamatorias (LEE et al., 2003; YASUI et al,
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2011), e doencas cardiovasculares (HUSSEIN et al., 2006a,
PASHKOW et al., 2008). Estudos mais recentes também tém
evidenciado que a astaxantina exibe atividade fotoprotetora
frente aos efeitos deletérios da radiacdo solar (TOMINAGA et
al., 2012; YOSHIBA et al., 2014).

Em funcdo disto, a Haematococcus pluvialis € uma
microalga que apresenta grande interesse para 0 setor
farmacéutico e cosmético, devido a sua capacidade de produzir
elevadas quantidades de carotenoides, em especial a
astaxantina. Entretanto, para uso farmacéutico € conveniente a
obtencdo de matérias-primas com caracteristicas que permitam
a sua transformacdo em formas farmacéuticas, incluindo a
padronizacdo em termos de concentracdo de constituintes
ativos e elevada estabilidade quimica, fisico-quimica e
microbioldgica. Neste caso, a secagem tem como objetivo a
retirada de agua, que é responsavel por propiciar um meio
reacional favoravel as reacbes quimicas, fendmenos fisicos e
proliferacdo microbiana. Em especial, a secagem em torre de
aspersdo parece ser vantajosa, pois além de permitir a obtencao
de produtos secos, € uma técnica rapida, pouco agressiva ao
produto, de baixo custo e elevado rendimento, além de
possibilitar o controle da uniformidade e tamanho de particula

e gerar produtos intermediarios com propriedades tecnoldgicas
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adequadas para a producdo de medicamentos (OLIVEIRA,
PETROVICK, 2010).

Estudos demonstraram que a secagem em torre de
aspersdo pode ser empregada na obtencdo da biomassa de H.
pluvialis, sem uma degradacdo excessiva dos carotenoides
(LEACH et al., 1998; CERON-GARCIA et al., 2010;
RYCKEBOSCH et al, 2011; RAPOSO et al, 2012).
Entretanto, estudos para obtencdo de extratos secos ricos em
carotenoides de H. pluvialis ndo s@o descritos na literatura. Por
outro lado, para o processo de secagem € necessaria a selecao
do tipo e concentragdo de adjuvantes, visto que estes
determinam ndo somente o rendimento do processo, mas
também as propriedades quimicas e fisico-quimicas do produto
final, que podem afetar inclusive as caracteristicas de
biodisponibilidade dos constituintes ativos. Assim, este
trabalho tem como objetivo preparar e caracterizar extratos
secos de H. pluvialis pela técnica de secagem em torre de
aspersdo. O efeito do emprego de adjuvantes farmacéuticos e
dos parametros de secagem sobre as caracteristicas finais dos

extratos secos sera avaliado neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver extratos secos de Haematococcus pluvialis pela

técnica de secagem em torre de aspersao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar solugbes extrativas a partir da biomassa de H.
pluvialis e caracteriza-las quanto as propriedades quimicas e
fisico-quimicas, em especial quanto ao teor de carotenoides

totais e astaxantina.

e A partir das solugbes extrativas, preparar extratos secos de
Haematococcus pluvialis pela técnica de secagem em torre

de asperséo (spray-drying).

e Caracterizar 0s extratos secos quanto a morfologia das
particulas, teor de umidade, rendimento, teor de
carotenoides totais e astaxantina, tamanho e distribuicéo
granulométrica das particulas, densidade e propriedades de

fluxo.

e Auvaliar estatisticamente o efeito da adicdo de adjuvantes e
das condigdes de secagem sobre as caracteristicas quimicas

e fisico-quimicas dos extratos secos.
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e Avaliar o perfil de dissolucdo dos carotenoides a partir dos

extratos secos.

e Avaliar a atividade antioxidante da solugédo extrativa e dos

extratos secos de H. pluvialis pelo ensaio do DPPH.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MICROALGAS

As microalgas constituem um grupo extremamente
heterogéneo de organismos unicelulares dotados de clorofila e
outros pigmentos, sendo um dos mais eficientes sistemas
biologicos de transformacdo da energia solar em compostos
organicos, realizados por meio da fotossintese (OLAIZOLA,
2003). Apresentam uma distribuicdo global, podendo ser
cultivadas nos mais inospitos locais, tais como lagos salinos
adjacentes a desertos ou nos mares Artico e Antartico. S&o
classificadas quanto ao tipo de pigmento, natureza quimica dos
produtos de reserva e quanto aos constituintes de sua parede
celular (DERNER, 2006).

A grande diversidade de microalgas e suas caracteristicas
fisiologicas torna este grupo uma fonte potencialmente rica de
compostos quimicos, com aplicacdo nas inddstrias de
alimentos, cosméticos e farmacéutica. Como qualquer outro
micro-organismo, as microalgas reagem a variagfes do meio
externo com consequentes alteracfes do seu ambiente
intracelular (HENRIQUES et al., 1998). Assim, a manipulagéo

de condicGes de cultivo, notadamente a presenga ou auséncia
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de determinados nutrientes, estimula a biossintese de
compostos, incluindo aqueles com atividade biol6gica
(HENRIQUES et al., 1998; OLAIZOLA, 2003). Portanto, em
decorréncia da elevada importancia econbmica, nutricional e
ecolégica, as microalgas tém sido foco de inimeras
investigacoes (PRIYADARSHANI, RATH, 2012). Microalgas
podem ser utilizadas para obtengdo de uma grande variedade
de metabolitos, tais como proteinas, lipidios, carboidratos,
carotenoides e vitaminas, 0s quais podem ser aplicados como
aditivos alimentares, cosméticos e para a producéo de energia.
Além disso, microalgas podem ser empregadas como um meio
de sequestrar o didxido de carbono a partir de gases poluentes
emitidos por industrias, e na purificacdo de efluentes e
producdo de biocombustiveis (LORENZ e CYSEWSKI, 2000;
DONG e ZHAO, 2004).

Segundo Van de Hoek e colaboradores (1995) as
microalgas podem apresentar dois tipos de estrutura celular: (i)
estrutura procariotica, com representantes nas Divisdes
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta; e (ii) estrutura
celular eucariotica, com representantes nas divisdes
Chlorophyta,  Euglenophyta, = Rhodophyta, = Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta, Cryptophyta e
Dinophyta. O nimero exato de espécies microalgais ainda é

desconhecido, porém, ha relatos de que possam existir de
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200.000 até alguns milhdes de representantes deste grupo
(apud DERNER, 2006). Semelhantemente ao que ocorre em
outros organismos, cada classe de microalgas apresenta sua
prépria combinacdo de pigmentos e, consequentemente,
coloracdo distinta. Os trés principais grupos de pigmentos
encontrados na biomassa microalgal sdo as clorofilas, os
carotenoides e as ficobilinas (ficobiliproteinas) (ABALDE et
al., 1995).

O cultivo de microalgas é praticado ha quase 140 anos,
porém, nas Ultimas décadas, com 0 avango e aprimoramento de
tecnologias e ciéncias como fisiologia, microbiologia e as
engenharias, houve um avanco consideravel na compreenséao
do potencial biotecnologico destes micro-organismos. No
ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de
uma populacdo microalgal é resultado da interacdo entre
fatores bioldgicos, tais como as taxas metabdlicas da espécie
cultivada e a possivel influéncia de outros organismos sobre o
desenvolvimento algal, e fatores fisico-quimicos, como
iluminacdo, temperatura, salinidade e disponibilidade de
nutrientes (YONGMANITCHAI, WARD, 1991). Segundo
Borowitzka (1993), é possivel incrementar a sintese destes
compostos atraves da manipulacdo das condicdes de cultivo,

usualmente por algum estresse ambiental.
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3.2. HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

A Haematococcus pluvialis € uma microalga verde
pertencente a Divisdo Chlorophyta, Classe Chlorophyceae,
Ordem Volvocales, e familia Haematococcaceae. E biflagelada
e movel (no estado vegetativo), unicelular e fotossintética
(Figura 1a). E conhecida por ser a maior produtora de
astaxantina, um carotenoide de grande interesse comercial,
quando submetida em condicGes de estresse (VAN DEN
HOEK et al, 1995). Em condigdes Otimas, as ceélulas
apresentam forma esférica a elipsoidal contida por uma parede
celular. Conforme as condi¢cbes ambientais, as ceélulas
flageladas cessam o0 seu movimento e gradualmente se
transformam em células cisticas, o0s aplandsporos,
desenvolvendo uma coloracdo vermelha devido ao acumulo de
astaxantina (Figura 1b). Os aplandsporos surgem como forma
de repouso ou resisténcia da espécie a condi¢es desfavoraveis,
tais como deficiéncia de nutrientes, excesso ou falta de luz,
temperaturas inadequadas e presenca de substancias que
interferem no seu metabolismo (MARGALITH, 1999). A H.
pluvialis tem a capacidade de sintetizar e acumular mais de 1%
do seu peso seco em astaxantina no citoplasma, quando na
forma encistada (CORDEIRO et al.,, 1996). A producdo

comercial da H. pluvialis compreende duas etapas: a obtengéo
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massiva de biomassa (forma vegetativa) e a carotenogénese
(forma encistada) (DONG e ZHAO, 2004; GHIGGI, 2007).
Além de carotenoides, a H. pluvialis contém &cidos graxos,
proteinas, carboidratos e minerais em sua estrutura
(IMAMOGLU et al., 2007).

A partir da década de 1990 foi iniciado o cultivo desta
microalga em grande escala, estando entre 0s maiores
consumidores a industria de producdo de racdo para salmao.
Porém, também tem-se utilizado esta microalga na forma de
capsulas, no mercado de alimentos nutracéuticos. Seu valor
atinge uma média de US$ 3.000 /Kg (LOURENCO, 2006).

Figura 1. Microalga Haematococcus pluvialis. (a) Células em
estado vegetativo e (b) células com acimulo de astaxantina
(Fonte: LORENZ e CYSEWSKI, 2000).
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3.3. CAROTENOIDES

O termo carotenoides refere-se a uma classe de
pigmentos naturais, de coloragdo amarela a vermelha,
amplamente distribuidos nos reinos animal e vegetal, com mais
de 600 variantes estruturais desta familia de pigmentos
relatados e caracterizados (KRINSKY, JOHNSON, 2005). Os
carotenoides sdo compostos isoprenoides biosintetizados por
meio da ligagdo de duas moléculas de difosfato de geranil
geranila Cy, levando a formacdo da estrutura basica de 40
carbonos na qual todas as variacbes sdo derivadas. Esta
estrutura basica pode ser ilustrada pelas moléculas do licopeno
e PB,B-caroteno (Figura 2). Este esqueleto basico pode ser
modificado por meio de reacbes de desidrogenacdo, ciclizacao,
hidrogenacdo, migracdo de dupla ligacdo, encurtamento ou
extensdo da cadeia, isomerizacdo, rearranjo, oxidacdo e
introducdo de outros constituintes (STAHL, SIES, 2005;
GUEDES, AMARO, MALCATA, 2011).
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Figura 2. Estrutura quimica dos carotenoides (BRITTON,
1995).

Os carotenoides sé@o divididos em duas classes principais,
0s carotenos e as xantofilas. Os primeiros sdo hidrocarbonetos
poliénicos ciclicos ou lineares, enquanto as xantofilas sé&o
carotenos com pelo menos um atomo de oxigénio funcional
(como —OH e =0) em sua molécula e representam a grande
maioria dos carotenoides (GONZALEZ, 2000; DEL VALLE et
al., 2006). Em decorréncia da presenca das insaturacdes, 0S
carotenoides sdo sensiveis a luz, temperatura, acidez, bem
como a reacdes de oxidacdo. O sistema de duplas ligacdes
conjugadas serve como cromoforo, ou seja, confere a
habilidade de absorver luz na regido do visivel. S&o
necessarias, aproximadamente, sete ligac6es duplas conjugadas
para que o carotenoide apresente coloracdo. Logo, 0 espectro
de absorcdo dos carotenoides depende do nimero de duplas

ligagbes conjugadas em sua molécula. Assim, quanto mais



39

longo o cromdforo, maiores s&o os comprimentos de onda de
absorcdo méxima, os quais variam na faixa de 410 a 510 nm
(CADENAS e PACKER, 2002). O sistema de duplas ligacdes
conjugadas tambem confere a estes pigmentos alta reatividade
quimica, podendo facilmente ser isomerados ou oxidados (DEL
VALLE et al., 2006). Como regra geral, os carotenoides sdo
lipossoltveis (HUI et al., 2005; AMBROSIO et al., 2006).

3.3.1 Propriedades e fungdes dos carotenoides

As fungdes naturais e agdes dos carotenoides sao
determinadas pelas suas propriedades fisicas e quimicas, as
quais sdo definidas pelas suas respectivas estruturas
moleculares. Primeiramente, a geometria da molécula
incluindo tamanho, forma e presenca de grupos funcionais, €
vital para que os carotenoides alcancem as estruturas celulares
e subcelulares no local e na orientacdo corretos para produzir
um dado efeito de forma eficiente. Segundo, o sistema de
ligacGes duplas conjugadas determina as propriedades quimicas
e fotoquimicas que forma a base destas fungdes. Finalmente,
interacOes especificas com outras moléculas presentes nas suas

proximidades sdo cruciais para exercer a sua fungédo bioldgica.
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Os carotenoides apresentam atividade antioxidante, pois
reagem com o oxigénio, protegendo as células de danos
oxidativos provocados por espécies reativas de oxigénio que
podem ser gerados no citoplasma, nas mitocéndrias ou na
membrana, e atacam lipideos, carboidratos, proteinas e DNA
(HAEGELE et al., 2000). A protecdo antioxidante é fornecida
pelos carotenoides aciclicos, que possuem mais de nove
ligacOes duplas conjugadas. Esses carotenoides sdo capazes de
sequestrar especies reativas de oxigénio, como o radical peroxil
(ROO") e oxigénio singleto (*Oy), estabilizando o elétron
desemparelhado do radical por ressonancia (FONTANA et al.,
2000). Ha trés possiveis mecanismos de reacdo dos
carotenoides, incluindo: (1) adicdo de espécies radicalares, (2)
transferéncia de elétrons e (3) remocdo de ions hidrogénio
(Figura 3).

ROO" +CAR —» ROO-CAR" Reacao 1

ROO" + CAR —» ROO" + CAR™ Reacéo 2
ROOQO®* + CAR —» ROOH + CAR® Reacéo 3

Figura 3. Trés possiveis reacdes dos carotenoides e radicais
livres Legenda: ROO* radical; CAR carotenoide (Fonte:
adaptado de KRINSKY, JOHNSON, 2005).
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Entre as fun¢Bes bioldgicas, os carotenoides exercem um
importante papel em doengas relacionadas ao envelhecimento,
devido ao envolvimento no complexo sistema antioxidante que
atua dentro das celulas. Além disso, tém sido implicados na
prevencdo de sérias patologias como o cancer, arteriosclerose,
catarata, problemas cardiovasculares, artrite reumatoide,
distrofias musculares e algumas desordens neuroldgicas
(BRITTON, 1995; STAHL, SIES, 2005; GUEDES, AMARO,
MALCATA, 2011).

Além dos efeitos antioxidantes, estudos revelaram que
esses compostos podem atuar também através de outros
mecanismos na regulacdo do crescimento celular, modulacéo
da expressdo génica e resposta imune (STAHL, SIES, 2003).
Os carotenoides sdo inibidores naturais da sinalizacdo do NF-
kB, exibindo assim atividade anti-inflamatéria. Foi relatado,
por exemplo, que a luteina apresenta propriedades anti-
inflamatdrias contra uveite induzida por endotoxina (EIU), pela
inibicdo da degradacdo do IkB-o bem como a subsequente
producdo de mediadores de pré-inflamatorios como NO, TNF-
a, IL-6, PGE;, MCP-1 e MCP-2 (JIN et al., 2006). Em estudos
in vitro e in vivo, a luteina mostrou ser capaz de suprimir a
degradacdo do IkB-a e a translocagio do NF-kB p65,
sugerindo efeito positivo no controle da neovascularizacdo da

coroide, uma manifestacio comum na degeneragdo macular
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relacionada a idade (IZUMI-NAGAI, et al.,, 2007). Li e
colaboradores (2012) mostraram que a luteina protege a retina
do dano hipdxico/isquémico, devido as suas propriedades anti-
inflamatorias, anti-apoptdtica e anti-oxidante.

A fucoxantina igualmente inibiu a ativagdo do NF-kB
pela supressdo da degradacdo do IkB-a e translocagdo das
proteinas p50 e p65, em macrofagos RAW264.7 estimulados
por lipopolissacarideo. A fosforilagdo de proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPKSs) também foi inibida de modo
dose-dependente pela fucoxantina (KIM, HEO, YOON,
KANG, AHN, YI, JEON, 2010). O B-caroteno mostrou ser
capaz de bloquear a translocacdo nuclear da subunidade da
proteina p65 do NF-kB e de inibir a fosforilacdo e a
degradacéo do IkB-a, inibindo citocinas inflamatorias in vivo e
in vitro (BAI et al, 2005). A violaxantina, extraida da
microalga Chlorella ellipsoidea, demonstrou atividade anti-
inflamatdria baseada na supressdo das vias de NF-kB e MAPK,
evidenciando o seu grande potencial no tratamento de doencas
inflamat6rias (SOONTORNCHAIBOON, JOO, KIM, 2012). A
aloxantina e a diatoxantina demonstraram notéavel capacidade
de suprimir a superexpressio de COX-2 e INOS em
macrofagos RAW?264.7 estimulados por lipopolissacarideo
(KONISHI et al., 2008). A administracéo oral de zeaxantina foi

eficaz no tratamento de resposta inflamatoria aguda induzida
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por irradiacdo ultravioleta B (GONZALEZ, ASTNER, AN,
GOUKASSIAN, PATHAK, 2003).

A doenca cardiaca coronariana é a principal causa de
morbidade e mortalidade no mundo ocidental. Existe grande
evidéncia de que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
estdo envolvidas na iniciagdo e promocdo da aterosclerose.
Quando as particulas de LDL ficam aderidas na artéria, elas
podem sofrer oxidacdo progressiva e ser captadas pelos
macrofagos. Isto leva a formacéo de peroxidos de lipideos e
facilita o acumulo de ésteres de colesterol, resultando na
formacdo de células espumosas (celulas que englobam grandes
quantidades de lipides). A presenca de um grande nimero de
células espumosas pode produzir uma concentracao elevada de
citocinas e fatores de crescimento, com disturbio da matriz
extracelular, proliferacdo de células musculares lisas e por fim,
através da ruptura de placa decorrente da producdo de
substancias que degradam o colageno, a agregacao plaquetaria
na regido da estenose (SALONEN et al., 1992; KRINSKY,
JOHNSON, 2005; FASSET, COMBES, 2012). Assim, a
protecdo contra a oxidacdo da LDL por antioxidantes pode
contribuir para protecao contra a doenca cardiaca coronaria. De
fato, a LDL ¢ o maior transportador de licopeno e B-caroteno
na circulagdo e esses carotenoides possuem a capacidade de

sequestrar radicais livres e oxigénio singleto. Neste sentido,
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diversos estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma
relagéo inversa entre o consumo de carotenoides e o risco de
desenvolvimento da aterosclerose e de doengas do coragéo
(OLSON, 1994; MORRIS et al., 1994; STREET et al., 1994,
IRIBARREN et al., 1997; KRITCHEVSKY et al.,, 1998; RAO,
AGARWAL, 1998; KLIPSTEIN-GROBUSCH, 1999;
HIRVONEN et al., 2000; ODEBERG et al., 2003, HAK et al.,
2004; SESSO et al., 2004).

A suplementacdo dietética de carotenoides tambem tem
demonstrado desempenhar um papel fundamental na prevencgéo
de diversas doencas neurodegenerativas, como a Doenca de
Alzheimer (DA) (HAEGELE et al., 2000; MECOCCI et al.,
2002). Evidéncias demonstram que os alimentos ricos em
antioxidantes reduzem o risco de doenca de Alzheimer, ao
inibir o estresse oxidativo. Igualmente, os efeitos protetores dos
carotenoides contra danos oxidativos tém sido levado em
consideracdo no tratamento, na prevencdo ou no retardo da
progressao da DA (POLIDORI, 2003; RISO et al., 2003).

Nos cérebros de pacientes com DA, sinais de
degeneracdo neuronal podem ser monitorados por meio de
marcadores de ativacdo da microglia e inflamacdo, bem como
pelo dano oxidativo. Pangestuti e colaboradores (2013)

evidenciaram  efeitos supressores da fucoxantina na
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fosforilagdo da proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK). Além disso, a fucoxantina foi capaz de inibir a
oxidacdo do DNA induzida por radicais livres em linhagem de
células microgliais murinas imortalizadas BV2. Os resultados
deste estudo sugerem que a fucoxantina pode servir como um
regulador de feedback negativo da inflamacdo e estresse
oxidativo em células BV2 e, assim, proteger as células
neuronais de mediadores neurotoxicos liberados pela microglia
(PANGESTUTI et al., 2013).

Estudos epidemiolégicos também tém mostrado existir
uma relacdo inversa entre o risco de varios tipos de cancer e a
ingestdo alimentar ou a concentragdo sanguinea de
carotenoides. Além de seu possivel papel na prevengdo do
cancer, evidéncias indicam que o0s carotenoides sao
promissores para o0 tratamento dessa doenca. O efeito
antiproliferativo destes compostos foi observado em estudos
em cultura de células neoplasicas, em modelos animais de
carcinogénese induzida, e em estudos clinicos. Por exemplo, o
betacaroteno, o licopeno e a luteina mostram-se eficazes na
fase de iniciacdo e/ou nas fases de promocgdo e/ou progressdo
do cancer, em carcinomas de pele, de figado, de prostata, e da
cavidade oral, em animais. Tais efeitos tém sido associados a
elevada atividade antioxidante destes compostos (MAIO et al.,

2010). Entretanto, outro mecanismo que tem sido usado para
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explicar os efeitos protetores dos carotenoides frente ao
desenvolvimento do céncer refere-se a sua capacidade de
exercer efeito indutor sobre as jungdes comunicantes ou
juncdes gap. As jungdes gap sdo canais entre as células que
permitem o fluxo intercelular de compostos de baixa massa
molecular, como nutrientes e moléculas de sinalizacdo. Estudos
mostraram que, entre os carotenoides, o [-caroteno e a
astaxantina sdo 0s indutores mais potentes da comunicacao
intercelular (STAHL et al., 1997). Em cultura de células, os
carotenoides mostraram ser capazes de inibir reversivelmente a
progressdao de fibroblastos no estado inicial da carcinogénese
em fibroblastos no estado transformado. Este efeito inibitorio
foi relacionado ao aumento das comunicagdes intercelulares,
induzidas por estes compostos, cuja funcdo estd implicada na
regulacdo do crescimento celular, diferenciacdo e apoptose
(TROSKO, CHANG, 2000; STHAL, SIES, 2005). Estudos
igualmente mostraram que o0s carotenoides sdo capazes de
induzir a producdo de enzimas da fase I e Il, que desempenham
um importante papel na eliminacdo de carcinogénicos e toxinas
do organismo. Estas modificacbes nos niveis de proteinas
regulatorias parecem estar relacionadas com a capacidade dos
carotenoides em modular varios fatores de transcricdo que sao
atores chave no processo de sintese de novas proteinas
celulares (SHARONI, DANILENKO, LEVY, STAHL, 2004).
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A homeostase 0ssea é mantida através de um equilibrio
entre a formacdo Ossea osteoblastica e reabsorcdo éssea
osteoclastica. O envelhecimento induz perda éssea devido a
diminuicdo da formacdo Ossea osteoblastica e aumento da
reabsorcao 6ssea osteoclastica. A osteoporose é acompanhada
de decréscimo da massa Ossea, sendo amplamente reconhecida
com um grande problema de salde publica. Fatores
nutricionais podem desempenhar um papel importante na
prevencdo da perda de massa 6ssea com a idade. Sabe-se que o
estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese do sistema
esquelético, incluindo osteoporose, a doenca 6ssea metabdlica
mais comum. O estresse oxidativo controla as fungbes dos
osteoclastos e osteoblastos. Antioxidantes enddgenos e
sintéticos neutralizam os efeitos do estresse oxidativo nestas
células. A descoberta de que o licopeno tem um efeito
estimulador na proliferacdo de células e da fosfatase alcalina,
um marcador de diferenciacdo de osteoblastos, bem como 0s
seus efeitos inibitorios sobre a formacdo e reabsorcdo de
osteoclastos sdo evidéncias do envolvimento dos carotenoides
na salde dssea (KIM, RAO, RAO, 2003). Varios outros
carotenoides como a [-criptoxantina, luteina, B-caroteno,
astaxantina além do flavonoide rutina tem demonstrado exercer
um efeito estimulador sobre a calcificagdo dssea in vitro
(PROMISLOW et al., 2002; RAO et al., 2003; YAMAGUCHI,
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UCHIYAMA, 2003; YAMAGUCHI, UCHIYAMA, 2004;
MAGGIO et al., 2006; RAO et al, 2007; MACKINNON, RAO,
RAO, 2011).

Existem evidéncias in vitro e in vivo que B-caroteno evita
danos foto-oxidativos e protege contra as queimaduras solares.
Stahl e colaboradores (2000) investigaram os efeitos protetores
da suplementacao oral com carotenoides e de uma combinagao
de carotenoides e vitamina E contra o desenvolvimento de
eritema induzido pela luz ultravioleta em humanos. Neste
estudo, os autores mostraram que o eritema na pele dorsal
(costas) diminuiu significativamente (P <0,01) ap0s oito
semanas, e a supressdo do eritema foi maior com a combinacao
de vitamina E e carotenoides, do que com 0s carotenoides

isoladamente.

Urikura e colaboradores (2011) avaliaram o efeito
protetor da fucoxantina contra o fotoenvelhecimento induzido
por radiacdo UVB em camundongos sem pelos. As peles
dorsais foram tratadas topicamente com uma solucdo de
fucoxantina 0,001% a cada 2 horas, antes da irradiacdo UVB, 5
vezes por semana, durante 10 semanas. A formagao de rugas na
pele irradiada por UVB dos animais tratados com veiculo
aumentaram significativamente, em comparagdo com o
controle ndo irradiado. O tratamento topico com a fucoxantina

diminuiu significativamente a hipertrofia epidérmica induzida
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por UVB, a expressdo da VEGF e MMP-13 na epiderme, e as
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) na pele.
Estes resultados indicam que o tratamento tdpico com a
fucoxantina reduz o fotoenvelhecimento da pele em animais
irradiados com radiacdo UVB, possivelmente através de efeitos

antioxidantes e anti-angiogénicos.

Shimoda e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da [3-
criptoxantina na pigmentacdo induzida por UVB e na
expressdo de RNAm relacionada a melanogénese, em pele de
ratos. Além disso, as alteragdes nas moléculas melanogénicas
foram avaliadas em cultura de melandcitos estimulados com
prostaglandina (PGE;), horménio estimulante de melandcito
(MSH) e a endotelina-1. Os autores demonstraram que a
administracdo oral de B-criptoxantina suprime a melanogénese
induzida por UVB, bem como inibe as enzimas melanogénicas

e 0s receptores de estimuladores da melanogénse.

3.4. ASTAXANTINA

3.4.1 Caracteristicas estruturais
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A astaxantina (3,3’-dihidroxi-p,3’-caroteno-4,4’-diona)
(Figura 4) é um carotenoide que contém 40 4tomos de carbono,
pertencente a subclasse das xantofilas, a qual é caracterizada
pela presenca de oxigénio em sua estrutura molecular. E
estruturalmente similar ao [B-caroteno e a outras xantofilas,
como a luteina, cataxantina e zeaxantina, que tém em comum
uma longa cadeia hidrocarbonada, com ligagcbes duplas
conjugadas (cadeia poliénica), contendo um anel de carbono
em cada uma das extremidades. Difere dos outros carotenoides
pela presenca de grupamentos hidroxila (-OH) e cetona (C=0)
nos anéis terminais, os quais conferem a molécula uma maior
polaridade e maior atividade antioxidante, quando comparado
aos demais. Na forma livre, a astaxantina € particularmente
instavel e suscetivel a oxidacdo. Portanto, é encontrada na
natureza na forma conjugada com proteinas (ex.; masculo do
salméo ou exoesqueleto da lagosta) ou esterificada com uma ou
duas cadeias de acidos graxos. Na H. pluvialis, a forma
esterificada predomina na forma de um monoester. Ainda,
varios isdmeros de astaxantina tém sido caracterizados com
base na configuracdo dos dois grupamentos hidroxilas da
molécula. O estereoisdbmero 3S,3'S é a principal forma
encontrada na H. pluvialis, enquanto a forma sintética contém
principalmente o isémero 3R,3'S (HIGUIERA-CIAPARA et
al., 2006; KIDD, 2011; HUSSEIN et al., 2006).
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Figura 4. Estrutura quimica da astaxantina (GOTO et al.,
2001)

Os aneéis ionona polares da astanxantina apresentam
elevada capacidade de sequestrar radicais livres ou outros
agentes oxidantes, principalmente em meio aquoso, mas
possivelmente também na auséncia de agua. A série de ligacdes
duplas conjugadas entre os anéis ionona proporciona a
molécula uma atividade antioxidante adicional com capacidade
de remover elétrons de alta energia a partir de radicais livres e
deslocalizar a sua energia eletrbnica via cadeia carbonada,
semelhante a um para-raios em nivel molecular. A estrutura
polar-apolar-polar também permite que a molécula de
astaxantina se alinhe junto a bicamada lipidica da membrana
celular, expondo os grupamentos hidrofilicos terminais ao meio
aquoso (Figura 5) (KIDD, 2011; YANG, KIM, LEE, 2013).
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Figura 5. Alinhamento transmembranar da astaxantina 3S',3S,
a principal forma molecular da H. pluvialis. Os grupos
terminais polares se sobrepdem as zonas polares limitrofes da
membrana, enquanto o meio apolar se encaixa no interior
apolar da mesma. A linha vermelha pontilhada indica
especulativamente a condugdo de elétrons como um “para-
raios” ao longo da molécula de astaxantina, possivelmente para
a vitamina C ou outros antioxidantes localizados fora da
membrana (Adaptado de PASHKOW, WATUMULL,
CAMPBELL, 2008).

3.4.2 Propriedades farmacocinéticas



53

Devido a baixa solubilidade aquosa, o0s carotenoides
xantofilicos apresentam baixa biodisponibilidade, sendo menor
que a de outros lipideos, como os triglicerideos. Entretanto, a
presenca de grupos polares terminais confere a astaxantina uma
maior absor¢do, quando comparado com outros carotenoides,

como o licopeno e betacaroteno.

A astaxantina € presente na natureza principalmente na
forma de ésteres de acidos graxos, que necessitam ser
hidrolisados para que ocorra a absorcao. A colesterol esterase é
a principal enzima envolvida na sua hidrélise, e a forma livre é
entdo incorporada a micelas no intestino delgado. A entrada da
astaxantina nos enterdcitos ocorre principalmente por difuséo
passiva, entretanto, 0 mecanismo de difusdo facilitada também
pode estar envolvido na sua absorcdo. A forma livre (ndo
esterificada) passa entdo a ser detectada em todas as fragdes de
lipoproteinas, incluindo quilomicrons, lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (YANG, KIM,
LEE, 2013).

Estudos mostraram que, apds a administracdo de uma
dose de 100 mg de astaxantina livre pela via oral, os niveis
plasmaticos maximos foram de 1,3 mg = 0,1 mg/L, com tempo
de meia-vida de 21 + 11 h em seres humanos. A administracdo

de diésteres de astaxantina resultou em niveis plasmaticos mais
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baixos, ou seja, 0,28 = 0,12 mg/L, com tempos de meia-vida
mais estendidos de 52 + 40 h, indicando, assim, que a etapa de
hidrélise adicional reduz a velocidade de absorcdo da
astaxantina (YANG, KIM, LEE, 2013).

H& poucas informacdes sobre o metabolismo da
astaxantina. Estudos mostraram que, em hepatdcitos de rato, a
astaxantina € convertida nos metabdlitos 3-hidroxi-4-oxo-p-
ionona e na sua forma reduzida 3-hidroxi-4-oxo-7,8-diidro-f-
ionona. Entretanto, 0 mecanismo exato pelo qual a astaxantina
é metabolizada no figado ainda ndo foi completamente
elucidado (HUSSEIN et al., 2006; YANG, KIM, LEE, 2013).

3.4.3 Toxicidade

Diversos estudos em animais e em humanos tém
demonstrado a seguranca da astaxantina. Em um estudo
randomizado, duplo-cego e placebo controlado, foi avaliado o
efeito da suplementacdo diaria de extrato de H. pluvialis,
correspondendo a dose de 6 mg/kg/dia de astaxantina, em
adultos saudaveis, durante oito semanas. Neste estudo, ndo
foram observadas diferengas significativas na pressdo
sanguinea e nos parametros séricos dos individuos que

receberam o extrato, quando comparado com o grupo controle,
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exceto para 0s niveis séricos de calcio, proteinas totais e
eosinofilos, mas estes ndo foram considerados clinicamente
significantes (SPILLER, DEWELL, 2003).

Além disso, a administracdo de uma dose Unica de 100
mg de astaxantina em homens de meia idade (JSTERLIE,
BJERKENG, LIAAEN-JENSEN, 2000), de uma dose diaria de
40 mg durante quatro semanas em pacientes com dispepsia
funcional (KUPCINSKAS et al., 2008), e de uma dose diaria
de 4 mg por doze meses em pacientes com degeneracao
macular (PARISI et al., 2008), ndo induziu ao aparecimento de

quaisquer efeitos colaterais adversos.

Assim, até o momento ndo foram relatados efeitos
adversos secundarios com a suplementacdo de astaxantina em
humanos. Em 2010, a Food and Drug Administration
classificou o status da astaxantina extraida da H. pluvialis
como "geralmente reconhecido como seguro” (do inglés,
generally recognized as safe - GRAS) (YANG, KIM, LEE,
2013).

3.4.4 Propriedades biologicas
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3.4.4.1 Cancer

A astaxantina tem demonstrado potentes propriedades
quimiopreventivas. Os mecanismos de atividade antitumoral
propostos para a astaxantina sdo sumarizados na Figura 6.
Diversos grupos de pesquisa tém estudado o efeito da
suplementacéo oral de astaxantina em varios tipos cancer, e 0s
resultados  mostraram  que a  astaxantina  inibe
significativamente a proliferagdo celular em cancer de bexiga
urinaria, prostata, mama, cdlon e da cavidade oral (ZHANG et

al., 2014).

Proliferagao

Q Bcl-2{,Bcl-xl}, Bax
MAP kinases

Sinal JAK1/STAT3

- &3

,o\
&

Anti-inflamatério

Tumor

Anti-inflamatorio
Peroxidagao l Antioxidante

lipidica
Dano ao DNA l

Morte
natural
celular

Atividade

Antioxidante /{? bl
L T0° o

Metastase

Resposta Imune

Figura 6. Mecanismos de atividade antitumoral da astaxantina.
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Uma caracteristica da carcinogénese € a perda da
comunicagdo juncional mediada por juncbes GAP (GJCs, do
inglés gap junction communication), as quais sdo importantes
para a homeostase, controle do crescimento e desenvolvimento
das celulas. As proteinas conexinas (Cxs) sdo 0s principais
componentes responsaveis pela comunicagdo intercelular nas
juncdes GAP e a Cx43 é a conexina mais amplamente
expressa. Os carotenoides podem induzir a comunicacao
intercelular através da ativacdo das juncOes gap, que esta
correlacionada com a inibicdo do crescimento de células
quimicamente transformadas. O derivado succinato sodico da
astaxantina, solivel em agua, funcionalmente aumentou a
comunicagdo juncional por meio da supraregulacdo
(upregulation) da expressdao da Cx43, bem como pelo aumento
do tamanho e do ndmero de placas juncionais gap
imunorreativas Cx43 (ZHANG et al., 2014).

Estudos tém relatado que astaxantina melhora a resposta
imune aos tumores, atenuando acentuadamente a formacédo de
mestastases. Tais efeitos tém sido associados com a inibicdo da
peroxidacdo lipidica induzida pelo estresse. A astaxantina
também mostrou ser capaz de proteger contra a progressdo pré-
neoplasica coldnica quimicamente induzida em ratos, por meio

do aumento dos niveis de antioxidantes enziméaticos e ndo
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enzimaticos, bem como pela inibicdo da peroxidagdo lipidica.
Finalmente, a astaxantina mostrou ser capaz de induzir a
apoptose em vérias linhagens de células de cancer de célon. Os
efeitos do extrato de H. pluvialis sobre o crescimento celular e
sobre a apoptose mostraram ser mais significantes que aquele
produzido pela astaxantina pura, suportanto 0s potenciais
beneficios do extrato desta alga na quimioprevengdo (ZHANG
et al., 2014).

3.4.4.2 Doencas inflamatorias

Estudos tém mostrado que a astaxantina exerce
propriedades anti-inflamatérias, pelo menos em parte, pela
inibicdo da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB). O NF-
kKB ¢ um fator de transcricdo envolvido no controle da
expressdo de diversos genes ligados a resposta inflamatoria
(YANG, KIM LEE, 2013). A astaxantina também diminuiu a
producdo de o6xido nitrico (NO), prostaglandina E, (PGE,) e
TNFa, bem como a atividade da 6xido nitrico-sintase induzida
(INOS), em macrofagos estimulados por LPS. Estudos sugerem
que a propriedade antioxidante da astaxantina esta ligada a sua

funcdo anti-inflamatéria bem como ao efeito inibidor sobre a
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via do NF-kB, em varios modelos celulares (OHGAMI et al.,
2003; LEE et al., 2003).

Yasui e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da
astaxantina sobre a colite e da colite associada a carcinogénese
do cdlon em ratos, via modulacdo de citocinas inflamatdrias.
Os resultados encontrados demonstraram que a astaxantina
inibe significativamente a ocorréncia de Ulceras de colon,
criptas displasicas e adenocarcinoma do colon, apo6s vinte
semanas de tratamento. A alimentagdo com astaxantina
suprimiu a expressdo de citocinas inflamatorias, incluindo
(NF)-KB, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1,
com inibicdo da proliferacdo celular e indugdo da apoptose em
adenocarcinomas do célon. Os resultados sugerem que a
astaxantina € uma das candidatas para a prevencdo de colite

associada a inflamacéo e carcinogénese em célon.

Terazawa e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da
astaxantina sobre a secrecdo de PGE; e IL-8 induzida por UVB
em cultura de queratindcitos humanos e analisaram 0 seu
mecanismo de acdo biolégico (Figura 7). A adicdo de
astaxantina aos queratindcitos humanos, mesmo apos
irradiacdo com UVB, infraregulou (downregulated) a secrecdo
aumentada de PGE; ou IL-8. Esses efeitos supressores foram
acompanhados por uma diminuicdo significativa da expressao

de genes que codificam para a COX-2 ou IL-8, bem como da
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proteina  COX-2. A astaxantina inibiu o aumento da
fosforilagdo induzida pela radiagdo UVB da proteina quinase
ativada por mitégeno ou por estresse (MAP), NF-kB p65, ou
do CREB, mesmo apds a irradiacdo. Estes resultados sugerem
que a astaxantina atenua a auto-fosforilagdo de MSK1
necessaria para a sua ativacao, o que resulta na diminuicdo da
fosforilacdo de NF-kB p65, ou o qual, por sua vez,
provavelmente conduz a uma deficiéncia da ligagdo do NF-kB
ao DNA.

( &PGE, IL-8 & )

Figura 7. Vias de sinalizacdo intracelular que leva a aumento

induzido por UVB de PGE,/IL-8 e inibicdo da secre¢éo local
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pela astaxantina no tratamento pds-irradiacdo (TERAWAZA et
al, 2012).

3.4.4.3 Doencas cardiovasculares

Como mencionado anteriormente, a astaxantina apresenta
propriedades anti-inflamatérias, atuando por meio da inibicao
da ativacdo do NF-kB. A astaxantina também tem mostrado ser
eficaz na reducdo dos niveis de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). O aumento da LDL oxidada pode induzir
macrofagos a se tornarem células espumosas, que
subsequentemente formardo as camadas de gordura, sendo isto
uma caracteristica da aterogénese precoce. Estudos in vivo e in
vitro demonstraram que a astaxantina suprimiu a oxidacdo de
LDL de modo dose dependente (IWAMOTO et al., 2000;
JACOBSSON et al., 2004). Augusti e colaboradores (2001)
demonstraram que a ingestdo diaria de astaxantina previne a
hipercolesterolemia induzida pela oxidacdo de proteinas. Além
disso, a atividade da superdxido redutase e tioredoxina redutase
melhorou consideravelmente ap6s a suplementacdo de

astaxantina, em coelhos.

O efeito anti-hipertensivo da astaxatina em ratos

hipertensos foi avaliado por Hussein et al. (2005). Neste
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estudo, 0s autores mostraram que a astaxantina administrada
por via oral durante 14 dias reduz a pressao arterial e que a
administracdo a longo prazo por 5 semanas, na dose de 50
mg/kg, reduz a incidéncia de AVC nos animais. Os autores
mostraram também que a astaxantina induz a vasorelaxacao
mediada pelo NO, o qual pareceu estar envolvido na atividade
anti-hipertensiva observada. A astaxantina também mostrou
efeitos neuroprotetores significativos em camundongos
isquémicos, provavelmente devido a sua atividade

antioxidante.

Nakao e colaboradores (2010) avaliaram o efeito da
suplementacdo diaria de astaxantina na reducdo do estresse
oxidativo e melhora da funcdo cardiaca em camundongos
BALB/c, sugerindo o possivel uso da astaxantina na dieta para
a protecdo cardiaca. Monroy-Ruiz et al. (2011) também
mostraram que a astaxantina exerce efeitos de reducdo da
hipertensdo arterial, associando estes efeitos a melhora da
vasodilatacdo dependente do endotélio, melhora da
remodelagem cardiovascular, e a reducdo da producédo de *O,
estimulado por NADPH-oxidase. Efeitos antitromboticos e
anti-hipertensivos também foram observados em ratos tratados
com astaxantina, os quais foram relacionados a um aumento da

biodisponibilidade do NO, provavelmente mediada pela
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reducdo da inativagcdo da NO por espécies reativas de oxigénio
(SASAKI et al., 2011).

3.4.4.4 Efeito antidiabético

A diabetes Tipo 2 é uma doenga metabdlica cronica que é
caracterizada por secrecdo insuficiente ou acdo de insulina
endogena e hiperglicemia. Varios estudos tém demonstrado
que o stress oxidativo induzido por hiperglicemia promove a
resisténcia a insulina e contribui para a patogénese da diabetes.
O consumo de antioxidantes que melhoram o estresse oxidativo
pode ser considerada como uma estratégia eficaz para prevenir
a diabetes e as suas complicacdes associadas (JOHANSEN,
HARRIS, RYCHLY, ERGUL, 2005).

Efeitos antidiabéticos da astaxantina foram relatados em
modelos animais com diabetes. Quando ratos db/dB foram
alimentados com uma suplementacdo de astaxantina, numa
dose diaria de 1 mg, durante doze semanas, 0s niveis de glicose
sanguinea pos-prandial reduziram e a tolerancia a glicose foi
melhorada (UCHIYAMA et al., 2002). A administracao oral de
astaxantina na dose de 5 e 10 mg/kg também produziu uma

queda significativa nos niveis plasmaticos de glicose, em ratos
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com diabetes induzida pela administragdo endovenosa de
aloxana (WANG et al., 2012)

3.4.4.5 Efeitos fotoprotetores e dermocosméticos

Camera e colaboradores (2008) avaliaram o efeito dos
carotenoides astaxantina, cantaxantina e [-caroteno sobre o
dano causado pela radiagdo UVA, em cultura de fibroblastos
dérmicos humanos (HDF). As células tratadas 24 horas antes
com os carotenides foram expostas a doses moderadas de
UVA, que induziram a apoptose, a niveis elevados de espécies
reativas ao oxigénio e de substancias reativas ao &cido
tiobarbitarico, a reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes, a promoc¢do da perturbacdo da membrana e a
inducdo da expressdo da enzima heme oxigenase-1 (HO-1).
Dentre os carotenoides estudados, a astaxantina exibiu um
efeito fotoprotetor pronunciado e combateu todas alteracGes
induzidas pela radiacdo UVA de modo significativo. A
captacdo da astaxantina pelos fibroblastos foi maior do que a
dos outros dois carotenoides. Os resultados indicaram que a
astaxantina possui um efeito preventivo excelente frente as

mudancas foto-oxidativas, em cultura de células.
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Tominaga e colaboradores (2012) avaliaram o beneficio
cosmético da astaxantina derivada da  microalga
Haematococcus pluvialis em humanos. O efeito da combinagéo
de suplementacdo oral e aplicacdo topica de astaxantina foi
analisada em trinta mulheres durante oito semanas. A
astaxantina produziu melhorias nas rugas, na elasticidade e na
textura da pele, no teor de umidade e nas condicdes da camada
de cornedcitos. Esses resultados sugerem que a astaxantina
melhora as condi¢cbes da pele, em todas as camadas
(cornedcitos, epiderme, derme e camada basal), quando a
suplementacdo oral e o tratamento topico sdo combinados
(TOMINAGA et al., 2012).

Yoshihisa e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos
protetores da astaxantina contra apoptose induzida por radiacéo
ultravioleta. Os autores verificaram que o tratamento com
astaxantina causou uma reducdo na expressao do fator inibidor
da migracdo de macréfagos (MIF), IL-1p e TNF-o em
queratindcitos HaCaT. Estes resultados sugerem que a
astaxantina protege eficazmente contra a inflamacdo induzida
por UV, através da diminuicdo de iNOS e COX-2, inibindo a

apoptose nos queratindcitos.
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3.5 SECAGEM POR ASPERSAO (SPRAY-DRYING)

A secagem por aspersdo (spray-drying) consiste na
transformacdo de um produto no estado fluido para o estado
solido, na forma de p6, por meio da dispersdao de goticulas do
material dentro de uma camara apresentando uma corrente de
ar aquecido. Neste momento, ocorre a transferéncia de calor do
ar aquecido as goticulas, levando a evaporacdo répida do
liquido da superficie da gota. O produto de secagem é entéo
transportado por uma corrente de ar, sendo posteriormente
coletado (MASTERS, 1985; OLIVEIRA, PETROVICK,
2009). O termo aspersdo refere-se a divisdo do liquido em
milhdes de particulas individuais formando uma nuvem ou
spray (MASTERS, 1985). O principal objetivo da secagem é a
retirada de agua, na qual é responsavel por propiciar um meio
para a ocorréncia de reacdes quimicas, fenémenos fisicos e
crescimento microbiano (OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). O
controle da umidade ocorre por meio da otimizacdo dos
parametros de processo, como o fluxo e a temperatura (CAL,
SOLLOHUB, 2010).

A secagem por aspersdo (spray drying) tem sido
amplamente  empregada na  indlstria  farmacéutica,
primeiramente, com 0 objetivo de obter de produtos secos para

a sua utilizacdo em ciclos de producéo de formas farmacéuticas
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solidas (OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). A secagem por
aspersdo tambem tem sido utilizada como estratégia para
aumentar a solubilidade aquosa de farmacos ou, ainda, para
melhorar as caracteristicas de fluxo dos pés (BROADHEAD et
al, 1992). A grande utilizacdo da secagem por spray drying
deve-se a vantagem relacionada ao baixo risco de degradacao
quimica durante a operagdo, em decorréncia do curto tempo de
contato do liquido disperso com a fonte de calor, 0 que permite
a obtencdo de pos a partir de materiais termossensiveis. Aliado
a 1isso, a versatilidade na obtencdo de pds, granulos e
aglomerados, o elevado rendimento por tempo de producéo, e a
realizacdo de um processo em uma Unica etapa com custos
mais baixos, quando comparado a outras técnicas de secagem,
tornam esta técnica amplamente aplicavel na producdo de
medicamentos, em especial de produtos fitoterapicos e
nutracéuticos, com elevado teor de  substancias
terapeuticamente ativas, tais como compostos fenolicos,
flavonoides, carotenoides, entre outros (MASTERS, 1985;
OLIVEIRA et al., 2009).

Um esquema representativo de um equipamento de
secagem por aspersdo é mostrado na Figura 8. Os componentes
que estdo presentes em todos equipamentos de secagem por
aspersdo incluem o sistema de alimentagcdo, atomizador,

sistema de aquecimento, cdmara de secagem, ciclone acoplado
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ao recipiente de coleta e exaustor ou aspirador (MASTERS,
1985). Existem diferentes configuracGes de equipamentos, 0s
quais variam em tamanho e forma da camara de secagem, tipo
de atomizador (atomizadores rotatdrios, de pressao,
pneumaticos e ultrassbnicos), sistema de contato do ar
aquecido com o produto aspergido (cocorrente ou
contracorrente), e sistemas de coleta do produto (OLIVEIRA et
al., 2009).

. entrada de ar
. aquecimento
. entrada na camara de secagem
. Cciclone
., aspirador
. controle da temperatura do ar de
‘ ; f— entrada
7 . controle da temperatura do ar da
‘ =0 saida
I s 8. vaso de recebimento do produto

final
X ¢ .

<«
]
DUV HBWN -
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Figura 8. Esquema de um spray dryer e do fluxo de secagem
(Fonte: LANNES, MEDEIRQOS, 2003).

As variaveis geralmente monitoradas incluem a
temperatura do ar de secagem na entrada e saida da cAmara de
secagem, e a umidade e fluxo do ar aquecido e do fluido a ser

seco. Em geral, o teor de umidade do produto seco esta
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diretamente ligado a temperatura do ar que deixa a cAmara de
secagem. Teores de umidade mais baixos podem ser obtidos
pelo aumento da temperatura do ar de saida ou pelo aumento
do tempo de residéncia do material a ser seco no interior da
camara de secagem. O teor de umidade afeta, por sua vez, as
caracteristicas finais do produto seco, como solubilidade,
densidade e fluxo. Entretanto, a exposicdo de substancias
termossensiveis a altas temperaturas por longos periodos pode
levar a degradagcdo das mesmas. Assim, o controle das
condicbes de processo é fundamental para obtencdo de
produtos com propriedades fisicas e quimicas desejaveis
(VASCONCELOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009).

A necessidade de utilizar adjuvantes de secagem tem sido
evidenciada por diversos autores, tanto como fator critico no
rendimento do processo, como na padronizacdo da qualidade e
manutencdo da estabilidade de produtos secos obtidos por
spray drying. Carboidratos de elevada massa molar como o
amido e amidos modificados, maltodextrinas, xaropes de
milho, goma arabica, dioxido de silicio coloidal e
ciclodextrinas tém sido amplamente empregados. Uma das
funcbes dos adjuvantes de secagem consiste em aumentar a
temperatura de transicdo vitrea do produto, reduzindo a
aderéncia e a deposicdo dos pds na parede da camara de

secagem, assim como reduzir a tendéncia a aglomeracdo das
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particulas durante a secagem e o armazenamento, gerando um
produto mais estavel. A ocorréncia de fenémenos de aderéncia
e coesdo é comum durante a secagem de extratos vegetais e
estd relacionada a presenca de elevadas quantidades de
acucares, carboidratos e &cidos organicos, o que torna
obrigatoria a adi¢cdo de adjuvantes de secagem nesses produtos.
Estes adjuvantes podem ser usados sozinhos ou em associagéo,
de modo que as proporcoes ideais devem ser estabelecidas para
cada caso (OLIVEIRA et al., 2009).

Em especial, o dioxido de silicio coloidal tem sido
amplamente utilizado por atender os requisitos necessarios para
a obtencdo de um produto final com as caracteristicas
desejadas. Este adjuvante atua como adsorvente, além de
apresentar elevada pureza, inércia quimica e inocuidade.
Devido a sua alta superficie especifica (200 m2/g), o dioxido de
silicio coloidal apresenta vantagens sobre os outros adjuvantes,
pois, ao adsorver as particulas da solugdo extrativa, diminui a
superficie exposta das mesmas, minimizando a aderéncia do
produto na camara de secagem durante a exposicdo das
goticulas de calor, favorecendo, assim, a obtencdo de um
produto menos sensivel a umidade e com melhores
propriedades de fluxo. Estudos tém mostrado que o di6xido de
silicio conduz a obtencdo de pds com elevado rendimento e

boas caracteristicas de fluxo, além de desempenhar um papel
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significativo na melhoria da solubilidade (DA SILVA,
COUTO, BRESOLIN, 2012).

Alguns trabalhos descrevem o uso da secagem em torre
de aspersdo para obtencdo de biomassa algal. Leach e
colaboradores (1998) avaliaram o efeito das condi¢bes de
secagem, como temperatura de entrada e de saida e uso de
adjuvantes, sobre o teor de carotenoides da biomassa de
Dunalliela salina, empregando um desenho experimental do
tipo 2°. Os estudos mostraram que a recuperacdo dos
carotenoides aumentou com a reducdo da temperatura de
secagem, e que 0 uso de adjuvantes provocou um aumento na
estabilidade dos mesmos durante o armazenamento.
Ryckebosch e colaboradores (2011) avaliaram a influéncia do
processo de secagem na estabilidade de lipideos e carotenoides
da microalga Phaeodactylum tricornutum. Os autores
mostraram a maior suscetibilidade dos carotenoides frente a
oxidacdo quando a técnica de spray-drying foi utilizada. Um
decréscimo de cerca de 25% no contetdo de carotenoides totais
foi observado, tendo sido a decomposicdo térmica e
complexacdo 0s provaveis responsaveis por esta diminuicao.
Mais recentemente, o efeito da secagem por spray-drying e
armazenamento sobre o teor de astaxantina na biomassa de H.
pluvialis foi avaliado por Raposo e colaboradores (2012). Os

autores mostraram que a biomassa seca em temperaturas de
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entrada e saida de 180 °C e 110 °C, respectivamente, e
armazenada a -21 °C em atmosfera de nitrogénio foram as

melhores condigcdes para a manutencgdo da astaxantina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Mateérias-primas e reagentes

2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, EUA);
Astaxantina (Sigma-Aldrich, EUA);

Biomassa de Haematococcus pluvialis (Algamac AST,;

Aquafauna Bio-Marine, Hawthorne, EUA).;
Dioxido de silicio coloidal (Aerosil®, Pharmanostra, Brasil);

Lauril sulfato de sodio (Vetec, Diprolab, Brasil);

4.1.2 Solventes

Acetona P.A. (Vetec, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (Tedia Brasil, Brasil);
Acido cloridrico P.A. (Vetec, Brasil);

Eter de petroleo PA (Vetec, Brasil);

Metanol grau HPLC (Tedia Brasil, Brasil).
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4.1.3 Equipamentos

Aparelho para determinacdo da densidade compactada
(Copley®, Inglaterra);

Balanca analitica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA);
Calorimetro exploratorio diferencial DSC-50 (Shimadzu,
Japdo);

Centrifuga de bancada 4K15 Sigma (Sigma, EUA);

Centrifuga de bancada NT 810 (Novatécnica®, Brasil);
Cromatografo liquido de alta eficiencia (Shimadzu, Jap&o);
Difratbmetro a laser Mastersizer 2000 (Malvern, Inglaterra);
Dissolutor 299 (Nova Etica, Brasil);

Espectrofotémetro IR Prestige 21 (Shimadzu, Japao);
Espectrofotémetro UV/Visivel UV-1800 (Shimadzu, Japéo);
Evaporador rotatorio (Quimis, Brasil);

Leitora de Microplaca (Elisa) Automética (TermoPlate®);
Microscopio JEOL JSM -6390LV (JeolLtda, EUA,

Mini-spray dryer B-191 (Buchi, Labortechnik AG, Suica);
pHmetro Oakton WD-35613-00 (Oakton, EUA);

Recobridora a vacuo Bal-tec SCDO005 (BAL-TEC AG,

Liechtenstein);

Titulador Karl Fischer modelo DL31 (Mettler Toledo, EUA).
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4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao da Biomassa de H. pluvialis

Haematococcus pluvialis € uma microalga verde, movel,
unicelular com diametro de 15 a 20 um, fotossintética e capaz
de sintetizar e acumular o pigmento astaxantina em resposta as
condigdes ambientais (DONG; ZHAO, 2004). A biomassa
empregada para realizacdo deste trabalho é um produto
comercial de Haematoccocus pluvialis na forma de um po6 de
coloracdo vermelha escura, obtido pela técnica de secagem em
torre de aspersdo (spray-drying), denominado Algamac AST
(Aquafauna Bio-marine, EUA). A biomassa de H. pluvialis foi
cedida pelo professor Dr. Roberto Bianchini Derner do
Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de
Santa Catarina — UFSC.

4.2.1.1 Determinacao da perda por dessecacao

A perda por dessecacdo da biomassa de H. pluvialis foi
determinada pelo método gravimétrico (THE UNITED, 2007).

Cerca de 1 g da biomassa foram pesados em pesa-filtros
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previamente tarados e colocados em estufa a 105° C, durante 2
h. Apos, os pesa-filtros foram resfriados em dessecador e
pesados. As amostras foram submetidas a dessecacao em estufa
por mais 1 h, ap6s novamente resfriada e pesada. Este
procedimento foi repetido até obtencdo de massa constante. Os
resultados foram expressos como perda de massa percentual,

pela média de trés determinagdes.

4.2.1.2 Determinagdo do tamanho e distribuicéo

granulométrica

O tamanho e distribuicdo granulométrica da biomassa de
H. pluvialis foi determinada por difratometria a laser utilizando
um analizador de particulas Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, Reino Unido), com luz monocromatica vermelha
(632,8 nm) de um laser de He Ne, com obscurecimento entre
10 e 13%. Para as analises, cerca de 30 mg da biomassa foi
previamente dispersa em agua. As analises foram realizadas em
triplicata. A distribuicdo do tamanho foi determinada com base
na teoria de difracdo de Franhoffer e expressa em diametro por
volume equivalente a 10 (dio%), 50 (dso%) € 90 (dgow) do

volume acumulado e didmetro médio (ds3). Os valores de
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Span, que correspondem ao grau de polidispersdo da amostra,
foram calculados segundo a equagao 1 abaixo.

dogy, — d1oy Equacéo 1
Span = —————
ds09

4.2.1.3 Avaliacdo da morfologia

A morfologia das particulas da biomassa de H. pluvialis
foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em
Microscopio Jeol JSM-6390LV (LCME/UFSC), com voltagem
de 10 kV. A amostra foi fixada em porta-amostra (stubs) e
recoberta com uma fina camada de ouro/paladio, utilizando-se
recobridora a vacuo Bal-tec SCDO005 (BAL-TEC AG,
Liechtenstein). Micrografias das amostras foram obtidas em

diversos aumentos.

4.2.2 Preparacdo e Caracterizacdo da Solucdo Extrativa de

Haematococcus pluvialis
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4.2.2.1 Preparacéo da solucgéo extrativa

A preparagdo da solucdo extrativa Haematococcus
pluvialis (SEHP) foi realizada empregando o método classico
de extrag&o de carotenoides, conforme descrito por Mezzomo e
colaboradores (2011). Brevemente, foram pesados 5 g da
biomassa de Haematococcus pluvialis e adicionados 200 mL
de uma mistura de éter de petroleo:acetona:agua (15:75:10,
v/vlv). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 24
horas a 5 °C e protegida da luz. Apos esse periodo, a mistura
foi centrifugada a 2500 rpm durante 5 min. Em seguida, 200
mL do liquido extrator fresco foram adicionados ao sedimento.
O sobrenadante foi recolhido e denominado de solucdo
extrativa de H. pluvialis (SEHP). Esta operacao foi realizada
4x, com o obejtivo de extrair a maior quantidade possivel de
carotenoides, resultando em volume final de 800 ml de SEHP.

A SEHP foram preparadas em triplicata.

4.2.2.2. Caracterizacdo da solucdo extrativa de

Haematococcus pluvialis

4.2.2.2.1 Determinacdo do residuo seco (FARMACOPEIA,
2010)
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Cerca de 10 g da solugdo extrativa foram exatamente
pesados em pesa-filtros previamente tarados ¢ submetidos a
evaporacdo até secura em banho-maria. Os pesa filtros foram
colocados em estufa a temperatura de aproximadamente 105 °C
durante 2 horas, resfriados em dessecador e pesados. Esta
operacao foi repetida até obtencdo de peso constante. Os
valores de residuo seco (RS%, m/m) foram calculados

conforme a equacao 2 abaixo: .

quag Equacéo 2

m, —m

RS% = ———" x 100
my —Mpg

em que m; é a massa em gramas do pesa filtro contendo a
SEHP; m, € a massa em gramas do pesa filtro apos dessecacao,
mpr € @ massa em gramas do pesa filtro vazio. Os resultados

foram expressos pela média de trés determinagdes.

4.2.2.2.2 Determinacédo do pH (FARMACOPEIA, 2010)

A determinacdo do pH da SEHP foi realizada em
potenciémetro previamente calibrado com solugdes tampéo pH
4,0 e 7,0. Os resultados correspondem a média de trés

determinagdes.
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4.2.2.2.3 Determinacao da densidade relativa
(FARMACOPEIA, 2010)

A medida da densidade relativa (d3)) da SEHP foi
realizada com auxilio de um picndémetro de 25,0 mL,
previamente calibrado por meio da pesagem do mesmo vazio e
com &gua destilada. O picndmetro foi preenchido com a SEHP
e, em seguida, pesado. A densidade relativa foi entdo calculada
como sendo a razdo entre a massa da amostra (SEHP) e a
massa de &gua, medidas na mesma temperatura. As analises

foram realizadas em triplicata.

4.2.2.2.4 Determinacao de carotenoides totais

A determinacdo dos carotenoides totais (CT,ug/mL) da
SEHP foi realizada por método espectrofotometrico.
Brevemente, uma aliquota de 1,0 mL da SEHP foi transferida
para um baldo e submetida a evaporacdo sob pressdo reduzida
em evaporador rotatério para eliminacdo do solvente. O
residuo foi entdo dissolvido em acetona, transferido para baldo
volumétrico de 25,0 mL e o volume final foi completado com o
mesmo solvente. A solugdo resultante foi analisada no

comprimento de onda de 320 a 700 nm em espectrofotbmetro
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UV/VIS 1800 (Shimadzu, Jap&do), usando acetona como
branco. O da SEHP foi calculado conforme a equacéo 3:

Equacdo 3
_ Ax25

T £x100

Em que A é a absorbancia da amostra, ¢ é o coeficiente de
extincdo especifica da astaxantina em acetona ou 2198 (100

mL g™ cm™). As anélises foram realizadas em triplicata.

4.2.2.2.5 Determinacao do teor de astaxantina na solucéo

extrativa

A quantificacdo da astaxantina na SEHP foi realizada por
metodologia analitica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em modo de fase reversa, conforme metodologia
desenvolvida pelo laboratério de morfogénese e bioquimica
vegetal, no Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC. As analises
foram realizadas em cromatdgrafo Shimadzu SP 10A (Japdo).
As analises foram realizadas usando as seguintes condicGes
cromatograficas: coluna C18 TP201 (Vydac, 250 mm x 4.6

mm d.i., 5 um); fase movel, metanol:acetonitrila (90:10, v/v);
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fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢do 10 pL e deteccéo a 477

nm.

O tempo de corrida foi de 13 min e a quantificacdo da
astaxantina na amostra foi realizada com base na curva de
calibracdo da astaxantina padrdo (y = 44231,56x, R® = 0,990).
Os resultados foram expressos em pg/mL pela média de trés

determinagdes.

4.2.3 Preparacdo e Caracterizacdo dos Extratos Secos de
Haematococcus pluvialis por Aspersdo em Torre de

Secagem (Spray-Drying).

4.2.3.1 Preparacéao dos Extratos Secos

Para obtencdo dos extratos secos de Haematococcus
pluvialis (ES), 400 mL da solucdo extrativa SEHP foram
submetidos a evaporacdo sob pressdo reduzida até completa
remocao do solvente organico. O residuo foi entdo ressuspenso
em 400 mL de agua destilada para obtencdo de uma suspensao
aquosa de H. pluvialis. A esta suspensao aquosa foi adicionada
diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200), lentamente, sob
agitacdo constante, durante 30 minutos. A dispersdo foi seca

em um mini spray-dryer Buchi B-191 (Suica), disponibilizado
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pelo Prof. Pedro Barreto do PPG em Ciéncias dos Alimentos.
Os extratos secos foram coletados e pesados. Neste estudo, o
efeito da temperatura de entrada (150 °C ou 175 °C) e da
concentracdo de dioxido de silicio coloidal (2%, 4% e 6%,
m/V) sobre as caracteristicas finais dos extratos secos foi
avaliado, o que resultou na obtencdo de 6 diferentes extratos
secos. As condicdes de secagem empregadas estdo mostradas

na Tabela 1.

Tabela 1. Condices de secagem utilizadas para obtencdo dos

extratos secos de H. pluvialis.

Parametros ES1 | ES2 | ES3 | ES4 | ES5 | ES6
Temperatura de entrada | 150 | 150 | 150 | 175 | 175 | 175
(°C)
Temperaturadesaida | 40 | 40 | 40 | 60 | 60 | 60
(°C)
Fluxo da disperséo 4 4 4 4 4 4
(mL/min)
Aspiracao (%) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Concentracdo de 2 4 6 2 4 4
Aerosil 200* (%)

* Em relacdo ao volume total da disperséo.

4.2.3.2 Caracterizacdo do adjuvante dioxido de silicio
coloidal (Aerosil® 200)
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4.2.3.2.1 Determinacao da perda por dessecacédo (THE
UNITED, 2007)

A determinacédo da perda por dessecagédo do adjuvante de
secagem diéxido de silicio coloidal foi realizada
gravimetricamente. Cerca de 1 g do adjuvante foram pesados e
transferidos para pesa-filtros previamente tarados. As amostras
foram colocadas em estufa de secagem a 105° C durante duas
horas e, apés, resfriadas e pesadas. As amostras foram
submetidas a dessecacdo em estufa por mais 1 h, apos
novamente resfriada e pesadas. Este procedimento foi repetido
até obtencdo de massa constante. Os resultados foram
expressos como perda de massa percentual, pela media de trés

determinacdes.

4.2.3.2.2 Determinacéo do pH (THE UNITED, 2007)

A determinacdo do pH da dispersdo aquosa 4% (m/v) de
dioxido de silicio coloidal foi realizada em um potenciémetro
calibrado com solucdes tampdo pH 4,0 e 7,0. O resultado

expressa a média de trés determinacdes.
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4.2.3.2.3 Deteriminagao do tamanho e distribuicéo
granulométrica

A distribuicdo granulométrica do dioxido de silicio
coloidal foi avaliada por difratometria a laser utilizando um
analisador de particulas Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, Reino Unido), com luz monocromatica vermelha
(632 nm) de um laser de He Ne, com obscurecimento entre 10
e 13%. Para as analises, cerca de 30 mg de dioxido de silicio
coloidal foram dispersos em glicerol. As anélises foram
realizadas em triplicata. A distribuicdo do tamanho foi
determinada com base na teoria de difracdo de Franhoffer e
expressa em diametro por volume equivalente a 10 (digy), 50
(dso%s) € 90 (dgoss) do volume acumulado e didmetro médio

(ds3), assim como pelo valor de Span.

4.2.3.2.4 Avaliacao da morfologia

Micrografias do adjuvante didxido de silicio coloidal
foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura Jeol
JSM-6390LV (LCME/UFSC) numa intensidade de 10 kV. A
amostra foi fixada em stubs e recoberta com uma fina camada
de ouro, usando recobridora a vacuo Bal-tec SCD005 (BAL-
TEC AG, Liechtenntein).
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4.2.3.3 Caracterizagao dos extratos secos

4.2.3.3.1 Rendimento

O rendimento bruto da operacdo de secagem foi estimado
como sendo a diferenca percentual entre a massa tedrica de
solidos totais presente na suspensdo de alimentacdo e a massa
de extrado seco obtida. Os solidos totais correspondem ao teor
de residuo seco da solucéo extrativa (SEHP), somada a massa
de adjuvante adicionada, considerando o teor de umidade

residual.

4.2.3.3.2 Teor de umidade residual (THE UNITED, 2007)

A umidade residual dos extratos secos de H. pluvialis foi
determinada pela metodologia de Karl Fischer em um titulador
Karl Fischer modelo DL31 (Mettler Toledo, EUA). As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em

percentagem de umidade residual (%, m/m).

4.2.3.3.3 Analise granulométrica
A distribuicdo granulométrica dos extratos secos de H.
pluvialis foram determinadas por difratometria a laser

utilizando um analisador de particulas Mastersizer 2000
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(Malvern Instruments, Reino Unido), com luz monocromatica
vermelha (632nm) de um laser de He Ne, com obscurecimento
entre 10 e 13%. Para as analises, cerca de 30 mg dos extratos
secos foram previamente dispersos em glicerina. As analises
foram realizadas em triplicata. A distribuicdo do tamanho foi
determinada com base na teoria de difracdo de Franhoffer e
expressa em diametro por volume equivalente a 10 (digs), 50
(dso%) € 90 (dgo%) do volume acumulado e didmetro médio
(ds3), assim como pelo valor de Span.

4.2.3.3.4 Avaliacdo da morfologia das particulas

A morfologia das particulas dos extratos secos foi
avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV) em
Microscopio Jeol JSM-6390LV (LCME/UFSC), com voltagem
de 10 kV. A amostra foi fixada em porta-amostra (stubs) e
recoberta com uma fina camada de ouro/palédio, utilizando-se
uma recobridora a vacuo Bal-tec SCD005 (BAL-TEC AG,
Liechtenstein). Micrografias das amostras foram obtidas em

diversos aumentos.
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4.2.3.3.5 Determinacéao da densidade aparente e de
compactacao

Para a determinagdo da densidade aparente, uma massa
conhecida dos extratos secos foi colocada em uma proveta
graduada e o volume inicial em repouso foi registrado. Os
extratos secos foram entdo submetidos a compactacéo por meio
de 1250 batidas em um aparelho para determinacdo da
densidade compactada (Copley®, Inglaterra) e o volume dos
pos foi novamente registrado. As densidades e de compactacéo
(g/mL) foram entdo determinadas conforme equacbes 4 e 5
abaixo (GUO; BEDDOW; VETTER, 1985),
_m Equacgéo 4

dap arente 2

m

dcompactada = V_2 Equagéo 5

em que m é a massa da amostra em gramas, Vi = volume
inicial da amostra em mililitros (antes da compactacédo) e V, =
volume da amostra apds compactacdo em mililitros. As

analises foram realizadas em triplicata.

4.2.3.3.6 Avaliagdo das propriedades de fluxo dos extratos

Secos
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As propriedades de fluxo extratos secos de H. pluvialis
foram avaliadas empregando o indice de compressibilidade ou
indice de Carr e o fator de Hausner. O indice de Carr foi

calculado conforme a equagéo 6: Equagsio 6

— db
de

. d,
Indice de Carr = ( ) x 100

em que d, e d. sdo as densidades bruta e de compactacdo dos
extratos secos, respectivamente. Conforme os valores de indice
de Carr obtidos, o fluxo dos pds foi determinado de acordo
com a Tabela 2 como: excelente, bom, favoravel a toleravel,

ruim/fluido, ruim/coesivo, muito ruim e extremamente ruim.

Tabela 2. Relacédo entre fluidez e indice de Carr.

Tipo de fluxo indice de Carr (%)

Excelente 5-12

Bom 12 -18

Favoravel a toleravel 18 -21

Ruim /Fluido 21 -25

Ruim/Coesivo 2532

Muito ruim 32-38
Extremamente ruim > 38

Fonte: AULTON et al., 2005.
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O Fator de Hausner (FH) foi obtido através do quociente
entre as densidades de compactagdo (d.) e bruta (d,) dos

extratos secos de H. pluvialis, conforme a equagéo 7:

Equacdo 7
dc

FH =<
dp

Conforme postulado por Hausner, valores menores que
1,25 indicam bom fluxo; valores maiores que 1,5 indicam fluxo
ruim; valores entre 1,25 e 1,5 exigem a adicéo de lubrificantes
para melhorar o escoamento dos pdés, nas diferentes etapas de
preparacdo do medicamento (AULTON et al., 2005).

4.2.3.3.7 Espectroscopia de absor¢éo no infravermelho com

transformada de Fourrier (FT-IR)

Espectros de absorcdo no infravermelho foram
obtidos usando espectrofotdmetro FT-IR Shimadzu (Kyoto,
Japdo). Discos de brometo de potassio (KBr) contendo os
extratos secos de H. pluvialis, astaxantina ou didxido de silicio
coloidal foram preparados e as leituras das amostras foram
efetuadas entre 4000 e 400 cm™.
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4.2.3.3.8 Anélise térmica

O comportamento térmico dos extratos secos foi avaliado
por calorimetria  exploratoria  diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG). As analises de DSC foram realizadas
utilizando um equipamento DSC60 Shimadzu (Shimadzu,
Kyoto, Japdo). Cerca de 2 mg das amostras foram pesados em
panelas de aluminio, as quais foram lacradas e submetidas ao
aquecimento até 900 °C, numa razdo de 10 °C/min, sob
atmosfera de nitrogénio. Uma panela de aluminio vazia lacrada

foi utilizada como referéncia.

As andlises termogravimetricas dos extratos secos de H.
pluvialis foram realizadas em termobalanca TGA-50
(Shimadzu) sob atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de
50 mL/min. Cerca de 5 mg de amostra foram utilizadas na
analise em cadinho de platina. A razdo de aquecimento foi de
10 °C/min até 300 °C.

4.2.3.3.9 Determinacao de carotenoides totais

A determinacdo dos carotenoides totais (CT) nos extratos
secos foi realizada por método espectrofotométrico. Cerca de
0,1 g de cada um dos extratos secos foram pesados e

transferidos para baldes volumétricos de 25,0 mL e o volume
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foi completado com acetona. As misturas resultantes foram
centrifugadas e o sobrenadante foi coletado e analisado em
espectrofotometro  UV/VIS  (Shimadzu, Japdo), em
comprimento de onda de 460 nm, usando acetona como
branco. O teor de carotenoides totais no extrato seco (g/100 g)

foi calculado conforme a equacdo 8:
Equacédo 8

AX3Xx25
exXmx 100

Em que A ¢ a absorbancia da amostra, € ¢ o coeficiente de
extincdo especifica da astaxantina em acetona ou 2198 (100
mL g-1 cm-1) e m é a massa de extrato seco pesada. As
analises foram realizadas em triplicata. O efeito dos parametros
de secagem (temperatura e concentracdo de dioxido de silicio
coloidal) sobre o teor de carotenoides totais foi avaliado
estatisticamente pela ANOVA de dois fatores, seguida do teste
de Tukey de comparacdo entre as medias para um nivel de

significancia de 5%.
4.2.3.3.10 Determinacédo da astaxantina por CLAE
A analise quantitativa da astaxantina no extrato secos de

H. pluvialis foi realizada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) em fase reversa conforme condicGes
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cromatogréficas descritas em 4.2.2.2.4. Para tal, cerca de 10
mg de extrato seco de H. pluvialis, exatamente pesados, foram
transferidos para um tubo eppendorf envolvidos com papel
aluminio, aos quais foram adicionados 1,0 mL de metanol
acidificado. As amostras foram mantidas sob agitacdo durante
1 h, protegidas da luz e em temperatura ambiente. Apds, as
amostras foram centrifugadas (Centrifuga Novatécnica® NT
810) a 5000 rpm durante 10 min. Os sobrenadantes foram
coletados, filtrados e injetados no cromatografo. O teor de
astaxantina foi calculado com base em uma curva padrédo (y =
44231,56364 x, R? = 0,99024) de astaxantina (Sigma, 98%),
sendo considerada a média de trés injecdes sequenciais por
amostra. O efeito dos parametros de secagem (temperatura e
concentracdo de dioxido de silicio coloidal) sobre o teor de
astaxantina foi avaliado estatisticamente pela ANOVA de dois
fatores, sequida do teste de Tukey de comparacdo entre as

médias para um nivel de significancia de 5%.

4.2.3.3.12 Avaliacédo do perfil de dissolucédo dos

carotenoides totais a partir dos extratos secos

O perfil de dissolugéo dos carotenoides totais a partir dos

extratos secos de H. pluvialis foi avaliado em aparelho de
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dissolugio Nova Etica 299, acoplado ao aparato USP Il (pa)
confirmar, contendo 200 mL de solucdo aquosa de lauril
sulfato de sédio 0,5% (m/V), e mantido sob agitacdo constante
a 75 rpm e temperatura de 37°C. Para os ensaios, 200mg de
extrato seco foram colocados em cépsulas de gelatina dura,
sendo observado a manutengdo das condigdes sink. Em
intervalos de tempo pré-determinados aliquotas de 5 mL do
meio de dissolucdo foram coletadas e analisadas quanto ao teor
de carotenoides totais por metolologia de espectrofotometria de
absorcdo no comprimento de onda de 460 nm. Apds cada
coleta, o volume removido foi reposto com o meio de
dissolucdo fresco. A precisdo do método analitico
(repetibilidade) foi determinada pela analise de seis amostras e
expressa por meio do desvio padrdo relativo (DPR%)
(BRASIL, 2003). A partir dos resultados, curvas de percentual
de carotenoides totais liberado versus tempo (min) foram
construidas. A eficiéncia de dissolucdo (ED%) foi estimada

através da seguinte equacdo 9:
Equacéo 9

ASC

ASC ¢ a area sob a curva do perfil de dissolucéo calculada pelo
método trapezoidal e ATR é a area total do retangulo, definido

pela ordenada (100% de dissolucéo). O efeito dos parametros
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de secagem (temperatura e concentragcdo de dioxido de silicio
coloidal) sobre os valores de ED% foi avaliado pela ANOVA
de dois fatores, seguida do teste de Tukey de comparacdo entre

as médias para um nivel de significancia de 5%.

4.2.4 Avaliagéo da atividade antioxidante in vitro da
biomassa, SEHP e dos extratos secos pelo método do DPPH
A capacidade da biomassa de H. pluvialis em sequestrar
o radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) foi avaliada
conforme método descrito por Chen e colaboradores (2009).
Para isso uma aliquota de 290 pL da solugdo metandlica de
DPPH 0,1 mM foi adicionada a 10 pL da SEHP e das solucdes
obtidas a partir dos extratos secos na concentragdo de 10
mg/mL. As misturas foram agitadas e a placa foi deixada em
repouso e ao abrigo da luz por 30 min. Posteriormente, a
absorbancia das amostras foi medida usando leitora de Elisa
Automatica (TermoPlate®) a 530 nm. O resultado final foi
expresso em percentual de inibicdo, calculado de acordo com a

equacao 10:
Equacéo 10

. iy~ Abs —Abs
% de mlblg:ao — controle amostra_ v 1 ()()
ADS controle
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Abscontrole € @ absorbancia obtida para o controle (solucdo de
DPPH sem antioxidante) e Absamestra € @ absorbancia obtidas

apos leitura das amostras, na presenca do DPPH.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA DE H.
PLUVIALIS

Microalgas atualmente apresentam grande potencial de
utilizagdo nos setores industriais devido a capacidade em
produzir biomassa rica em compostos biologicamente ativos
como carotenoides, além do fato de serem micro-organismos
que apresentam taxa de crescimento rapido e sdo facilmente
cultivados (MENDONCA et al, 2013). Entretanto, para
obtencdo dos carotenoides é necessario fazer uso de processos
extrativos que podem ser afetados por inlmeras variaveis,
incluindo as caracteristicas quimicas e fisicoquimicas do
material de partida. Assim, a biomassa de H. pluvialis foi
caracterizada como etapa prévia a extracdo quanto ao teor de
umidade, tamanho de particula e distribuicdo granulométrica.

Os resultados sdo mostrados Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos na caracterizacdo de teor de
umidade e tamanho da biomassa de H. pluvialis.

Amostra Teor de Tamanho de particula (um)
umidade d10o dsoo dooo d Span
(%, mim) 10% 50% 90% 43 p

Biomassa 8,09+1,18 17,05 58,53 214,68 94,72 3,37
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O teor de umidade da biomassa é uma importante
caracteristica a ser avaliada, uma vez que a presenca de agua
afeta fortemente a estabilidade quimica e microbioldgica, assim
como as caracteristicas fisicas e 0s processos tecnolégicos
envolvidos na producdo (SILVA et al., 2008). Este parametro
pode também fornecer dados acerca do rendimento da
extracdo, ja que a secagem afeta o estado de integridade das
estruturas celulares, expondo-as mais ou menos ao contato com
solventes. Além do ponto de vista tecnoldgico e de producdo, é
importante conhecer quantitativamente, o conteldo de agua
presente na matéria-prima para que esses valores sejam
considerados nos calculos de rendimento (DE PAULA, 1996).
A média da porcentagem de perda por dessecacdo do péd da
biomassa foi de 8,09 = 1,18% (m/m), o qual se encontra na
faixa de valores aceitavel por diferentes farmacopeias para
matérias-primas vegetais, que € entre 8 e 14% (SHARAPIN,
2000).

A Figura 9 apresenta o perfil de distribuicdo
granulométrica da biomassa de H. pluvialis obtido pela técnica
de difracdo a laser, o qual exibiu perfil monomodal. Conforme
mostrado na Tabela 3, as particulas da biomassa de H. pluvialis

apresentaram valores médios de dsoy (didmetro de particula
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correspondente a 50% da distribuicdo acumulada) de 58,53 pm
e didmetro médio em volume (didmetro correspondente a uma

esfera de igual volume) de 94,72 pm.

Particle Size Distribution

Volume (%)
w

%.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 9. Perfil de distribuicdo granulométrica da biomassa de
H. pluvialis.

As fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica
de varredura da biomassa de H. pluvialis podem ser observadas
na Figura 10. As particulas da biomassa apresentaram
superficie rugosa e formato esférico, com tamanhos de algumas
dezenas de micrémetros, estando de acordo com os resultados

obtidos pela técnica de difracdo a laser.
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8kV X1,000 10pm LCME-UFSC

Figura 10. Fotomicrografias da biomassa de H. pluvialis
obtidas por microscopia eletrénica de varredura com aumentos
de (A) 500 e (B) 1000 vezes.

5.2 CARACTERIZACAO DA SOLUCAO EXTRATIVA
(SEHP) OBTIDA A PARTIR DA BIOMASSA DE
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

Muitos métodos de extracdo de carotenoides a partir de
materiais biologicos tém sido testados, incluindo a extracdo por
solventes, a extracdo em fase sélida e a extracdo por fluidos
supercriticos. Dentre estes, a extracdo com o uso de solventes
organicos € a que mais tem sido aplicada para extracdo de
carotenoides totais, pois € um método simples e de baixo custo.
Independente da técnica empregada, estudos tém mostrado que
a extracdo de carotenoides é altamente afetada pelo tipo de
solvente, relacdo solvente:biomassa, tempo e condicGes de
armazenamento (WANG e LIU, 2009). Neste trabalho o
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método cléssico de extracdo de carotenoides descrito por
Mezzono e colaboradores (2011) foi utilizado para a
preparagdo da SEHP. A caracterizagdo foi realizada como
etapa intermediéria para a preparacdo dos extratos secos e 0s
ensaios realizados foram limitados aqueles frequentemente
utilizados em pesquisa tecnoldgica desta natureza, ou seja,
determinacdo do residuo seco, pH, densidade, além do teor de
carotenoides totais e de astaxantina. Os resultados encontram-

se relacionados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos na caracterizacdo da solucéo

extrativa (SEHP)
Parametros analisados Dados experimentais (Média+ o)
Residuo seco (% m/m) 1,60 £ 0,02
pH 5,40+0,12
Densidade (g/mL) 0,99 + 0,03
Teor de carotenoides totais (ug/mL) 82,1+2,10
Teor de astaxantina (ug/mL) 8,79 + 0,05

A avaliagdo do residuo seco da solucdo extrativa
apresentou um teor de sélidos de 1,60% (m/m), o que pode ser
considerado baixo. O residuo seco traduz-se no teor de solidos
dispersos na solu¢do concentrada sendo Util na previsdo do
rendimento tedrico do produto seco produzido. Teoricamente,
valores de sélidos em dispersdo inferiores a 10% (m/v) podem

comprometer o bom rendimento da operagdo de secagem em
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spray dryer, de forma a resultar em particulas de tamanho
muito reduzido e assim, atravessando os filtros do sistema de
exaustdo (LEMOS-SENNA et al., 1997). Ainda, o teor de
residuo sélido presente na amostra possibilita fazer o calculo
do percentual de adjuvantes a ser adicionado na solucéo
extrativa para producdo do extrato seco por spray-drying
(ARARUNA, 2008).

O sistema de ligagdes duplas conjugadas constitui o
cromoforo que fornece aos carotenoides a sua coloragéo e sua
absorcdo no visivel, e serve como base para sua identificacao e
quantificacdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). E descrito na
literatura que a fracdo de carotenoides da Haematococcus
pluvialis contém cerca de 70% de monoesteres e 10% de
diésteres de astaxantina, ¢ 5% de astaxantina livre, além de B-
caroteno, cataxantina e luteina. Varios metodos tém sido
usados para a determinacdo destes carotenoides, incluindo
métodos espectrofotométricos e de cromatografia liquida,
sendo que os primeiros apresentam as vantagens de serem mais
rapidos e de baixo custo, uma vez que o teor pode ser estimado
sem requerer a separacao e/ou tratamento prévio da amostra.

A Figura 11 mostra o espectro padrdo de absorcdo de
astaxantina no comprimento de onda de 400 a 600 nm e na

Figura 12 o espectro de absor¢do da SEHP.
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Espectro de absorcgdo astaxantina
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Figura 11. Espectro de absorcdo no UV e visivel da astaxantina padrao.
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Figura 12. Espectro de varredura da SEHP na faixa de comprimento de
onda de 400 nm a 600 nm.
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Como pode ser observado no espectro de absorcdo da
SEPH (Figura 12), ndo houve interferéncia da clorofila no
doseamento dos carotenoides totais. Assim, neste estudo, o teor
de carotenoide totais foi determinado de acordo com a lei
Lambert-Beer e o valor encontrado foi de 82,1 £ 2,1 pg/mL
(Tabela 4). Considerando o volume de solucdo extrativa obtida
(800 mL) e a massa de biomassa utilizada (5 g), a massa total
extraida de carotenoides totais foi de 65,68 mg ou 13,14 mg/g
de biomassa. Este valor foi mais baixo que aqueles encontrados
por Passos e colaboradores (2007), em um estudo que visava
avaliar o feito do tipo de solvente extrator sobre o teor de

carotenoides de H. pluvialis.

A quantificacdo de astaxantina nos extratos de H.
pluvialis (Figura 13) tem sido considerada um desafio e muitas
vezes somente uma estimativa pode ser obtida. A
Haematococcus produz astaxantina principalmente na forma de
ésteres, cujos padrdes ndo sdo disponiveis para calibracdo do
método. Muitos métodos tém proposto a hidrdlise enzimatica
dos ésteres para determinacdo da astaxantina total. Entretanto,
estas reaces podem levar a degradacdo parcial da astaxantina,
levando a obtencdo de valores mais baixos do que os reais.
Entdo neste trabalho foi avaliada unicamente o teor de
astaxantina livre (AST) nas amostras (SEHP e ES). O método

utilizado na quantificacdo foi aquele desenvolvido no
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Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal no Centro
de Ciéncias Agrarias da UFSC.

Solugao extrativa H. pluvialis

40

20

min

Figura 13. Cromatograma obtidos nas analises de astaxantina
na SEHP por CLAE. O tempo de retencdo da astaxantina foi de
4,4 minutos.

53 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS
EXTRATOS SECOS DE HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS
POR SECAGEM EM TORRE DE ASPERSAO (SPRAY
DRYING)
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5.3.1 Caracterizagdo do adjuvante dioxido de silicio
coloidal (Aerosil® 200)

A secagem é uma das operagdes mais frequentes na
producdo de medicamentos, sendo usada para obtencdo de pos
e granulos, que podem ainda serem processados para gerar
outras formas farmacéuticas solidas, como as capsulas e os
comprimidos (OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). A remocdo
da &gua proporciona um aumento na estabilidade quimica,
fisico-quimica e microbiologica, aumentando assim a vida util
do produto final. A secagem em torre de aspersdo tem sido
empregada para a secagem de inimeras solucbes extrativas
vegetais, pois € um processo rapido, facilmente escalonavel, e
permite a obtencdo de pOs secos com boas caracteristicas
fisico-quimicas e elevado rendimento (MASTERS, 1985).
Entretanto, o sucesso da operacdo de secagem depende das
caracteristicas fisicas e quimicas do material a ser seco e das
condicGes de processamento. Em geral, materiais de partida
ricos em acgucares e acidos de baixo peso molecular conduzem
a obtencdo de pds muito higroscopicos, suscetiveis a
aglomeracdo e com problemas de fluidez, que muitas vezes
podem se aderir a torre de secagem, levando ao baixo
rendimento da operacdo (BHANDARI et al.,1997). Estes

problemas tém sido contornados pela adicdo de adjuvantes de
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secagem. Os mais comumente empregados sdo: amido,
ciclodextrinas, dioxido de silicio coloidal, fosfato tricélcico,
gelatina, goma arabica, lactose, maltodextrinas, entre outros
(OLIVEIRA e PETROVICK, 2009).

Ensaios preliminares levaram a selecdo do didxido de
silicio coloidal como adjuvante de secagem. De acordo com a
USP 30, o diéxido de silicio coloidal ¢ uma silica pirogénica,
submicroscépica obtida a partir de uma hidrélise em chama a
1.000°C, contendo ndo menos que 99% e ndo mais que 100,5%
de SiO,. O tamanho destas particulas é em torno de 12 nme o
pH de uma dispersdo na concentracdo 10% varia entre 3,5-5,5
(USP, 2007). E um p6 fino, branco, amorfo, inodoro e insipido
(VILLANOVA, SA, 2007). Apresenta elevada superficie
especifica e alto poder sorvente, tendo sido amplamente
empregado na obtencdo de produtos secos por aspersdo a partir
de solucBes extrativas de diferentes espécies vegetais
(OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). O pequeno tamanho da
particula e a grande superficie de contato fazem ainda com que
o diéxido de silicio coloidal forneca boas propriedades de
fluxos aos pds (VILLANOVA, SA, 2007).

A caracterizacdo do dioxido de silicio coloidal foi
realizada conforme descrito em 4.2.3.2. Os resultados obtidos

na determinacdo da perda por dessecacdo e do pH séo
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mostrados na Tabela 5. A fotomicrografia obtida por MEV

para avaliacdo da morfologia é mostrada na Figura 14.

Tabela 5. Resultados obtidos na caracterizagdo do didxido de
silicio coloidal (Aerosil® 200).

Ensaio Resultado Especificacédo (THE
UNITED, 2007)
Perda por dessecacdo (%) ~ 1,83+0,16 <25
pH 422+171 35-55

10kV X1,000 10pm LCME-UFSC

Figura 14. Fotomicrografia do dioxido de silicio coloidal
obtida por microscopia eletrdnica de varredura com aumento
de 1000x

Os resultados da avaliagdo da qualidade do adjuvante de
secagem  Aerosil® encontram-se dentro dos limites
especificados pela Farmacopeia Americana (THE UNITED,
2007). A observacdo morfologica revelou a presenca de

particulas de formato irregular, superficie rugosa e tamanho de
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alguns micrémetros, estando de acordo com as caracteristicas
observadas por outros autores (DOMINGUES et al., 2008).

5.3.2 Preparagéo e caracterizacdo dos extratos secos

5.3.2.1 Avaliacdo dos parametros de secagem sobre as

caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos extratos secos

5.3.2.1.1 Rendimento e teor de umidade

Vérios fatores afetam a secagem por spray-drying,
incluindo as caracteristicas do material a ser seco e 0s
parametros do processo. Dentre eles, a concentragdo de sélidos
presentes no liquido de alimentacdo exerce grande impacto
sobre a eficiéncia da operacdo de secagem. O teor de sélidos
que permita a obtencdo de um produto com caracteristicas
desejaveis deve ser otimizado, visto que este pode impactar no
custo do processo. Em geral, a operacdo dever ser realizada
com o maximo teor de solidos possivel, possibilitando uma
utilizagdo adequada do calor. Baixas concentracdes de sélidos

necessitam que grande quantidade de solvente seja eliminada e,
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portanto, requerem uma maior quantidade de calor para a
secagem (MASTERS, 1985). Em relacéo ao processo, um dos
parametros mais importantes é a temperatura do ar de entrada,
sendo determinante na qualidade do produto obtido. O aumento
na temperatura do material de entrada facilita o processo de
secagem, pois normalmente reduz a tensdo superficial e a
viscosidade, facilitando a formacéo de goticulas (OLIVEIRA,
PETROVICK, 2009). Assim, neste trabalho foi avaliado o
efeito da concentragéo de didxido de silicio coloidal (2%, 4% e
6%) e temperatura de entrada (150°C e 175°C), sobre as
caracteristicas fisico-quimicas dos extratos secos. Os resultados
obtidos na determinacdo do rendimento da operacdo e teor de

umidade estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados de rendimento e teor de umidade dos
extratos secos em funcao das condi¢des de secagem (n = 3).

Aerosil 200 Temperatura de Rendimento Teor de

(%)* entrada (°C) (%, M + o) umidade
(%, M £ o)

ES1 2 150 87,8 +0,01 1,8+0,19
ES2 4 150 88,9 + 0,02 1,6 +0,04
ES3 6 150 88,0 + 0,06 1,4+0,20
ES4 2 175 94,6 +0,04 1,4+0,20
ES5 4 175 93,3+0,30 1,2+0,20
ES6 6 175 94,0+ 0,35 1,0+0,13

'Calculado em relagéo ao volume de SEHP.

Como € possivel observar na Tabela 6, os valores de

rendimento de secagem variaram entre 87,8 e 94,6%, sendo
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que foram maiores quando a maior temperatura de secagem foi
utilizada. A andlise estatistica evidenciou que o rendimento é
afetado unicamente pela temperatura de entrada do spray-dryer
(P< 0,001), mas ndo pela concentracio de Aerosil®. O teor de
umidade variou entre 1,0 e 1,8% (m/m) e foi afetado por ambos
0s parametros de secagem avaliados.

Os resultados observados neste trabalho sdo semelhantes
aos encontrados por outros autores. A influéncia dos
parametros de temperatura de entrada e concentracdo de
diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) sobre as
caracteristicas de produtos secos por aspersdao da Schinus
terebinthifolius (aroeira vermelha) foi investigada por
Vasconcelos e colaboradores (2005). Os resultados do estudo
revelaram que o rendimento do processo aumentou nos niveis
mais altos de Aerosil®. Na concentracdo de 30% obtiveram os
menores valores para a umidade residual, independentemente
da temperatura de entrada. A higroscopicidade e a umidade
residual dos produtos foram inversamente proporcionais ao
aumento da temperatura de entrada e a concentracdo do
adjuvante. Similarmente, estudos mostraram que o teor de
umidade do tomate em p6 (GOULA et al., 2005), pé de suco de
laranja (CHEGINI, GHOBADIAN, 2005), suco de cacto de
pera em p6 (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2005) e
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cenoura preta em p6 (ERSUS, YURDAGEL, 2007) diminuiu

com o aumento da temperatura de secagem.

5.3.2.1.2 Tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho de particula € uma das
caracteristicas mais importantes de um sistema de pé ou de
particulas, pois afeta tanto as propriedades como o desempenho
dos produtos intermediarios e finais (BRITTON, 1995). Certas
propriedades quimicas e fisicas dos farmacos sdo afetadas pelo
tamanho, forma e morfologia da superficie da particula, assim
como a homogeneidade da formulacdo, velocidade de
dissolucdo e biodisponibilidade. Além disso, as propriedades
de fluxo estdo diretamente relacionadas ao tamanho de
particula (MASTERS, 1985; CHAN, et al., 2007).

A distribuicdo granulométrica dos extratos secos de H.
pluvialis foi determinada por difratometria a laser, conforme
descrito em 4.2.3.3.3. A Figura 15 exibe os graficos de
distribuicdo de tamanho das particulas dos extratos secos de H.
pluvialis obtidos nas diferentes condicdes testadas. Na tabela 7
estdo dispostos os valores tamanho a 10% (di0s), 50% (dso9) €
90% (dgoy) da distribuicdo acumulada, assim como o didmetro

médio (ds3) e de Span de todas as formulacGes.
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Figura 15. Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas
dos extratos secos de H. pluvialis: (a) ES1, (b) ES2, (c) ES3,

(d) ES4, (e) ESS, (f) ESS.
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Tabela 7. Tamanho de particula e distribuicdo granulométrica
dos extratos secos de H. pluvialis.

Extrato digwt o dsos + © oo+ © d413 t o Span tc
(pm) (um) () (pm)

ES1 6,65+0,11 12,50 £ 22,89 = 13,78 £ 1,29 £ 0,04
0,01 0,39 0,07

ES2 6,44 £ 0,15 11,86 £ 22,77 13,62 £ 1,35+ 0,06
0,47 0,76 0,19

ES3 6,49 £ 0,15 11,86 £ 22,28 = 13,41 + 1,32 £0,06
0,56 0,89 0,27

ES4 6,41 +0,10 12,29 + 23,82 1435+ 1,45+ 0,07
0,86 0,80 0,27

ES5 6,01 £ 0,03 11,06 £ 22,73 = 14,08 £ 1,25+0,03
0,10 0,34 0,15

ES6 6,36 £ 0,01 12,93+ 23,38 = 14,84 + 1,54 £ 0,03
0,06 0,61 1,33

Na tabela: dygy, dsop € dooo, referem-se ao didmetro da particula correspondente a
10%, 50% e 90% da distribui¢do acumulada e d43 corresponde ao didmetro médio
equivalente a uma esfera de igual volume.

Como ¢é possivel observar na Figura 15, 0s extratos secos
exibiram perfis de distribuicdo granulométrica bastante
similares, todos apresentando distribuicdo monomodal. O
diametro medio das particulas (d43) variou entre 13,41 e 14,84
um e os valores de span foram baixos, variando entre 1,25 e
1,54 (Tabela 7). Os valores de Span, que fornecem um
indicativo da amplitude da distribuicdo granulométrica,
indicaram uma estreita distribuicdo de tamanho, uma vez que
qguanto menores eles sdo, mais estreita é a distribuicdo
(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007). Este resultado pode
estar relacionado com a baixa viscosidade das misturas de

adjuvante e solugdo extrativa. Como o mesmo adjuvante de
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secagem foi utilizado para todas as formulacdes,
provavelmente as diferentes concentragfes utilizadas néo
foram capazes de modificar as caracteristicas do liquido de
alimentacéo e, portanto, do perfil da distribuicdo de tamanho
de particula.

5.3.2.1.3 Avaliacéo da morfologia

As fotomicrografias dos extratos secos de H. pluvialis
sdo mostradas nas Figuras 16 e 17. A andlise por microscopia
eletrénica de varredura demonstra que os extratos secos de H.
pluvialis apresentaram formato esférico e superficie lisa,
caracteristico de pos produzidos pelo processo de secagem por
aspersdo, sem a presenca de poros superficiais. As particulas
exibiram tamanhos de alguns micrometros, estando de acordo

com os resultados obtidos pela técnica de difracdo a laser.

Nijdam e colaboradores (2006) observaram a formacéo
de particulas mais rigidas com a utilizacdo de temperaturas
mais elevadas, na producdo de particulas de leite em pd por
spray-drying. De acordo com estes autores, quando a
temperatura € suficientemente alta, a umidade evapora
rapidamente e a superficie se torna seca e dura, de modo que as

particulas ndo murcham. No entanto, quando a temperatura de



122

secagem é mais baixa, a superficie das particulas permanece
Umida e flexivel por mais tempo e, dessa forma, as particulas

podem ficar murchas e enrugadas, quando resfriadas.

Outro fator importante a ser considerado, é a viscosidade
do liquido de alimentacdo, que esta relacionado com a
concentracdo de solidos, pois esta interfere na formacdo de
gotas esféricas. De modo geral, menos energia ou menor
pressdo sdo aplicadas quando a viscosidade &€ mais baixa
(SOARES, 2002).

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas na
morfologia das particulas quando as diferentes condicGes de
secagem foram testadas, sugerindo que nem a temperatura de
entrada, nem a concentracdo de didxido de silicio coloidal
provocou mudangas nas caracteristicas do liquido de
alimentacdo e/ou no processo de secagem que resultassem em

alteracdes na estrutura das particulas.
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a)

X2,000 10pm LCME-UFSC
(b)

X2,000 10pm LCME-UFSC
(©

X2,000 10pm LCME-UFSC
Figura 16. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura dos extratos secos Haematococcus pluvialis, preparados
usando temperatura de entrada de 150 °C e (a) 2%, (b) 4% e (c) 6% de
diéxido de silicio coloidal.
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(@)

X2,000 10pm

(b)

X2,000 10pm

(©)

X2,000 10pm

Figura 17. Fotomicrografias

LCME-UFSC

LCME-UFSC

LCME-UFSC

obtidas por microscopia

eletrbnica de varredura dos extratos secos Haematococcus
pluvialis, preparados usando temperatura de entrada de 175 °C
e (a) 2%, (b) 4% e (c) 6% de didxido de silicio coloidal.
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5.3.21.4 Determinagdo da densidade aparente e de

compactacao

Na secagem em torre de aspersdo, a influéncia do teor de
solidos no material de partida também é refletida na densidade
do produto final. De acordo com Cao e colaboradores (2000), o
aumento no conteudo de soélidos, eleva a viscosidade,
resultando em pos mais densos. Por outro lado, quanto menor o
conteddo de sélidos em uma suspensdo, maior 0 espaco 0CO
interno da particula, com formacdo de particulas com paredes
menos espessas e menos densas (OLIVEIRA, PETROVICK,
2009).

A densidade de um pd esta diretamente ligada a estrutura
das particulas e, consequentemente, a capacidade de fluxo e
compressdo. Representa um parametro importante na etapa de
desenvolvimento de uma formulacdo, porém, ndo ha uma
escala para determinacdo dos limites (VALENTE, 2010). Os
valores das densidades aparente e de compactacdo foram
obtidos conforme descrito em 4.2.3.3.5 e 0s resultados estdo
demonstrados na Tabela 8. Os valores de densidade aparente e
compactada dos extratos secos ficaram em torno de 0,11 e 0,12
g/mL, respectivamente, e ndo parecem ter sido afetados pelas

condicdes de secagem testadas.
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Tabela 8. Valores de densidade aparente e de compactacao dos
extratos secos de H. pluvialis (n=3).

Extrato Densidade aparente Densidade compactada

(g/mL, M * 5) (g/mL, M £ 5)
ES1 0,110 + 0,002 0,132 + 0,001
ES2 0,107 + 0,002 0,125 + 0,002
ES3 0,104 + 0,003 0,124 + 0,003
ES4 0,113 + 0,004 0,125 + 0,004
ES5 0,125 + 0,004 0,139 + 0,001
ES6 0,113+ 0,003 0,126 + 0,003

5.3.2.1.5 Avaliacéo das propriedades de fluxo

Pés com fins medicinais devem apresentar boa fluidez
para serem empregados na producdo de formas sélidas. Com
base na densidade aparente e de compactacdo dos extratos
foram determinados os valores de indice de Carr (IC) e do
Fator de Hausner (FH), os quais estdo relacionados com o
comportamento do p6 frente ao fluxo e compressdo. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de indice de Carr e fator de Hausner, e
classificacdo da fluidez dos extratos secos de H. pluvialis

Extrato indice de Carr Fator de Hausner
(%, M o) Fluidez
ES1 15,38 £ 0,03 Bom 1,20+ 0,02
ES2 14,40 + 0,01 Bom 1,16 + 0,04
ES3 16,12 + 0,02 Bom 1,19+ 0,05
ES4 10,61 + 0,01 Excelente 1,10+0,01
ES5 10,07 + 0,02 Excelente 1,11+0,03
ES6 10,31 + 0,04 Excelente 1,20+ 0,02

Os valores do indice de Carr variaram entre 14,40 e
16,12%, e entre 10,07 e 10,61% para os extratos preparados
com temperatura de entrada de 150° C e 175° C,
respectivamente, classificando os p6s como tendo fluxo bom a

excelente.

O fator de Hausner esta relacionado ao atrito das
particulas e, como tal, também pode ser utilizado para prever
propriedades de fluxo do sistema particulado. Valores de fator
de Hausner superiores a 1,25 indicam pds com pobres
caracteristicas de fluxo. Portanto, os valores encontrados para
0s extratos secos também evidenciam que estes apresentam
boas propriedades de fluxo. Esta caracteristica esta associada a
utilizacdo do didxido de silicio coloidal como adjuvante de
secagem. Ambike e colaboradores (2005) igualmente relataram

que o Aerosil® apresenta papel significativo na melhoria das
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propriedades de fluxo de dispersGes sélidas de sinvastatina
obtidas por spray-drying.

5.3.2.1.6 Espectroscopia de absorg¢éo no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

Os extratos secos de H. pluvialis foram caracterizados
por espectroscopia de absor¢do no infravermelho. Os
resultados sdo mostrados na Figura 18. O espectro de
infravermelho da astaxantina padrdo mostrou bandas
caracteristicas em concordancia com o reportado anteriormente
(YUAN et al., 2011). Estas incluem uma forte banda a 1654
cm™ correspondente ao estiramento C=0, uma banda em 1550
cm™ referente ao estiramento C=C do anel, e uma banda na
regido 3450 cm™ corresponde ao estiramento O-H.
Estiramentos na regido 3010 cm™, 2925 cm™ e 2854 cm™
correspondem a presenca da cadeia isoprenoide. O espectro do
dioxido de silicio coloidal apresentou apenas uma banda
intensa na regido proxima a 1000 cm™ que esta relacionada a

ligagdo Si-O (SILVERSTEIN et al., 2006).

Os espectros obtidos na analise dos extratos secos

revelaram a presenca das bandas caracteristicas da astaxantina
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em 3450 cm?, em 3010 cm?, 2925 cm® e 2854 cm® e em
cerca de 1600 cm™, assim como a banda caracteristica do

dioxido de silicio em cerca de 1000 cm™.
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Figura 18. Espectros de infravermelho com transformada de
Fourier da astaxantina padrdo, didxido de silicio coloidal e dos
extratos secos de H. pluvialis.

5.3.2.1.7 Analise calorimétrica exploratdéria diferencial

(DSC) e termogravimétrica (TG)

As curvas obtidas na analise por calorimetria exploratéria

diferencial e termogravimetria dos extratos secos de H.
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pluvialis e do dioxido de silicio coloidal encontram-se
mostradas nas Figuras 19 e 20, respectivamente. Como pode
ser observado em ambas Figuras, ndo foi possivel visualizar
eventos térmicos para os componentes dos extratos secos,
sugerindo que tais compostos ndo encontram-se na forma

cristalina nos mesmos.

DSC
mw
~_ ) . Aerosi
ES1
ES2
ES3
ES4
ESS
ES6
20 000 1500 7000 00 3000 OO
Temp [C]

Figura 19. Curvas de DSC obtidas para o dioxido de silicio e
para os extratos secos de H. pluvialis.
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Figura20. Curvas obtidas na analise termogravimeétrica do (a)
dioxido de silicio coloidal e (b-g) e dos extratos secos de H.
pluvialis. (b) ES1, (c) ES2, (d) ES3, (e) ES4 (f) ES5 (g) ES6.

5.3.2.1.8 Teor de carotenoides totais

Os valores de teor de carotenoides totais dos extratos

secos de H. pluvialis obtidos em diferentes condicGes de

secagem podem ser visualizados na Tabela 10.
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Tabela 10. Teor de carotenoides totais nos extratos secos de H.

pluvialis.

Extrato Teor de carotenoides totais Recuperacéo

seco (g/100g; M £ o) (%, M= o)
ESl 2,27 0,006 99,87 + 0,009
ES2 1,430,007 98,26 + 0,001
ES3 0,79+ 0,003 73,70 + 0,001
ES4 2,13+ 0,066 92,92 + 0,009
ES5 1,15+ 0,008 79,11 +0,001
ES6 0,73 +0,006 67,87 + 0,002

Fca temperatura = 5,15; F¢ concentracdo aerosil = 175,04; Feq = 3,11 (nivel de significancia =
5%)

A andlise estatistica evidenciou gue tanto a temperatura
como a concentracdo de aerosil afetaram significativamente o
teor de carotenoides totais nos extratos secos (P=0,05). O
extrato ES1 apresentou maior concentragdo de carotenoides
totais, além da maior recuperacédo do teor em relacdo a solucao
extrativa. Observa-se que com o aumento da temperatura e
concentracdo do adjuvante de secagem ha reducao significativa

do teor de carotenoides totais.

A perda de apenas uma parte dos carotenoides pode
provavelmente ser explicada pelo fato de que a sensibilidade a
temperatura de carotenoides depende da estrutura quimica
especifica dos mesmos, com componentes com longa cadeia de
duplas ligagdes conjugadas (tais como [-caroteno) serem mais
susceptiveis a temperatura (CHEN, TANG, 1998).
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A decomposicao térmica e oxidacdo foram possivelmente
0s responsaveis por esta diminuicdo. Ryckebosch e
colaboradores  (2011) relataram que a microalga
Phaeodactylum tricornutum secas por spray-drying foram mais
suscetiveis a degradacdo do que aquelas secas por liofilizacdo
(freeze-drying). Por outro lado, apesar das altas temperaturas
utilizadas no processo de secagem por spray-drying, Leach e
colaboradores (1998) relataram uma elevada recuperagdo de
carotenoides apds secagem da Dunaliella salina. Segundo os
autores, a geracdo de um jato de pulverizacdo atomizado
proporciona uma grande &rea de superficie para rapida
evaporacdo de agua. Consequentemente, a temperatura media
das gotas é suficientemente baixa, e 0 tempo de permanéncia
na camara de secagem das particulas secas € curto o suficiente
para que a oxidagdo excessiva dos carotenoides seja evitada.

De acordo com Goula e Adamopoulos (2005), 0 aumento
da temperatura de entrada do spray dryer resultou em maior
perda no teor de licopeno no tomate em pd. Similarmente,
Quek e colaboradores (2007) observaram uma diminuicdo do
teor de licopeno e B-caroteno na secagem em atomizacdo da

melancia com o aumento da temperatura do ar de entrada.
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5.3.2.1.9 Teor de astaxantina

O teor de astaxantina nos extratos secos foi realizado

conforme descrito em 4.2.3.3.10. O cromatograma de uma das

amostras de extrato seco (ES1) encontram-se exibidos na

Figura 21. Em ambos cromatogramas, a astaxantina exibiu um

tempo de retencdo de 4,6 minutos. Os resultados de teor e de

recuperagdo da astaxantina nos extratos secos encontram-se

mostrados na Tabela 11.

Extrato 1: 150°C _ 2% Aerosil

1 5 6

min

Figura 21. Cromatogramas obtidos ap0s analise do extrato

seco de H. pluvialis (ES1) por CLAE.
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Tabela 11. Teor de astaxantina nos extratos secos de H.

pluvialis
Extrato Teor de astaxantina Recuperacao (%)
(mg/100g; M £ ©) (I; M+ o)
ES1 76,60 £10,42 33,59 £ 4,57
ES2 51,70 = 3,50 34,40 £2,40
ES3 33,69 £4,20 32,20 £3,89
ES4 30,66 + 4,96 13,44 £ 2,17
ES5 2494 £ 4,17 17,08 £ 2,86
ES6 27,51 +2,06 25,47 +£1,91

Fea temperatura = 100,93; Fca concentracdo aerosil = 26,73; Fiteragio = 19,22, Feie = 3,11 (nivel
de significancia = 5%)

Como pode ser observado na Tabela 11, os valores de
teor de astaxantina variaram entre 76,60 e 24,94 mg/100 g de
extrato seco. A analise estatistica revelou que ambos
parametros de secagem afetaram significativamente o teor de
astaxantina (P = 0,05). Entretanto, diferencas significativas
entre as medias foram encontradas quando a concentracdo de
aerosil aumentou, para uma temperatura de entrada de 150° C e
quando a temperatura variou de 150 para 175° C, para as duas
concentracdes de 2 e 6% de aerosil. Para todos os extratos, 0s
valores de recuperacdo foram baixos, variando entre 13,44 e
34,40%, mostrando que a astaxantina livre é afetada na
secagem por spray-drying.
5.3.2.1.11 Avaliacdo do perfil de dissolu¢do de carotenoides

totais a partir dos extratos secos de Haematococcus pluvialis
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No desenvolvimento de formas farmacéuticas, estudos de
dissolucdo s&o particularmente importantes, pois permitem, por
meio de medigbes in vitro, dar indicagfes sobre o
comportamento do farmaco in vivo. De forma simplificada, a
dissolucdo pode ser entendida como a liberacdo de um farmaco
da sua forma farmacéutica, tornando-se disponivel para
absorcdo pelo organismo. Desta forma, o ensaio de dissolucéo
corresponde a um teste fisico, no qual o farmaco passa para a
forma soluvel a partir da forma farmacéutica solida intacta ou
dos fragmentos formados durante o ensaio (SANTOS et al.,
2011). Ainda, ensaios de dissolucdo podem ser usados como
ferramenta no desenvolvimento de formas farmacéuticas para
ajustar e/ou otimizar a formulacdo e as condicdes de
processamento, de modo a fornecer o maximo de eficacia
terapéutica para um dado medicamento. Assim, com 0 objetivo
de avaliar o efeito das condigcdes de secagem sobre o perfil de
dissolucdo de carotenoides totais de H. pluvialis, foram

realizados os testes de dissolucao.

Em ensaios de dissolucdo, as condicdes sink devem
sempre ser respeitadas. Condicdes sink sdo definidas como
aquelas em que ndo ha saturacdo do meio e a velocidade de
liberacdo é linear, ou seja, ndo sofre influéncia da solubilidade
dos compostos no meio de dissolucdo (AULTON, 2005).

Como via de regra admite-se que condigdes sink sdo atingidas
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quando a concentragdo maxima do farmaco no meio de
dissolucdo corresponde a 10% da sua concentracdo na
saturagdo.  Assim, varios meios de dissolucdo foram
previamente testados por meio da adicdo de quantidades
crescentes dos extratos e avaliacdo visual da solubilizagdo. A
partir destes dados, a solucdo de lauril sulfato de so6dio 0,5%
(m/V) foi selecionada como médio de dissolugdo. Os ensaios
foram realizados aplicando o método da pé agitadora, seguindo
0s critérios recomendados pela Farmacopeia Americana (THE
UNITED, 2007). Os ensaios foram realizados a 37° C, com a
velocidade de agitacdo a 75 rotagbes por minuto, sendo
analisadas no minimo seis capsulas de cada extrato seco de H.
pluvialis. A leitura espectrofotométrica das absorbancias foi
efetuada em continuo, durante 60 minutos. As concentracdes
de carotenoides totais foram calculadas conforme descrito em
4.2.3.3.9. A partir dos resultados, curvas de porcentagem
dissolvida (%) versus tempo (min) foram construidas. A partir
dos perfis de dissolucdo, os valores de tsoy (tempo para
dissolucdo de 50% de carotenoides totais) e eficiéncia de
dissolucdo (ED%) foram estimados. Os resultados sdo

mostrados na Figura 22 e Tabela 12, respectivamente.
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—¥— Extrato 2 (150°C 4% Aerosil)
—&— Extrato 3 (150°C 6% Aerosil)

T T T T T
10 20 30 40 50 60

Tempo (min.)

% Dissolugdo CT

100 ~

—a&— Extrato 4 (175°C 2% Aerosil)
—¥— Extrato 5 (175°C 4% Aerosil)
—&— Extrato 6 (175°C 6% Aerosil)

T T T
10 20 30 40 50 60
Tempo (min.)

Figura 22. Perfis de dissolucdo de carotenoides totais a partir

dos extratos secos de H. pluvialis obtidos usando temperatura
de entrada de (a) 150 °C e (b) 175 °C.



139

Tabela 12. Eficiéncia de dissolucdo dos extratos secos de H.

pluvialis
Extrato seco ED

(%, M = o)
ES1 82,66 £ 0,19
ES2 85,0 £ 0,29
ES3 86,50 £ 0,28
ES4 83,37 £0,12
ES5 85,25 + 0,27
ES6 89,17 £ 0,28

O teste de dissolucdo é classificado, segundo sua
finalidade, em teste de categoria 111 (BRASIL, 2003), sendo,
portanto, necessario para sua validacdo a avaliacdo do
parametro de precisdo por meio da repetibilidade. Apos
selecionados os pardmetros considerados mais adequados para
a realizacdo dos testes, o0 método de dissolucdo foi validado
através do ensaio de precisdo por meio de repetibilidade
utilizando céapsulas contendo 200 mg de extrato seco de H.
pluvialis. Os valores de dissolucdo de carotenoides totais ap6s
60 minutos variaram entre 82,6 e 89,2%. O valor de desvio
padrdo relativo foi 2,72%, portanto, inferior a 5%, o0 que
certifica a precisdo do método, conforme preconizado pela
ANVISA (BRASIL, 2003).

Como mostrado na Figura 22, o percentual dissolvido

acumulado de carotenoides totais ap6s 20 minutos de ensaio

variou de 90,35% a 95,06%. A analise da variangia realizada
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revelou a auséncia de diferenca significativa entre os valores de

eficiéncia de dissolugdo para um nivel de significancia de 5%.

O uso da silica coloidal pode minimizar a geragdo carga
eletrostética entre os p6s com a parede do spray dryer, que
acarretam no aumento da produtividade bem na melhora das
propriedades de fluxo dos pds. Além disso, a silica também
funciona como adsorvente (que oferece elevada éarea
superficial) e desempenha um papel significativo no
aprimoramento da solubilidade (PATEL, et.al, 2014). InGmeros
trabalhos de pesquisa também tém sido relatados sobre
melhoria na dissolucdo, rendimento do processo e estabilidade
dos extratos ap6s a adicdo do Aerosil® na solucéo a ser seca em
spray dryer (MARTINS, et al., 2011; TAKEUCHI et al., 2005;
SHEN et al., 2011).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA
BIOMASSA, SOLUCAO EXTRATIVA E DOS EXTRATOS
SECOS DE HAEMATOCOCCUS PULVIALIS

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método do
DPPH. Este método é baseado na captura do radical livre
estavel 1,1 difenil-2-picrilhidrazil por substancias capazes de

doar prétons, levando a formagdo de sua forma reduzida
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(MOLINEUX, 2004). A medida que o DPPH sofre reducéo,
observa-se a mudanca da coloracdo da solugdo original de
violeta intensa para amarela, proporcional a concentracdo da
substancia antioxidante em questdo. Este ensaio é amplamente
utilizado para a medigdo da capacidade de alimentos e produtos
fitofarmacéuticos em sequestrar radicais livres, assim como nas
areas de toxicologia e farmacologia. Os resultados encontram-

se sumarizados na Tabela 13.

Tabela 13. Percentual de atividade antioxidante da biomassa
de H. pluvialis, da solucéo extrativa e dos extratos secos de H.

pluvialis

Amostra Atividade antioxidante

(dispersao 10 (%, M £ o)

mg/ml)

Biomassa 77,83 +0,16

SEHP 71,38 +0,25

ES1 65,93 + 0,05

ES2 65,75 + 0,08

ES3 60,98 + 0,06

ES4 56,05 + 0,03

ES5 57,15+ 0,03

ES6 55,78 + 0,06

Os valores de atividade antioxidante encontrados das
amostras (biomassa, SEHP e extratos secos) variaram entre
55,78 e 77,83%, sendo que os menores valores encontrados
foram obtidos para 0s extratos secos preparados com

temperatura de entrada de 175° C, estando provavelmente
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relacionado com a reducdo da quantidade de carotenoides com

0 processo de secagem.

Conforme Gordon (1990), a acdo antioxidante é baseada
na quebra da cadeia do radical livre pela doacdo de um atomo
de hidrogénio. Neste caso, acredita-se que 0s carotenoides,
incluindo a astaxantina, presente nos extratos doe, ao radical
livre, &tomos de hidrogénio dos grupos hidroxilas fendlicos. A
atividade antioxidante da astaxantina tem sido mostrada em
diversos estudos. Em alguns casos, a astaxantina demonstrou
habilidade maior para combater radicais livres que aquela
realizada pelo B-caroteno e pela vitamina E (NAGUIB, 2000).
A forte propriedade antioxidante da astaxantina € devida a sua
estrutura especial, com um total de onze duplas ligacdes
conjugadas carbono-carbono (SHIMIDZU, GOTO, MIKI,
1996). Acredita-se que a atividade antioxidante da astaxantina,
esteja relacionada a outras propriedades, como a protecdo
contra os raios luminosos ultravioleta (UV), fotoxidacao,
inflamacédo, anticarcinogénico, promoc¢do da resposta imune,
salde do coracdo, olhos e préstata (GUERIN, 2003).

A secagem por atomizacdo € um processo altamente
adequado para 0s componentes sensiveis ao calor, tais como 0s
carotenoides, e tem sido aplicada com sucesso para a
manutencdo da estabilidade dos carotenoides em alimentos

vegetais, como cenoura, polpa de tomate, blueberry, entre
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outros (KHA, NGUYEN, ROACH, 2010). Em resumo, 0s
resultados encontrados neste trabalho considerando a atividade
antioxidante dos extratos secos de H. pluvialis obtidos por
spray-drying, corroboram o0s resultados de outros autores.
Cero0n, et al. (2007) demonstraram que a atividade antioxidante
da Haematococcus pluvialis esta relacionada com o contetdo
de carotenoides presentes.
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o Os valores de rendimento de secagem variaram entre
87,8 e 94,6%, sendo que foram maiores quando a maior
temperatura de secagem foi utilizada. A andlise estatistica
evidenciou que o rendimento é afetado unicamente pela
temperatura de entrada do spray-dryer (P< 0,001), mas ndo
pela concentracio de Aerosil®.

J Neste estudo, ndo foram observadas diferengas na
morfologia das particulas quando as diferentes condigdes de
secagem foram testadas, sugerindo que nem a temperatura de
entrada, nem a concentracdo de didxido de silicio coloidal
provocou mudangas nas caracteristicas do liquido de
alimentacdo e/ou no processo de secagem que resultassem em
alteracdes na estrutura das particulas.

o Os valores de densidade aparente e compactada nao
parecem ter sido afetados pelas condigdes de secagem testadas.
O indice de Carr e o fator de Hausner dos extratos secos
também evidenciam que estes apresentam boas propriedades de
fluxo.

o A analise estatistica evidenciou que tanto a
temperatura como a concentracdo de aerosil afetaram
significativamente o teor de carotenoides totais nos extratos
secos (P=0,05). O extrato ES1 apresentou maior concentragdo
de carotenoides totais além da maior recuperacdo do teor em

relagdo a solucgdo extrativa. Observou-se que com o0 aumento da
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temperatura e concentragdo do adjuvante de secagem
proporcionou reducgdo significativa do teor de carotenoides
totais. A perda de apenas uma parte dos carotenoides pode
provavelmente ser explicada pelo fato de que a sensibilidade a
temperatura de carotenoides depende da estrutura quimica
especifica dos mesmos.

o Os valores de teor de astaxantina variaram entre
76,60 e 24,94 mg/100 g de extrato seco. A analise estatistica
revelou que ambos parametros de secagem afetaram
significativamente o teor de astaxantina (P = 0,05). Para todos
0s extratos, os valores de recuperacdo foram baixos, variando
entre 13,44 e 34,40%, mostrando que a astaxantina livre é
afetada na secagem por spray-drying.

o O percentual dissolvido acumulado de carotenoides
totais apds 20 minutos de ensaio variou de 90,35% a 95,06%.
A analise da variancia revelou a auséncia de diferenca
significativa entre os valores de eficiéncia de dissolucdo para
um nivel de significancia de 5.

o Os valores de atividade antioxidante encontrados das
amostras (Biomassa, SEHP e extratos secos) variaram entre
55,78 e 77,83%, sendo que os menores valores encontrados
foram obtidos para 0s extratos secos preparados com

temperatura de entrada de 175° C, estando provavelmente
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relacionado com a reducgéo da quantidade de carotenoides com
0 processo de secagem.

o Assim, o conjunto de resultados demonstrou que a
obtencdo de extratos secos a partir da biomassa de
Haematococcus pluvialis pela técnica de secagem em torre de
aspersao (spray dryer) é promissor especialmente, o extrato
ES1, que apresentou maior teor de carotenoides totais, teor de
astaxantina e maior atividade antioxidante.

o Como perspectivas futuras, espera-se testar a
atividade anti-tumural e ainti-inflamatoria in vitro e in vivo dos

extratos.
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