
 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

FARMÁCIA 

 

 

OBTENÇÃO DE EXTRATOS SECOS A 

PARTIR DA BIOMASSA DA MICROALGA 

HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS POR 

SECAGEM EM TORRE DE ASPERSÃO 

(SPRAY-DRYING). 

 

Francine Elisabeth Schütz 

Florianópolis, 2014 

 



Francine Elisabeth Schütz 

 

 

 

OBTENÇÃO DE EXTRATOS SECOS A 

PARTIR DA BIOMASSA DA MICROALGA 

HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS POR 

SECAGEM EM TORRE DE ASPERSÃO 

(SPRAY-DRYING). 

Dissertação apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Farmácia da 
Universidade Federal de Santa 
Catarina em requisito à obtenção de 
grau de Mestre em Farmácia, Área de 
concentração Fármacos e 
Medicamentos. 

Orientadora: Dra Elenara Lemos 

Senna. 

 

Florianópolis, 2014 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória 

 

Dedico aos meus pais que sempre me fizeram acreditar na 

realização dos meus sonhos e trabalharam muito para que 

eu pudesse realizá-los. 

Ao meu esposo, Alberto, companheiro no amor, na vida e 

nos sonhos, que sempre me apoiou em todos os momentos. 



AGRADECIMENTOS 

 

Registro meus agradecimentos a todos os que compartilharam 

o trilhar de mais esse caminho percorrido, contribuindo, direta 

ou indiretamente, para que eu realizasse essa pesquisa, 

auxiliando-me e dando-me forças nos momentos em que eu 

mais precisei. 

Agradeço, especialmente, à minha família, pelo apoio 

incondicional para que eu concretizasse este trabalho: minha 

mãe, Anete, e meu pai, Sérgio, que foram incansáveis em me 

incentivar, e sempre estiveram prontos a ajudar em tudo o que 

fosse necessário. À minha irmã, Stephanie, pelo apoio e ombro 

amigo. À minha sogra, Graça, e meu sogro, Carlos, por todas 

as palavras de incentivo e apoio. E em especial, ao meu esposo, 

Alberto, entendendo-me nos momentos de ausência, dando-me 

carinho e apoio. Essa dissertação também é sua. 

À minha orientadora, Dra Elenara Lemos Senna, por aceitar a 

orientação deste trabalho e conduzir seu desenvolvimento com 

sabedoria e paciência. Aos colegas e professores do mestrado, 

por tudo o que com eles aprendi e por partilharem a construção 

do meu estudo. 

Às amigas do coração Gecioni, Letícia, Thaísa e Janaína pelo 

carinho e parceria que se enraizou no decorrer desses anos. 



 
 

Pelo apoio na execução dos experimentos, discutindo a 

metodologia de trabalho, estando sempre prontas a me ajudar 

nas dúvidas e, acima de tudo, pelo convívio dia a dia. 

Ao professor Roberto Drener, pela disponibilização da 

biomassa. Sem seu conhecimento e dedicação esse trabalho 

não poderia ser realizado. 

Ao professor Marcelo Maraschin, por todo suporte no tema de 

carotenoides, pela dedicação e incentivo. 

Ao professor Pedro Barreto, pela colaboração nos ensaios de 

secagem e pela disponibilização do equipamento.  

À Fernanda Ramlov, pela de dicação incansável no 

desenvolvimento dos experimentos no HPLC. 

Ao CNPq pela bolsa concedida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

―Todas as vitórias ocultam 

uma abdicação‖.  

(Simone de Beauvoir) 



 
 

RESUMO 

A microalga Haematococcus pluvialis é conhecida por 

sintetizar e acumular grandes quantidades do cetocarotenoide 

astaxantina, sob condições ambientais extremas como alta 

intensidade de luz ou condições oligotróficas. Esta microalga 

apresenta grande interesse comercial e para uso farmacêutico é 

conveniente a obtenção de matérias-primas com características 

que permitam a sua transformação em formas farmacêuticas, 

incluindo a padronização em termos de concentração de 

constituintes ativos e elevada estabilidade química, físico-

química e microbiológica. Neste caso, a secagem tem como 

objetivo a retirada de água, que é responsável por propiciar um 

meio reacional favorável às reações químicas, fenômenos 

físicos e proliferação microbiana. Em especial, a secagem em 

torre de aspersão parece ser vantajosa, pois além de permitir a 

obtenção de produtos secos, é uma técnica rápida, pouco 

agressiva ao produto, de baixo custo e elevado rendimento, 

além de possibilitar o controle da uniformidade e tamanho de 

partícula e gerar produtos intermediários com propriedades 

tecnológicas adequadas para a produção de medicamento. 

Neste trabalho os extratos secos de Haematococcus pluvialis 

foram obtidos através da técnica de secagem em torre de 

aspersão (spray dryer). Os fatores estudados foram: 

temperaturas de entrada (150º e 175ºC) e concentrações do 

adjuvante de secagem Aerosil
® 

(2, 4 e 6%) a fim de produzir 

extratos com melhores características tecnológicas. Os extratos 

obtidos apresentaram-se na forma de pó 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 operação de secagem variou entre 87,8 e 94,6% 

e o teor de umidade entre 1,0 e 1,8%.  O diâmetro geométrico 

médio das partículas variou entre 13,41 a 14,84 µm. As 

densidades aparente e compactada exibiram valores bastante 

reduzidos, abaixo de 0,12 g/ml, e o fluxo dos pós foi 

caracterizado como sendo bom a excelente, conforme índice de 



Carr. A microscopia eletrônica de varredura evidenciou 

partículas esféricas e de superfície lisa. A análise térmica dos 

extratos secos não apresentou eventos térmicos, sugerindo que 

os compostos não encontram-se na forma cristalina. O perfil de 

liberação dos carotenoides totais a partir dos extratos secos foi 

rápido, sendo o percentual dissolvido acumulado após 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 os menores valores 

encontrados foram obtidos para os extratos secos preparados 

com temperatura de entrada de 175º C, estando provavelmente 

relacionado com a redução da quantidade de carotenoides com 

o processo de secagem. O conjunto de resultados demonstrou 

que a obtenção dos extratos secos de H. pluvialis obtidos pela 

técnica secagem em torre de aspersão é 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 ketocarotenoid 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 (150º and 

175º), 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 µm. 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 175º 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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INTRODUÇÃO GERAL 

As microalgas são organismos unicelulares dotados de 

clorofila e outros pigmentos, constituindo um dos mais 

eficientes sistemas biológicos de transformação da energia 

solar em compostos orgânicos, através da fotossíntese. 

Semelhantemente ao que ocorre em outros organismos, cada 

classe de microalgas apresenta sua própria combinação de 

pigmentos e, consequentemente, coloração distinta. Os três 

principais pigmentos encontrados nas microalgas são as 

clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas (ABALDE et al., 

1995).  

Os carotenoides são pigmentos naturais amplamente 

distribuídos na natureza, cuja coloração varia do amarelo ao 

vermelho intenso (STAHL, SIES, 2003). Seu potencial 

biológico está fortemente relacionado a sua atividade 

antioxidante, pois têm a capacidade de agir no sequestro de 

radicais livres e inativação dos mesmos (PALOZZA, 

KRINSKY, 1992). Os carotenoides exercem, portanto, um 

importante papel em doenças relacionadas ao envelhecimento, 

estando implicados na prevenção de várias patologias, como o 

câncer, ateriosclerose, catarata, problemas cardiovasculares, 

artrite reumatoide, entre outras.  Além dos efeitos 

antioxidantes, estudos têm mostrado que os carotenoides 
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podem atuar na regulação do crescimento celular, modulação 

da expressão gênica e resposta imune (STAHL, SIES, 2003). 

Os carotenoides são inibidores naturais da sinalização do NF-

kB, exibindo, assim, importante atividade anti-inflamatória 

(JIN et al., 2006).  

Haematococcus pluvialis é uma alga verde pertencente à 

divisão Chorophyta, classe Chlorophyceae, ordem Volvocales 

e família Haematococcaceae. É conhecida por sintetizar e 

acumular grandes quantidades do cetocarotenoide astaxantina 

(3,39-dihidroxi-b,b-caroteno-4,49-diona), sob condições 

ambientais extremas como alta intensidade de luz ou condições 

oligotróficas (OKADA, ISHIKURA, MAOKA, 2009). Autores 

relatam que a configuração química diferenciada da astaxantina 

seria a responsável pela sua maior capacidade antioxidante, 

quando comparada aos demais carotenoides e a algumas 

vitaminas (MIKI, 1991; NAGUIB, 2000). Ainda, devido à sua 

estrutura lipofílica, 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 

características fazem com que a astaxantina exiba diversos 

efeitos biológicos na prevenção e/ou tratamento de doenças 

como diabetes (MANABE et al., 2008), câncer (ZHANG et al., 

2014), doenças inflamatórias (LEE et al., 2003; YASUI et al, 
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2011), e doenças cardiovasculares (HUSSEIN et al., 2006a, 

PASHKOW et al., 2008). Estudos mais recentes também têm 

evidenciado que a astaxantina exibe atividade fotoprotetora 

frente aos efeitos deletérios da radiação solar (TOMINAGA et 

al., 2012; YOSHIBA et al., 2014).  

Em função disto, a Haematococcus pluvialis é uma 

microalga que apresenta grande interesse para o setor 

farmacêutico e cosmético, devido a sua capacidade de produzir 

elevadas quantidades de carotenoides, em especial a 

astaxantina. Entretanto, para uso farmacêutico é conveniente a 

obtenção de matérias-primas com características que permitam 

a sua transformação em formas farmacêuticas, incluindo a 

padronização em termos de concentração de constituintes 

ativos e elevada estabilidade química, físico-química e 

microbiológica. Neste caso, a secagem tem como objetivo a 

retirada de água, que é responsável por propiciar um meio 

reacional favorável às reações químicas, fenômenos físicos e 

proliferação microbiana. Em especial, a secagem em torre de 

aspersão parece ser vantajosa, pois além de permitir a obtenção 

de produtos secos, é uma técnica rápida, pouco agressiva ao 

produto, de baixo custo e elevado rendimento, além de 

possibilitar o controle da uniformidade e tamanho de partícula 

e gerar produtos intermediários com propriedades tecnológicas 
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adequadas para a produção de medicamentos (OLIVEIRA, 

PETROVICK, 2010). 

Estudos demonstraram que a secagem em torre de 

aspersão pode ser empregada na obtenção da biomassa de H. 

pluvialis, sem uma degradação excessiva dos carotenoides 

(LEACH et al., 1998; CERÓN-GARCÍA et al., 2010; 

RYCKEBOSCH et al., 2011; RAPOSO et al., 2012). 

Entretanto, estudos para obtenção de extratos secos ricos em 

carotenoides de H. pluvialis não são descritos na literatura. Por 

outro lado, para o processo de secagem é necessária a seleção 

do tipo e concentração de adjuvantes, visto que estes 

determinam não somente o rendimento do processo, mas 

também as propriedades químicas e físico-químicas do produto 

final, que podem afetar inclusive as características 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 

aspersão. O efeito do emprego de adjuvantes farmacêuticos e 

dos parâmetros de secagem sobre as características finais dos 

extratos secos será 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 aspersão. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Preparar soluções extrativas a partir da biomassa de H. 

pluvialis e caracterizá-las quanto às propriedades químicas e 

físico-quimicas, em especial quanto ao teor de carotenoides 

totais e astaxantina. 

 À partir das soluções extrativas, preparar extratos secos de 

Haematococcus pluvialis pela técnica de secagem em torre 

de aspersão (spray-drying). 

 Caracterizar os extratos secos quanto à morfologia das 

partículas, teor de umidade, rendimento, teor de 

carotenoides totais e astaxantina, tamanho e distribuição 

granulométrica das partículas, densidade e propriedades de 

fluxo. 

 Avaliar estatisticamente o efeito da adição de adjuvantes e 

das condições de secagem sobre as características químicas 

e físico-químicas dos extratos secos. 
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 Avaliar o perfil de dissolução dos carotenoides a partir dos 

extratos secos. 

 Avaliar a atividade antioxidante da solução extrativa e dos 

extratos secos de H. pluvialis pelo ensaio do DPPH.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 MICROALGAS 

 

As microalgas constituem um grupo extremamente 

heterogêneo de organismos unicelulares dotados de clorofila e 

outros pigmentos, sendo um dos mais eficientes sistemas 

biológicos de transformação da energia solar em compostos 

orgânicos, realizados por meio da fotossíntese (OLAIZOLA, 

2003). Apresentam uma distribuição global, podendo ser 

cultivadas nos mais inóspitos locais, tais como lagos salinos 

adjacentes a desertos ou nos mares Ártico e Antártico. São 

classificadas quanto ao tipo de pigmento, natureza química dos 

produtos de reserva e quanto aos constituintes de sua parede 

celular (DERNER, 2006). 

A grande diversidade de microalgas e suas características 

fisiológicas torna este grupo uma fonte potencialmente rica de 

compostos químicos, com aplicação nas indústrias de 

alimentos, cosméticos e farmacêutica. Como qualquer outro 

micro-organismo, as microalgas reagem a variações do meio 

externo com consequentes alterações do seu ambiente 

intracelular (HENRIQUES et al., 1998). Assim, a manipulação 

de condições de cultivo, notadamente a presença ou ausência 
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de determinados nutrientes, estimula a biossíntese de 

compostos, incluindo aqueles com atividade biológica 

(HENRIQUES et al., 1998; OLAIZOLA, 2003). Portanto, em 

decorrência da elevada importância econômica, nutricional e 

ecológica, as microalgas têm sido foco de inúmeras 

investigações (PRIYADARSHANI, RATH, 2012). Microalgas 

podem ser utilizadas para obtenção de uma grande variedade 

de metabólitos, tais como proteínas, lipídios, carboidratos, 

carotenoides e vitaminas, os quais podem ser aplicados como 

aditivos alimentares, cosméticos e para a produção de energia. 

Além disso, microalgas podem ser empregadas como um meio 

de sequestrar o dióxido de carbono a partir de gases poluentes 

emitidos por indústrias, e na purificação de efluentes e 

produção de biocombustíveis (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 procariótica, com representantes nas Divisões 

Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta; e (ii) estrutura 

celular eucariótica, com representantes nas divisões 

Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta 

(Prymnesiophyta), Heterokontophyta, Cryptophyta e 

Dinophyta. O número exato de espécies microalgais ainda é 

desconhecido, porém, há relatos de que possam existir de 
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200.000 até alguns milhões de representantes deste grupo 

(apud DERNER, 2006). Semelhantemente ao que ocorre em 

outros organismos, cada classe de microalgas apresenta sua 

própria combinação de pigmentos e, consequentemente, 

coloração distinta. Os três principais grupos de pigmentos 

encontrados na biomassa microalgal são as clorofilas, os 

carotenoides e as ficobilinas (ficobiliproteínas) (ABALDE et 

al., 1995). 

O cultivo de microalgas é praticado há quase 140 anos, 

porém, nas últimas décadas, com o avanço e aprimoramento de 

tecnologias e ciências como fisiologia, microbiologia e as 

engenharias, houve um avanço considerável na compreensão 

do potencial biotecnológico destes micro-organismos. No 

ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de 

uma população microalgal é resultado da interação entre 

fatores biológicos, tais como as taxas metabólicas da espécie 

cultivada e a possível influência de outros organismos sobre o 

desenvolvimento algal, e fatores físico-químicos, como 

iluminação, temperatura, salinidade e disponibilidade de 

nutrientes (YONGMANITCHAI, WARD, 1991). Segundo 

Borowitzka (1993), é possível incrementar a síntese destes 

compostos através da manipulação das condições de cultivo, 

usualmente por algum estresse ambiental. 
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3.2. HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS  

 

A Haematococcus pluvialis é uma microalga verde 

pertencente à Divisão Chlorophyta, Classe Chlorophyceae, 

Ordem Volvocales, e família Haematococcaceae. É biflagelada 

e móvel (no estado vegetativo), unicelular e fotossintética 

(Figura 1a). É conhecida por ser a maior produtora de 

astaxantina, um carotenoide de grande interesse comercial, 

quando submetida em condições de estresse (VAN DEN 

HOEK et al., 1995). Em condições ótimas, as células 

apresentam forma esférica a elipsoidal contida por uma parede 

celular. Conforme as condições ambientais, as células 

flageladas cessam o seu movimento e gradualmente se 

transformam em células císticas, os aplanósporos, 

desenvolvendo uma coloração vermelha devido ao acúmulo de 

astaxantina (Figura 1b). Os aplanósporos surgem como forma 

de repouso ou resistência da espécie a condições desfavoráveis, 

tais como deficiência de nutrientes, excesso ou falta de luz, 

temperaturas inadequadas e presença de substâncias 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 produção 

comercial da H. pluvialis compreende duas etapas: a obtenção 
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massiva de biomassa (forma vegetativa) e a carotenogênese 

(forma encistada) (DONG e ZHAO, 2004; GHIGGI, 2007). 

Além de carotenoides, a H. pluvialis contém ácidos graxos, 

proteínas, 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 os maiores 

consumidores a indústria de produção de ração para salmão. 

Porém, também tem-se utilizado esta microalga na forma de 

cápsulas, no mercado de alimentos nutracêuticos. Seu valor 

atinge uma média de US$ 3.000 /Kg (LOURENÇO, 2006). 

 

 

Figura 1. Microalga Haematococcus pluvialis. (a) Células em 

estado vegetativo e (b) células com acúmulo 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 coloração amarela a vermelha, 

amplamente distribuídos nos reinos animal e vegetal, com mais 

de 600 variantes estruturais desta família de pigmentos 

relatados e caracterizados (KRINSKY, JOHNSON, 2005). Os 

carotenoides são compostos isoprenoides biosintetizados por 

meio da ligação de duas moléculas de difosfato de geranil 

geranila C20, levando à formação da estrutura básica de 40 

carbonos na qual todas as variações são derivadas. Esta 

estrutura básica pode ser ilustrada pelas moléculas do licopeno 

e β,β-caroteno (Figura 2). Este esqueleto básico pode ser 

modificado por meio de reações de desidrogenação, ciclização, 

hidrogenação, migração de dupla ligação, encurtamento ou 

extensão da cadeia, isomerização, rearranjo, oxidação e 

introdução de outros constituintes (STAHL, SIES, 2005; 

GUEDES, AMARO, MALCATA, 2011).  
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Figura 2. Estrutura química dos carotenoides (BRITTON, 

1995). 

Os carotenoides são divididos em duas classes principais, 

os carotenos e as xantofilas. Os primeiros são hidrocarbonetos 

poliênicos cíclicos ou lineares, enquanto as xantofilas são 

carotenos com pelo menos um átomo de oxigênio funcional 

(como –OH e =O) em sua molécula e representam a grande 

maioria dos carotenoides (GONZALEZ, 2000; DEL VALLE et 

al., 2006). Em decorrência da presença das insaturações, os 

carotenoides são sensíveis à luz, temperatura, acidez, bem 

como a reações de oxidação. O sistema de duplas ligações 

conjugadas serve como cromóforo, ou seja, confere a 

habilidade de absorver luz na região do visível. São 

necessárias, aproximadamente, sete ligações duplas conjugadas 

para que o carotenoide apresente coloração. Logo, o espectro 

de absorção dos carotenoides depende do número de duplas 

ligações conjugadas em sua molécula. Assim, quanto mais 
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longo o cromóforo, maiores são os comprimentos de onda de 

absorção máxima, os quais variam na faixa de 410 a 510 nm 

(CADENAS e PACKER, 2002). O sistema de duplas ligações 

conjugadas também confere a estes pigmentos alta reatividade 

química, podendo facilmente ser isomerados ou oxidados (DEL 

VALLE et al., 2006). Como regra geral, os carotenoides são 

lipossolúveis (HUI et al., 2005; AMBRÓSIO et al., 2006). 

 

3.3.1 Propriedades e funções dos carotenoides 

 

 As funções naturais e ações dos carotenoides são 

determinadas pelas suas propriedades físicas e químicas, as 

quais são definidas pelas suas respectivas estruturas 

moleculares. Primeiramente, a geometria da molécula 

incluindo tamanho, forma e presença de grupos funcionais, é 

vital para que os carotenoides alcancem as estruturas celulares 

e subcelulares no local e na orientação corretos para produzir 

um dado efeito de forma eficiente. Segundo, o sistema de 

ligações duplas conjugadas determina as propriedades químicas 

e fotoquímicas que forma a base destas funções. Finalmente, 

interações específicas com outras moléculas presentes nas suas 

proximidades são cruciais para exercer a sua função biológica.  
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Os carotenoides apresentam atividade antioxidante, pois 

reagem com o oxigênio, protegendo as células de danos 

oxidativos provocados por espécies reativas de oxigênio que 

podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na 

membrana, e atacam lipídeos, carboidratos, proteínas e DNA 

(HAEGELE et al., 2000). A proteção antioxidante é fornecida 

pelos carotenoides acíclicos, que possuem mais de nove 

ligações duplas conjugadas. Esses carotenoides são capazes de 

sequestrar espécies reativas de oxigênio, como o radical peroxil 

(ROO
*
) e oxigênio singleto (

1
O2), estabilizando o elétron 

desemparelhado do radical por ressonância (FONTANA et al., 

2000). Há três possíveis mecanismos de reação dos 

carotenoides, incluindo: (1) adição de espécies radicalares, (2) 

transferência de elétrons e (3) remoção de íons hidrogênio 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3. Três possíveis reações dos carotenoides e radicais 

livres Legenda: ROO* radical; CAR carotenoide (Fonte: 

adaptado de KRINSKY, JOHNSON, 2005). 
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Entre as funções biológicas, os carotenoides exercem um 

importante papel em doenças relacionadas ao envelhecimento, 

devido ao envolvimento no complexo sistema antioxidante que 

atua dentro das células. Além disso, têm sido implicados na 

prevenção de sérias patologias como o câncer, arteriosclerose, 

catarata, problemas cardiovasculares, artrite reumatoide, 

distrofias musculares e algumas desordens neurológicas 

(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 regulação do crescimento celular, modulação 

da expressão gênica e resposta imune (STAHL, SIES, 2003). 

Os carotenoides são inibidores naturais da sinalização do NF-

kB, exibindo assim atividade anti-inflamatória. Foi relatado, 

por exemplo, que a luteína apresenta propriedades anti-

inflamatórias contra uveite induzida por endotoxina (EIU), pela 

inibição da degradação do IkB-α bem como a subsequente 

produção de mediadores de pró-inflamatórios como NO, TNF- 

α, IL-6, PGE2, MCP-1 e MCP-2 (JIN et al., 2006). Em estudos 

in vitro e in vivo, a luteína mostrou ser capaz de suprimir a 

degradação do IkB-α e a translocação do NF-kB p65, 

sugerindo efeito positivo no controle da neovascularização da 

coroide, uma manifestação comum na degeneração macular 
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relacionada à idade (IZUMI-NAGAI, et al., 2007).  Li e 

colaboradores (2012) mostraram que a luteína protege a retina 

do dano hipóxico/isquêmico, devido as suas propriedades anti-

inflamatórias, anti-apoptótica e anti-oxidante.   

A fucoxantina igualmente inibiu a ativação do NF-kB 

pela supressão da degradação do IkB-α e translocação das 

proteínas p50 e p65, em macrófagos RAW264.7 estimulados 

por lipopolissacarídeo. A fosforilação de proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPKs) também foi inibida de modo 

dose-dependente pela fucoxantina (KIM, HEO, YOON, 

KANG, AHN, YI, JEON, 2010). O β-caroteno mostrou ser 

capaz de bloquear a translocação nuclear da subunidade da 

proteína p65 do NF-kB e de inibir a fosforilação e a 

degradação do IkB-α, inibindo citocinas inflamatórias in vivo e 

in vitro (BAI et al., 2005). A violaxantina, extraída da 

microalga Chlorella ellipsoidea, demonstrou atividade anti-

inflamatória baseada na supressão das vias de NF-kB e MAPK, 

evidenciando o seu grande potencial no tratamento de doenças 

inflamatórias (SOONTORNCHAIBOON, JOO, KIM, 2012). A 

aloxantina e a diatoxantina demonstraram notável capacidade 

de suprimir a superexpressão de COX-2 e iNOS em 

macrófagos RAW264.7 estimulados por lipopolissacarídeo 

(KONISHI et al., 2008). A administração oral de zeaxantina foi 

eficaz no tratamento de resposta inflamatória aguda induzida 
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por irradiação ultravioleta B (GONZÁLEZ, ASTNER, AN, 

GOUKASSIAN, PATHAK, 2003). 

A doença cardíaca coronariana é a principal causa de 

morbidade e mortalidade no mundo ocidental. Existe grande 

evidência de que as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 

estão envolvidas na iniciação e promoção da aterosclerose. 

Quando as partículas de LDL ficam aderidas na artéria, elas 

podem sofrer oxidação progressiva e ser captadas pelos 

macrófagos. Isto leva à formação de peróxidos de lipídeos e 

facilita o acúmulo de ésteres de colesterol, resultando na 

formação de células espumosas (células que englobam grandes 

quantidades de lípides). A presença de um grande número de 

células espumosas pode produzir uma concentração elevada de 

citocinas e fatores de crescimento, com distúrbio da matriz 

extracelular, proliferação de células musculares lisas e por fim, 

através da ruptura de placa decorrente da produção de 

substâncias que degradam o colágeno, a agregação plaquetária 

na região da estenose (SALONEN et al., 1992; KRINSKY, 

JOHNSON, 2005; FASSET, COMBES, 2012). Assim, a 

proteção contra a oxidação da LDL por antioxidantes pode 

contribuir para proteção contra a doença cardíaca coronária. De 

fato, a LDL é o maior transportador de licopeno e β-caroteno 

na circulação e esses carotenoides possuem a capacidade de 

sequestrar radicais livres e oxigênio singleto. Neste sentido, 
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diversos estudos epidemiológicos têm demonstrado uma 

relação inversa entre o consumo de carotenoides e o risco de 

desenvolvimento da aterosclerose e de doenças do coração 

(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 suplementação dietética de carotenoides também tem 

demonstrado desempenhar um papel fundamental na prevenção 

de diversas doenças neurodegenerativas, como a Doença de 

Alzheimer (DA) (HAEGELE et al., 2000; MECOCCI et al., 

2002). Evidências demonstram que os alimentos ricos em 

antioxidantes reduzem o risco de doença de Alzheimer, ao 

inibir o estresse oxidativo. Igualmente, os efeitos protetores dos 

carotenoides contra danos oxidativos têm sido levado em 

consideração no tratamento, na prevenção ou no retardo da 

progressão da DA (POLIDORI, 2003; RISO et al., 2003).  

Nos cérebros de pacientes com DA, sinais de 

degeneração neuronal podem ser monitorados por meio de 

marcadores de ativação da microglia e inflamação, bem como 

pelo dano oxidativo. Pangestuti e colaboradores (2013) 

evidenciaram efeitos supressores da fucoxantina na 
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fosforilação da proteína quinase ativada por mitógenos 

(MAPK). Além disso, a fucoxantina foi capaz de inibir a 

oxidação 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 inflamação e estresse 

oxidativo em células BV2 e, assim, proteger as células 

neuronais de mediadores neurotóxicos liberados pela microglia 

(PANGESTUTI et al., 2013). 

Estudos epidemiológicos também têm mostrado existir 

uma relação inversa entre o risco de vários tipos de câncer e a 

ingestão alimentar ou a concentração sanguínea de 

carotenoides. Além de seu possível papel na prevenção do 

câncer, evidências indicam que os carotenoides são 

promissores para o tratamento dessa doença. O efeito 

antiproliferativo destes compostos foi observado em estudos 

em cultura de células neoplásicas, em modelos animais de 

carcinogênese induzida, e em estudos clínicos. Por exemplo, o 

betacaroteno, o licopeno e a luteína mostram-se eficazes na 

fase de iniciação e/ou nas fases de promoção e/ou progressão 

do câncer, em carcinomas de pele, de fígado, de próstata, e da 

cavidade oral, em animais. Tais efeitos têm sido associados à 

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 câncer refere-se a sua capacidade de 

exercer efeito indutor sobre as junções comunicantes ou 

junções gap. As junções gap são canais entre as células que 

permitem o fluxo intercelular de compostos de baixa massa 

molecular, como nutrientes e moléculas de sinalização. Estudos 

mostraram que, entre os carotenoides, o β-caroteno e a 

astaxantina são os indutores mais potentes da comunicação 

intercelular (STAHL et al., 1997). Em cultura de células, os 

carotenoides mostraram ser capazes de inibir reversivelmente a 

progressão de fibroblastos no estado inicial da carcinogênese 

em fibroblastos no estado transformado. Este efeito inibitório 

foi relacionado ao aumento das comunicações intercelulares, 

induzidas por estes compostos, cuja função está implicada na 

regulação do crescimento celular, diferenciação e apoptose 

(TROSKO, CHANG, 2000; STHAL, SIES, 2005). Estudos 

igualmente mostraram que os carotenoides são capazes de 

induzir a produção de enzimas da fase I e II, que desempenham 

um importante papel na eliminação de carcinogênicos e toxinas 

do organismo. Estas modificações nos níveis de proteínas 

regulatórias parecem estar relacionadas com a capacidade dos 

carotenoides em modular vários fatores de transcrição que são 

atores chave no processo de síntese de novas proteínas 

celulares (SHARONI, DANILENKO, LEVY, STAHL, 2004). 
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 A homeostase óssea é mantida através de um equilíbrio 

entre a formação óssea osteoblástica e reabsorção óssea 

osteoclástica. O envelhecimento induz perda óssea devido à 

diminuição da formação óssea osteoblástica e aumento da 

reabsorção óssea osteoclástica. A osteoporose é acompanhada 

de decréscimo da massa óssea, sendo amplamente reconhecida 

com um grande problema de saúde pública. Fatores 

nutricionais podem desempenhar um papel importante na 

prevenção da perda de massa óssea com a idade. Sabe-se que o 

estresse oxidativo pode contribuir para a patogênese do sistema 

esquelético, incluindo osteoporose, a doença óssea metabólica 

mais comum. O estresse oxidativo controla as funções dos 

osteoclastos e osteoblastos. Antioxidantes endógenos e 

sintéticos neutralizam os efeitos do estresse oxidativo nestas 

células. A descoberta de que o licopeno tem um efeito 

estimulador na proliferação de células e da fosfatase alcalina, 

um marcador de diferenciação de osteoblastos, bem como os 

seus efeitos inibitórios sobre a formação e reabsorção de 

osteoclastos são evidências do envolvimento dos carotenoides 

na saúde óssea (KIM, RAO, RAO, 2003). Vários outros 

carotenoides como a β-criptoxantina, luteína, β-caroteno, 

astaxantina além do flavonoide rutina tem demonstrado exercer 

um efeito estimulador sobre a calcificação óssea 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 evidências in vitro e in vivo que β-caroteno evita 

danos foto-oxidativos e protege contra as queimaduras solares. 

Stahl e colaboradores (2000) investigaram os efeitos protetores 

da suplementação oral com carotenoides e de uma combinação 

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) após oito 

semanas, e a supressão do eritema foi maior com a combinação 

de vitamina E e carotenoides, do que com os carotenoides 

isoladamente.  

Urikura e colaboradores (2011) avaliaram o efeito 

protetor da fucoxantina contra o fotoenvelhecimento induzido 

por radiação UVB em camundongos sem pelos. As peles 

dorsais foram tratadas topicamente com uma solução de 

fucoxantina 0,001% a cada 2 horas, antes da irradiação UVB, 5 

vezes por semana, durante 10 semanas. A formação de rugas na 

pele irradiada por UVB dos animais tratados com veículo 

aumentaram significativamente, em comparação com o 

controle não irradiado. O tratamento tópico com a fucoxantina 

diminuiu significativamente a hipertrofia epidérmica induzida 
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por UVB, a expressão da VEGF e MMP-13 na epiderme, e as 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) na pele. 

Estes resultados indicam que o tratamento tópico com a 

fucoxantina reduz o fotoenvelhecimento da pele em animais 

irradiados com radiação UVB, possivelmente através de efeitos 

antioxidantes e anti-angiogênicos. 

Shimoda e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da β-

criptoxantina na pigmentação induzida por UVB e na 

expressão de RNAm relacionada à melanogênese, em pele de 

ratos. Além disso, as alterações nas moléculas melanogênicas 

foram avaliadas em cultura de melanócitos estimulados com 

prostaglandina (PGE2), hormônio estimulante de melanócito 

(MSH) e a endotelina-1. Os autores demonstraram que a 

administração oral de β-criptoxantina suprime a melanogênese 

induzida por UVB, bem como inibe as enzimas melanogênicas 

e os receptores de estimuladores da melanogênse. 

 

3.4. ASTAXANTINA 

 

3.4.1 Características estruturais 
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A astaxantina (3,3’-dihidroxi-β,β’-caroteno-4,4’-diona) 

(Figura 4) é um carotenoide que contém 40 átomos de carbono, 

pertencente a subclasse das xantofilas, a qual é caracterizada 

pela presença de oxigênio em sua estrutura molecular. É 

estruturalmente similar ao β-caroteno e a outras xantofilas, 

como a luteína, cataxantina e zeaxantina, que têm em comum 

uma longa cadeia hidrocarbonada, com ligações duplas 

conjugadas (cadeia poliênica), contendo um anel de carbono 

em cada uma das extremidades. Difere dos outros carotenoides 

pela presença de grupamentos hidroxila (-OH) e cetona (C=O) 

nos anéis terminais, os quais conferem à molécula uma maior 

polaridade e maior atividade antioxidante, quando comparado 

aos demais. Na forma livre, a astaxantina é particularmente 

instável e suscetível à oxidação. Portanto, é encontrada na 

natureza na forma conjugada com proteínas (ex.; músculo do 

salmão ou exoesqueleto da lagosta) ou esterificada com uma ou 

duas cadeias de ácidos graxos. Na H. pluvialis, a forma 

esterificada predomina na forma de um monoester. Ainda, 

vários isômeros de astaxantina têm sido caracterizados com 

base na configuração dos dois grupamentos hidroxilas da 

molécula. O estereoisômero 3S,3´S é a principal forma 

encontrada na H. pluvialis, enquanto a forma sintética contém 

principalmente o isômero 3R,3´S (HIGUIERA-CIAPARA et 

al., 2006; KIDD, 2011; HUSSEIN et al., 2006). 
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Figura 4. Estrutura química da astaxantina (GOTO et al., 

2001) 

 

Os anéis ionona polares da astanxantina apresentam 

elevada capacidade de sequestrar radicais livres ou outros 

agentes oxidantes, principalmente em meio aquoso, mas 

possivelmente também na ausência de água. A série de ligações 

duplas conjugadas entre os anéis ionona proporciona à 

molécula uma atividade antioxidante adicional com capacidade 

de remover elétrons de alta energia a partir de radicais livres e 

deslocalizar a sua energia eletrônica via cadeia carbonada, 

semelhante a um para-raios em nível molecular. A estrutura 

polar-apolar-polar também permite que a molécula de 

astaxantina se alinhe junto à bicamada lipídica da membrana 

celular, expondo os grupamentos hidrofílicos 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 sobrepõem às zonas polares limítrofes da 

membrana, enquanto o meio apolar se encaixa no interior 

apolar da mesma. A linha vermelha pontilhada indica 

especulativamente a condução de elétrons como um ―pára-

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 
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Devido à baixa solubilidade aquosa, os carotenoides 

xantofílicos apresentam baixa biodisponibilidade, sendo menor 

que a de outros lipídeos, como os triglicerídeos. Entretanto, a 

presença de grupos polares terminais confere à astaxantina uma 

maior absorção, quando comparado com outros carotenoides, 

como o licopeno e betacaroteno.  

A astaxantina é presente na natureza principalmente na 

forma de ésteres de ácidos graxos, que necessitam ser 

hidrolisados para que ocorra a absorção. A colesterol esterase é 

a principal enzima envolvida na sua hidrólise, e a forma livre é 

então incorporada a micelas no intestino delgado. A entrada da 

astaxantina nos enterócitos ocorre principalmente por difusão 

passiva, entretanto, o mecanismo de difusão facilitada também 

pode estar envolvido na sua absorção. A forma livre (não 

esterificada) passa então a ser detectada em todas as frações de 

lipoproteínas, incluindo quilomícrons, lipoproteínas de muito 

baixa densidade (VLDL), lipoproteínas de baixa densidade 

(LDL) e lipoproteínas de alta densidade (HDL) (YANG, KIM, 

LEE, 2013). 

Estudos mostraram que, após a administração de uma 

dose de 100 mg de astaxantina livre pela via oral, os níveis 

plasmáticos máximos foram de 1,3 mg ± 0,1 mg/L, com tempo 

de meia-vida de 21 ± 11 h em seres humanos. A administração 

de diésteres de astaxantina resultou em níveis plasmáticos 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 

hidrólise adicional reduz a velocidade de absorção da 

astaxantina (YANG, KIM, LEE, 2013). 

Há poucas informações sobre o metabolismo da 

astaxantina. Estudos mostraram que, em hepatócitos de rato, a 

astaxantina é convertida nos metabólitos 3-hidroxi-4-oxo-β-

ionona e na sua forma reduzida 3-hidroxi-4-oxo-7,8-diidro-β-

ionona. Entretanto, o mecanismo exato pelo qual a astaxantina 

é metabolizada no fígado ainda não foi completamente 

elucidado (HUSSEIN et al., 2006; YANG, KIM, LEE, 2013). 

 

3.4.3 Toxicidade 

 

Diversos estudos em animais e em humanos têm 

demonstrado a segurança da astaxantina. Em um estudo 

randomizado, duplo-cego e placebo controlado, foi avaliado o 

efeito da suplementação diária de extrato de H. pluvialis, 

correspondendo a dose de 6 mg/kg/dia de astaxantina, em 

adultos saudáveis, durante oito semanas. Neste estudo, não 

foram observadas diferenças significativas na pressão 

sanguínea e nos parâmetros séricos dos indivíduos que 

receberam o extrato, quando comparado com o grupo controle, 
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exceto para os níveis séricos de cálcio, proteínas totais e 

eosinófilos, mas estes não foram considerados clinicamente 

significantes (SPILLER, DEWELL, 2003). 

Além disso, a administração de uma dose única de 100 

mg de astaxantina em homens de meia idade (ØSTERLIE, 

BJERKENG, LIAAEN-JENSEN, 2000), de uma dose diária de 

40 mg durante quatro semanas em pacientes com dispepsia 

funcional (KUPCINSKAS et al., 2008), e de uma dose diária 

de 4 mg por doze meses em pacientes com degeneração 

macular (PARISI et al., 2008), não induziu ao aparecimento de 

quaisquer efeitos colaterais adversos. 

Assim, até o momento não foram relatados efeitos 

adversos secundários com a suplementação de astaxantina em 

humanos. Em 2010, a Food and Drug Administration 

classificou o status da astaxantina extraída da H. pluvialis 

como "geralmente reconhecido como seguro" (do inglês, 

generally recognized as safe - GRAS) (YANG, KIM, LEE, 

2013). 

 

3.4.4 Propriedades biológicas  
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3.4.4.1 Câncer 

 

A astaxantina tem demonstrado potentes propriedades 

quimiopreventivas. Os mecanismos de atividade antitumoral 

propostos para a astaxantina são sumarizados na Figura 6. 

Diversos grupos de pesquisa têm estudado o efeito da 

suplementação oral de astaxantina em vários tipos câncer, e os 

resultados mostraram que a astaxantina inibe 

significativamente a proliferação celular em câncer de bexiga 

urinária, próstata, mama, cólon e da cavidade oral (ZHANG et 

al., 2014). 

 

 

 

Figura 6. Mecanismos de atividade antitumoral da astaxantina. 
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Uma característica da carcinogênese é a perda da 

comunicação juncional mediada por junções GAP (GJCs, do 

inglês gap junction communication), as quais são importantes 

para a homeostase, controle do crescimento e desenvolvimento 

das células. As proteínas conexinas (Cxs) são os principais 

componentes responsáveis pela comunicação intercelular nas 

junções GAP e a Cx43 é a conexina mais amplamente 

expressa. Os carotenoides podem induzir a comunicação 

intercelular através da ativação das junções gap, que está 

correlacionada com a inibição do crescimento de células 

quimicamente transformadas. O derivado succinato sódico da 

astaxantina, solúvel em água, funcionalmente aumentou a 

comunicação juncional por meio da supraregulação 

(upregulation) da expressão da Cx43, bem como pelo aumento 

do tamanho e do número de placas juncionais gap 

imunorreativas Cx43 (ZHANG et al., 2014).  

Estudos têm relatado que astaxantina melhora a resposta 

imune aos tumores, atenuando acentuadamente a formação de 

mestástases.Tais efeitos têm sido associados com a inibição da 

peroxidação lipídica induzida pelo estresse. A astaxantina 

também mostrou ser capaz de proteger contra a progressão pré-

neoplásica colônica quimicamente induzida em ratos, por meio 

do aumento dos níveis de antioxidantes enzimáticos e não 



58 
 

enzimáticos, bem como pela inibição da peroxidação lipídica.  

Finalmente, a astaxantina mostrou ser capaz de induzir a 

apoptose em várias linhagens de células de câncer de cólon. 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 os potenciais 

benefícios do extrato desta alga na quimioprevenção (ZHANG 

et al., 2014). 

 

3.4.4.2 Doenças inflamatórias 

 

Estudos têm mostrado que a astaxantina exerce 

propriedades anti-inflamatórias, pelo menos em parte, pela 

inibição da ativação do fator nuclear kappa B (NF-ƙB). O NF-

ƙB é um fator de transcrição envolvido no controle da 

expressão de diversos genes ligados à resposta inflamatória 

(YANG, KIM LEE, 2013). A astaxantina também diminuiu a 

produção de óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) e 

TNFα, bem como a atividade da óxido nítrico-sintase induzida 

(iNOS), em macrófagos estimulados por LPS. Estudos sugerem 

que a propriedade antioxidante da astaxantina está ligada à sua 

função anti-inflamatória bem como ao efeito inibidor sobre a 
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via do NF-kB, em vários 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 à carcinogênese 

do cólon em ratos, via modulação de citocinas inflamatórias. 

Os resultados encontrados demonstraram que a astaxantina 

inibe significativamente a ocorrência de úlceras de cólon, 

criptas displásicas e adenocarcinoma do cólon, após vinte 

semanas de tratamento. A alimentação com astaxantina 

suprimiu a expressão de citocinas inflamatórias, incluindo 

(NF)-ƙB, fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina 1β, 

com inibição da proliferação celular e indução da apoptose em 

adenocarcinomas do cólon. Os resultados sugerem que a 

astaxantina é uma das candidatas para a prevenção de colite 

associada à inflamação e carcinogênese em cólon. 

Terazawa e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da 

astaxantina sobre a secreção de PGE2 e IL-8 induzida por UVB 

em cultura de queratinócitos humanos e analisaram o seu 

mecanismo de ação biológico (Figura 7). A adição de 

astaxantina aos queratinócitos humanos, mesmo após 

irradiação com UVB, infraregulou (downregulated) a secreção 

aumentada de PGE2 ou IL-8. Esses efeitos supressores foram 

acompanhados por uma diminuição significativa da expressão 

de genes que codificam para a COX-2 ou IL-8, bem como da 
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proteína COX-2. A astaxantina inibiu o aumento da 

fosforilação induzida pela radiação UVB da proteína quinase 

ativada por mitógeno ou por estresse (MAP), NF-kB p65, ou 

do CREB, mesmo após a irradiação. Estes resultados sugerem 

que a astaxantina atenua a auto-fosforilação de MSK1 

necessária para a sua ativação, o que resulta na diminuição da 

fosforilação de NF-kB p65, ou o qual, por sua vez, 

provavelmente conduz a uma deficiência da ligação do NF-kB 

ao DNA. 

 

 

Figura 7. Vias de sinalização intracelular que leva a aumento 

induzido por UVB de PGE2/IL-8 e inibição da secreção local 
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pela astaxantina no tratamento pós-irradiação (TERAWAZA et 

al, 2012). 

 

3.4.4.3 Doenças cardiovasculares 

 

Como mencionado anteriormente, a astaxantina apresenta 

propriedades anti-inflamatórias, atuando por meio da inibição 

da ativação do NF-kB. A astaxantina também tem mostrado ser 

eficaz na redução dos níveis de lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL). O aumento da LDL oxidada pode induzir 

macrófagos a se tornarem células espumosas, que 

subsequentemente formarão as camadas de gordura, sendo isto 

uma característica da aterogênese precoce. Estudos in vivo e in 

vitro demonstraram que a astaxantina suprimiu a oxidação de 

LDL de modo dose dependente (IWAMOTO et al., 2000; 

JACOBSSON et al., 2004). Augusti e colaboradores (2001) 

demonstraram que a ingestão diária de astaxantina previne a 

hipercolesterolemia induzida pela oxidação de proteínas. Além 

disso, a atividade da superóxido redutase e tioredoxina redutase 

melhorou consideravelmente após a suplementação 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, os autores mostraram que a astaxantina administrada 

por via oral durante 14 dias reduz a pressão arterial e que a 

administração a longo prazo por 5 semanas, na dose de 50 

mg/kg, reduz a incidência de AVC nos animais.  Os autores 

mostraram também que a astaxantina induz a vasorelaxação 

mediada pelo NO, o qual pareceu estar envolvido na atividade 

anti-hipertensiva observada. A astaxantina também mostrou 

efeitos neuroprotetores significativos em camundongos 

isquêmicos, provavelmente devido a sua atividade 

antioxidante.  

Nakao e colaboradores (2010) avaliaram o efeito da 

suplementação diária de astaxantina na redução do estresse 

oxidativo e melhora da função cardíaca em camundongos 

BALB/c, sugerindo o possível uso da astaxantina na dieta para 

a proteção cardíaca. Monroy-Ruiz et al. (2011) também 

mostraram que a astaxantina exerce efeitos de redução da 

hipertensão arterial, associando estes efeitos à melhora da 

vasodilatação dependente do endotélio, melhora da 

remodelagem cardiovascular, e à redução da produção de O2
-
 

estimulado por NADPH-oxidase. Efeitos antitrombóticos 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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redução da inativação da NO por espécies reativas de oxigênio 

(SASAKI et al., 2011).  

 

3.4.4.4 Efeito antidiabético 

 

A diabetes Tipo 2 é uma doença metabólica crônica que é 

caracterizada por secreção insuficiente ou ação de insulina 

endógena e hiperglicemia. Vários estudos têm demonstrado 

que o stress oxidativo induzido por hiperglicemia promove a 

resistência à insulina e contribui para a patogênese 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 complicações 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 suplementação de astaxantina, numa 

dose diária de 1 mg, durante doze semanas, os níveis de glicose 

sanguínea pós-prandial reduziram e a tolerância à glicose foi 

melhorada (UCHIYAMA et al., 2002). A administração oral de 

astaxantina na dose de 5 e 10 mg/kg também produziu uma 

queda significativa nos níveis plasmáticos de glicose, em ratos 
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com diabetes induzida pela administração 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 β-caroteno sobre o 

dano causado pela radiação 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 à apoptose, a níveis elevados de espécies 

reativas ao oxigênio e de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico, à redução da atividade das enzimas 

antioxidantes, à promoção da perturbação da membrana e à 

indução da expressão da enzima heme oxigenase-1 (HO-1). 

Dentre os carotenoides estudados, a astaxantina exibiu um 

efeito fotoprotetor pronunciado e combateu todas alterações 

induzidas pela radiação UVA de modo significativo. A 

captação 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 às 

mudanças foto-oxidativas, em cultura de células.  
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Tominaga e colaboradores (2012) avaliaram o benefício 

cosmético da astaxantina derivada da microalga 

Haematococcus pluvialis em humanos. O efeito da combinação 

de suplementação oral e aplicação tópica 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 condições da camada 

de corneócitos. Esses resultados sugerem que a astaxantina 

melhora as condições da pele, em todas as camadas 

(corneócitos, epiderme, derme e camada basal), quando a 

suplementação oral e o tratamento tópico são combinados 

(TOMINAGA et al., 2012). 

Yoshihisa e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos 

protetores da astaxantina contra apoptose induzida por radiação 

ultravioleta. Os autores verificaram que o tratamento com 

astaxantina causou uma redução na expressão do fator inibidor 

da migração de macrófagos (MIF), IL-1β e TNF-α em 

queratinócitos HaCaT. Estes resultados sugerem que a 

astaxantina protege eficazmente contra a inflamação induzida 

por UV, através da diminuição de iNOS e COX-2, inibindo a 

apoptose nos queratinócitos. 
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3.5 SECAGEM POR ASPERSÃO (SPRAY-DRYING)  

 

A secagem por aspersão (spray-drying) consiste na 

transformação de um produto no estado fluído para o estado 

sólido, na forma de pó, por meio da dispersão de gotículas do 

material dentro de uma câmara apresentando uma corrente de 

ar aquecido. Neste momento, ocorre a transferência de calor do 

ar aquecido às gotículas, levando à evaporação rápida do 

líquido da superfície da gota. O produto de secagem é então 

transportado por uma corrente de ar, sendo posteriormente 

coletado (MASTERS, 1985; OLIVEIRA, PETROVICK, 

2009). O termo aspersão refere-se à divisão do líquido em 

milhões de partículas individuais formando uma nuvem ou 

spray (MASTERS, 1985). O principal objetivo da secagem é a 

retirada de água, na qual é responsável por propiciar um meio 

para a ocorrência de reações químicas, fenômenos físicos e 

crescimento microbiano (OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). O 

controle da umidade ocorre por meio da otimização dos 

parâmetros de processo, como o fluxo e a temperatura (CAL, 

SOLLOHUB, 2010). 

A secagem por aspersão (spray drying) tem sido 

amplamente empregada na indústria farmacêutica, 

primeiramente, com o objetivo de obter de produtos secos para 

a sua utilização em ciclos de produção de formas farmacêuticas 
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sólidas (OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). A secagem por 

aspersão também tem sido utilizada como estratégia para 

aumentar a solubilidade aquosa de fármacos ou, ainda, para 

melhorar as características de fluxo dos pós (BROADHEAD et 

al, 1992). A grande utilização da secagem por spray drying 

deve-se à vantagem relacionada ao baixo risco de degradação 

química durante a operação, em decorrência do curto tempo de 

contato do líquido disperso com a fonte de calor, o que permite 

a obtenção de pós a partir de materiais termossensíveis. Aliado 

a isso, a versatilidade na obtenção de pós, grânulos e 

aglomerados, o elevado rendimento por tempo de produção, e a 

realização de um processo em uma única etapa com custos 

mais baixos, quando comparado a outras técnicas de secagem, 

tornam esta técnica amplamente aplicável na produção de 

medicamentos, em especial de produtos fitoterápicos e 

nutracêuticos, com elevado teor de substâncias 

terapeuticamente ativas, tais como compostos fenólicos, 

flavonoides, carotenoides, entre outros (MASTERS, 1985; 

OLIVEIRA et al., 2009). 

Um esquema representativo de um equipamento de 

secagem por aspersão é mostrado na Figura 8. Os componentes 

que estão presentes em todos equipamentos de secagem por 

aspersão incluem o sistema de alimentação, atomizador, 

sistema de aquecimento, câmara de secagem, ciclone acoplado 



68 
 

ao recipiente de coleta e exaustor ou aspirador (MASTERS, 

1985). Existem diferentes configurações de equipamentos, os 

quais variam em tamanho e forma da câmara de secagem, tipo 

de atomizador (atomizadores rotatórios, de pressão, 

pneumáticos e ultrassônicos), sistema de contato do ar 

aquecido com o produto aspergido (cocorrente ou 

contracorrente), e sistemas de coleta do produto (OLIVEIRA et 

al., 2009).  

 

 

Figura 8. Esquema de um spray dryer e do fluxo de secagem 

(Fonte: LANNES, MEDEIROS, 2003). 

 

As variáveis geralmente monitoradas incluem a 

temperatura do ar de secagem na entrada e saída da câmara 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 está 
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diretamente ligado à temperatura do ar que deixa a câmara de 

secagem. Teores de umidade mais baixos podem ser obtidos 

pelo aumento da temperatura do ar de saída ou pelo aumento 

do tempo de residência do material a ser seco no interior da 

câmara de secagem. O teor de umidade afeta, por sua vez, as 

características finais do produto seco, como solubilidade, 

densidade e fluxo. Entretanto, a exposição de substâncias 

termossensíveis a altas temperaturas por longos períodos pode 

levar a degradação das mesmas. Assim, o controle das 

condições de processo é fundamental para obtenção de 

produtos com propriedades físicas e químicas desejáveis 

(VASCONCELOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009). 

A necessidade de utilizar adjuvantes de secagem tem sido 

evidenciada por diversos autores, tanto como fator crítico no 

rendimento do processo, como na padronização da qualidade e 

manutenção 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 arábica, dióxido de silício coloidal e 

ciclodextrinas têm sido amplamente empregados. Uma das 

funções dos adjuvantes de secagem consiste em aumentar a 

temperatura de transição vítrea do produto, reduzindo a 

aderência e a deposição dos pós na parede da câmara de 

secagem, assim como reduzir a tendência à aglomeração das 
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partículas durante a secagem e o armazenamento, gerando um 

produto mais estável. A ocorrência de fenômenos de aderência 

e coesão é comum durante a secagem de extratos vegetais e 

está relacionada à presença de elevadas quantidades de 

açúcares, carboidratos e ácidos orgânicos, o que torna 

obrigatória a adição de adjuvantes de secagem nesses produtos. 

Estes adjuvantes podem ser usados sozinhos ou em associação, 

de modo que as proporções ideais devem ser estabelecidas para 

cada caso (OLIVEIRA et al., 2009). 

Em especial, o dióxido de silício coloidal tem sido 

amplamente utilizado por atender os requisitos necessários para 

a obtenção de um produto final com as características 

desejadas. Este adjuvante atua como adsorvente, além de 

apresentar elevada pureza, inércia química e inocuidade. 

Devido a sua alta superfície específica (200 m²/g), o dióxido de 

silício coloidal apresenta vantagens sobre os outros adjuvantes, 

pois, ao adsorver as partículas da solução extrativa, diminui a 

superfície exposta das mesmas, minimizando a aderência do 

produto na câmara de secagem durante a exposição das 

gotículas de calor, favorecendo, assim, a obtenção de um 

produto menos sensível à umidade e com melhores 

propriedades de fluxo. Estudos têm mostrado que o dióxido de 

silício conduz à obtenção de pós com elevado rendimento e 

boas características 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 aspersão para obtenção de biomassa algal.  Leach e 

colaboradores (1998) avaliaram o efeito das condições de 

secagem, como temperatura de entrada e de saída e uso de 

adjuvantes, sobre o teor de carotenoides da biomassa de 

Dunalliela salina, empregando um desenho experimental do 

tipo 2
3
. Os estudos mostraram que a recuperação dos 

carotenoides aumentou com a redução da temperatura de 

secagem, e que o uso de adjuvantes provocou um aumento na 

estabilidade dos mesmos durante o armazenamento. 

Ryckebosch e colaboradores (2011) avaliaram a influência do 

processo de secagem na estabilidade de lipídeos e carotenoides 

da microalga Phaeodactylum tricornutum. Os autores 

mostraram a maior suscetibilidade dos carotenoides frente à 

oxidação quando a técnica de spray-drying foi utilizada. Um 

decréscimo de cerca de 25% no conteúdo de carotenoides totais 

foi observado, tendo sido a decomposição térmica e 

complexação os prováveis responsáveis por esta diminuição. 

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 saída de 180 ºC e 110 ºC, respectivamente, e 

armazenada a -21 ºC em atmosfera de nitrogênio foram as 

melhores condições para a manutenção da astaxantina. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MATERIAIS 

 

4.1.1 Matérias-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 silício coloidal (Aerosil
®
, Pharmanostra, Brasil); 

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

 

4.1.2 Solventes  

 

Acetona P.A. (Vetec, Brasil); 

Acetonitrila grau HPLC (Tedia Brasil, Brasil); 

Ácido clorídrico P.A. (Vetec, Brasil); 

Éter de petróleo PA (Vetec, Brasil); 

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

 Aparelho para determinação da densidade compactada 

(Copley®, Inglaterra); 

Balança analítica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA); 

Calorímetro exploratório diferencial DSC-50 (Shimadzu, 

Japão);  

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

Centrífuga de bancada NT 810 (Novatécnica
®
, Brasil); 

Cromatógrafo líquido de alta eficiencia (Shimadzu, Japão); 

Difratômetro a laser Mastersizer 2000 (Malvern, Inglaterra); 

Dissolutor 299 (Nova Ética, Brasil); 

Espectrofotômetro IR Prestige 21 (Shimadzu, Japão); 

Espectrofotômetro UV/Visível UV-1800 (Shimadzu, Japão); 

Evaporador rotatório (Quimis, Brasil); 

Leitora de Microplaca (Elisa) Automática (TermoPlate
®
); 

Microscópio JEOL JSM -6390LV (JeolLtda, EUA; 

Mini-spray dryer B-191 (Büchi, Labortechnik AG, Suiça); 

pHmetro Oakton WD-35613-00 (Oakton, EUA); 

Recobridora à vácuo Bal-tec SCD005 (BAL-TEC AG, 

Liechtenstein); 

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

 

4.2.1 Caracterização da Biomassa de H. pluvialis 

 

Haematococcus pluvialis é uma microalga verde, móvel, 

unicelular com diâmetro de 15 a 20 µm, fotossintética e capaz 

de sintetizar e acumular o pigmento astaxantina em resposta às 

condições ambientais (DONG; ZHAO, 2004). A biomassa 

empregada para realização deste trabalho é um produto 

comercial de Haematoccocus pluvialis na forma de um pó de 

coloração vermelha escura, obtido pela técnica de secagem em 

torre de aspersão (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 Determinação da perda por dessecação  

 

A perda por dessecação 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 105º C, durante 2 

h. Após, os pesa-filtros foram resfriados em dessecador e 

pesados. As amostras foram submetidas à dessecação em estufa 

por mais 1 h, após novamente resfriada e pesada. Este 

procedimento foi repetido até obtenção de massa constante. Os 

resultados foram expressos como perda de massa percentual, 

pela média de três determinações. 

  

4.2.1.2 Determinação do tamanho e distribuição 

granulométrica 

 

O tamanho e distribuição granulométrica da biomassa de 

H. pluvialis foi determinada por difratometria a laser utilizando 

um analizador de partículas Mastersizer 2000 (Malvern 

Instruments, Reino Unido), com luz monocromática vermelha 

(632,8 nm) de um laser de He Ne, com obscurecimento entre 

10 e 13%. Para as análises, cerca de 30 mg da biomassa foi 

previamente dispersa em água. As análises foram realizadas em 

triplicata. A distribuição do tamanho foi determinada com base 

na teoria de difração de Franhöffer e expressa em diâmetro por 

volume equivalente a 10 (d10%), 50 (d50%) e 90 (d90%) do 

volume acumulado e diâmetro médio (d4,3). Os valores de 
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Span, que correspondem ao grau de polidispersão da amostra, 

foram calculados segundo a equação 1 abaixo. 

 

𝑆𝑝𝑎𝑛 =
𝑑90% − 𝑑10%

𝑑50%
 

 

 

4.2.1.3 Avaliação da morfologia  

    

A morfologia das partículas da biomassa de H. pluvialis 

foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) em 

Microscópio 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/paládio, utilizando-se 

recobridora à vácuo Bal-tec SCD005 (BAL-TEC AG, 

Liechtenstein). Micrografias das amostras foram obtidas em 

diversos aumentos. 

 

4.2.2 Preparação e Caracterização da Solução Extrativa de 

Haematococcus pluvialis 

 

Equação 1 
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4.2.2.1 Preparação da solução extrativa 

 

A preparação da solução extrativa Haematococcus 

pluvialis (SEHP) foi realizada empregando o método clássico 

de extração 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 petróleo:acetona:água (15:75:10, 

v/v/v). A mistura foi mantida sob agitação magnética por 24 

horas a 5 °C e protegida da luz. Após esse período, 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 solução 

extrativa de H. pluvialis (SEHP). Esta operação foi realizada 

4x, com o obejtivo de extrair a maior quantidade possível de 

carotenoides, resultando em volume final de 800 ml de SEHP. 

A SEHP foram preparadas em triplicata. 

4.2.2.2.  Caracterização da solução extrativa de 

Haematococcus pluvialis 

 

4.2.2.2.1 Determinação do resíduo seco (FARMACOPEIA, 

2010)  
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Cerca de 10 g da solução extrativa foram exatamente 

pesados em pesa-filtros previamente tarados e submetidos à 

evaporação 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 

operação foi repetida até obtenção de peso constante. Os 

valores de resíduo seco (RS%, m/m) foram calculados 

conforme a equação 2 abaixo: 

𝑹𝑺% =
𝒎𝟐 −𝒎𝑷𝑭

𝒎𝟏 −𝒎𝑷𝑭
× 𝟏𝟎𝟎 

 

em que m1 é a massa em gramas do pesa filtro contendo a 

SEHP; m2 é a massa em gramas do pesa filtro após dessecação, 

mPF é a massa em gramas do pesa filtro vazio. Os resultados 

foram expressos pela média de três determinações. 

 

4.2.2.2.2 Determinação do pH (FARMACOPEIA, 2010) 

A determinação do pH da SEHP foi realizada em 

potenciômetro previamente calibrado com soluções tampão pH 

4,0 e 7,0. Os resultados correspondem à média de três 

determinações. 

 

Equação 2 

Equação 2 
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4.2.2.2.3 Determinação da densidade relativa 

(FARMACOPEIA, 2010) 

A medida da densidade relativa (𝑑20
20) da SEHP foi 

realizada com auxílio de um picnômetro de 25,0 mL, 

previamente calibrado por meio da pesagem do mesmo vazio e 

com água destilada. O picnômetro foi preenchido com a SEHP 

e, em seguida, pesado. A densidade relativa foi então calculada 

como sendo a razão entre a massa da amostra (SEHP) e a 

massa de água, medidas na mesma temperatura. As análises 

foram realizadas em triplicata.  

 

4.2.2.2.4 Determinação de carotenoides totais 

 

A determinação dos carotenoides totais (CT,µg/mL) da 

SEHP foi realizada por método espectrofotométrico. 

Brevemente, uma alíquota de 1,0 mL da SEHP foi transferida 

para um balão e submetida à evaporação sob pressão reduzida 

em evaporador rotatório para eliminação do solvente. O 

resíduo foi então dissolvido em acetona, transferido para balão 

volumétrico de 25,0 mL e o volume final foi completado com o 

mesmo solvente. A solução resultante foi analisada no 

comprimento de onda de 320 a 700 nm em espectrofotômetro 
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UV/VIS 1800 (Shimadzu, Japão), usando acetona como 

branco. O da SEHP foi calculado conforme a equação 3: 

 

𝐶𝑇 =  
𝐴 × 25

𝜀 × 100
 

 

Em que A é a absorbância da amostra, 𝜀 é o coeficiente de 

extinção específica da astaxantina em acetona ou 2198 (100 

mL g
-1

 cm
-1

). As análises foram realizadas em triplicata. 

 

4.2.2.2.5 Determinação do teor de astaxantina na solução 

extrativa 

 

A quantificação da astaxantina na SEHP foi realizada por 

metodologia analítica de cromatografia líquida de alta 

eficiência em modo de fase reversa, conforme metodologia 

desenvolvida pelo laboratório de morfogênese e bioquímica 

vegetal, no Centro de Ciências Agrárias da UFSC. As análises 

foram realizadas em cromatógrafo Shimadzu SP 10A (Japão). 

As análises foram realizadas usando as seguintes condições 

cromatográficas: coluna C18 TP201 (Vydac, 250 mm x 4.6 

mm d.i., 5 µm); fase móvel, metanol:acetonitrila (90:10, v/v); 

Equação 3 
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fluxo de 1 mL/min, volume de injeção 10 µL e detecção a 477 

nm.  

O tempo de corrida foi de 13 min e a quantificação da 

astaxantina na amostra foi realizada com base na curva de 

calibração da astaxantina padrão (y = 44231,56x, R
2
 = 0,990). 

Os resultados foram expressos em µg/mL pela média de três 

determinações.  

 

4.2.3 Preparação e Caracterização dos Extratos Secos de 

Haematococcus pluvialis por Aspersão em Torre de 

Secagem (Spray-Drying). 

 

4.2.3.1 Preparação dos Extratos Secos  

 

Para obtenção dos extratos secos de Haematococcus 

pluvialis (ES), 400 mL da solução extrativa SEHP foram 

submetidos à evaporação sob pressão reduzida até completa 

remoção do solvente orgânico. O resíduo foi então ressuspenso 

em 400 mL de água destilada para obtenção de uma suspensão 

aquosa de H. pluvialis.  A esta suspensão aquosa foi adicionada 

dióxido de silício coloidal (Aerosil
®
 200), lentamente, sob 

agitação constante, durante 30 minutos. A dispersão foi seca 

em um mini spray-dryer Buchi B-191 (Suíça), disponibilizado 
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pelo Prof. Pedro Barreto do PPG em Ciências dos Alimentos. 

Os extratos secos foram coletados e pesados. Neste estudo, o 

efeito da temperatura de entrada (150 
o
C ou 175 

o
C) e da 

concentração de dióxido de silício coloidal (2%, 4% e 6%, 

m/V) sobre as características finais dos extratos secos foi 

avaliado, o que resultou na obtenção de 6 diferentes extratos 

secos. As condições de secagem empregadas estão mostradas 

na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Condições de secagem utilizadas para obtenção dos 

extratos secos de H. pluvialis. 

Parâmetros ES1 ES2 ES3 ES4 ES5 ES6 

Temperatura de entrada 

(
o
C) 

150 150 150 175 175 175 

Temperatura de saída 

(
o
C) 

40 40 40 60 60 60 

Fluxo da dispersão 

(mL/min) 

4 4 4 4 4 4 

Aspiração (%) 100 100 100 100 100 100 

Concentração de 

Aerosil 200* (%) 

2 4 6 2 4 4 

* Em relação ao volume total da dispersão. 

 

4.2.3.2 Caracterização do adjuvante dióxido de silício 

coloidal (Aerosil
®

 200) 
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4.2.3.2.1 Determinação da perda por dessecação (THE 

UNITED, 2007) 

A determinação da perda por dessecação do adjuvante de 

secagem dióxido de silício 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 105º C durante duas 

horas e, após, resfriadas e pesadas. As amostras foram 

submetidas à dessecação em estufa por mais 1 h, após 

novamente resfriada e pesadas. Este procedimento foi repetido 

até obtenção de massa constante. Os resultados foram 

expressos como perda de massa percentual, pela média de três 

determinações. 

  

4.2.3.2.2 Determinação do pH (THE UNITED, 2007) 

A determinação do pH da dispersão aquosa 4% (m/v) de 

dióxido de silício coloidal foi realizada em um potenciômetro 

calibrado com soluções tampão pH 4,0 e 7,0. O resultado 

expressa a média de três determinações. 
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4.2.3.2.3 Deteriminação do tamanho e distribuição 

granulométrica  

A distribuição granulométrica do dióxido de silício 

coloidal foi avaliada por difratometria a laser utilizando um 

analisador de partículas Mastersizer 2000 (Malvern 

Instruments, Reino Unido), com luz monocromática vermelha 

(632 nm) de um laser de He Ne, com obscurecimento entre 10 

e 13%. Para as análises, cerca de 30 mg de dióxido de silício 

coloidal foram dispersos em glicerol. As análises foram 

realizadas em triplicata. A distribuição do tamanho foi 

determinada com base na teoria de difração de Franhöffer e 

expressa em diâmetro por volume equivalente a 10 (d10%), 50 

(d50%) e 90 (d90%) do volume acumulado e diâmetro médio 

(d4,3), assim como pelo valor de Span.  

 

4.2.3.2.4 Avaliação da morfologia 

 Micrografias do adjuvante dióxido de silício coloidal 

foram obtidas em microscópio eletrônico 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 à vácuo Bal-tec SCD005 (BAL-

TEC AG, Liechtenntein).  
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4.2.3.3 Caracterização dos extratos secos  

 

4.2.3.3.1 Rendimento 

O rendimento bruto da operação de secagem foi estimado 

como sendo a diferença percentual entre a massa teórica de 

sólidos totais presente na suspensão de alimentação e a massa 

de extrado seco obtida. Os sólidos totais correspondem ao teor 

de resíduo seco da solução extrativa (SEHP), somada à 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 análises 

foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em 

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

 

4.2.3.3.3 Análise granulométrica 

A distribuição granulométrica dos extratos secos de H. 

pluvialis foram determinadas por difratometria à laser 

utilizando um analisador de partículas Mastersizer 2000 
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(Malvern Instruments, Reino Unido), com luz monocromática 

vermelha (632nm) de um laser de He Ne, com obscurecimento 

entre 10 e 13%. Para as análises, cerca de 30 mg dos extratos 

secos foram previamente dispersos em glicerina. As análises 

foram realizadas em triplicata. A distribuição do tamanho foi 

determinada com base na teoria de difração de Franhöffer e 

expressa em diâmetro por volume equivalente a 10 (d10%), 50 

(d50%) e 90 (d90%) do volume acumulado e diâmetro médio 

(d4,3), assim como pelo valor de Span.  

 

4.2.3.3.4 Avaliação da morfologia das partículas 

A morfologia das partículas dos extratos secos foi 

avaliada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) em 

Microscópio 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/paládio, utilizando-se 

uma recobridora à vácuo Bal-tec SCD005 (BAL-TEC AG, 

Liechtenstein).  Micrografias das amostras foram obtidas em 

diversos aumentos. 
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4.2.3.3.5 Determinação da densidade aparente e de 

compactação  

 Para a determinação 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 então submetidos à compactação por meio 

de 1250 batidas em um aparelho para determinação da 

densidade compactada (Copley
®

, Inglaterra) e o volume dos 

pós foi novamente registrado. As densidades e de compactação 

(g/mL) foram então determinadas conforme equações 4 e 5 

abaixo (GUO; BEDDOW; VETTER, 1985),  

𝑑𝑎𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒 =
𝑚

𝑉1
 

    

𝑑𝑐𝑜𝑚𝑝𝑎𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎 =
𝑚

𝑉2
 

em que m é a massa da amostra em gramas, V1 = volume 

inicial da amostra em mililitros (antes da compactação) e V2 = 

volume da amostra após compactação em mililitros. As 

análises foram realizadas em triplicata. 

 

4.2.3.3.6 Avaliação das propriedades de fluxo dos extratos 

secos 

   

Equação 4 

Equação 5 

Equação 4 

Equação 5 
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As propriedades de fluxo extratos secos de H. pluvialis 

foram avaliadas empregando o índice de compressibilidade ou 

índice de Carr e o fator de Hausner.  O índice de Carr foi 

calculado conforme a equação 6: 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝑎𝑟𝑟 =  
𝑑𝑐 − 𝑑𝑏

𝑑𝑐
 × 100 

 

em que db e  dc são as densidades bruta e de compactação dos 

extratos secos, respectivamente. Conforme os valores de Índice 

de Carr obtidos, o fluxo dos pós foi determinado de acordo 

com a Tabela 2 como: excelente, bom, favorável a tolerável, 

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

 

Tabela 2. Relação entre fluidez e índice de Carr. 

Tipo de fluxo Índice de Carr (%) 

Excelente 5 – 12 

Bom 12 – 18 

Favorável a tolerável 18 – 21 

Ruim /Fluido 21 – 25 

Ruim/Coesivo 25 – 32 

Muito ruim 32 – 38 

Extremamente ruim > 38 

Fonte: AULTON et al., 2005. 

 

Equação 6 
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O Fator de Hausner (FH) foi obtido através do quociente 

entre as densidades de compactação (dc) e bruta (db) dos 

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

 

𝐹𝐻 =
𝑑𝑐

𝑑𝑏
 

 

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 adição de lubrificantes 

para melhorar o escoamento dos pós, nas diferentes etapas de 

preparação do medicamento (AULTON et al., 2005). 

4.2.3.3.7 Espectroscopia de absorção no infravermelho com 

transformada de Fourrier (FT-IR) 

 

  Espectros de absorção no infravermelho foram 

obtidos usando espectrofotômetro FT-IR Shimadzu (Kyoto, 

Japão). Discos de brometo de potássio (KBr) contendo os 

extratos secos de H. pluvialis, astaxantina ou dióxido de silício 

coloidal foram preparados e as leituras das amostras foram 

efetuadas entre 4000 e 400 cm
-1

.  

 

Equação 7 
Equação 7 
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4.2.3.3.8 Análise térmica 

O comportamento térmico dos extratos secos foi avaliado 

por calorimetria exploratória diferencial (DSC) e 

termogravimetria (TG). As análises de DSC foram realizadas 

utilizando um equipamento DSC60 Shimadzu (Shimadzu, 

Kyoto, Japão). Cerca de 2 mg das amostras foram pesados em 

panelas de alumínio, as quais foram lacradas e submetidas ao 

aquecimento até 900 °C, numa razão de 10 °C/min, sob 

atmosfera de nitrogênio. Uma panela de alumínio vazia lacrada 

foi utilizada como referência. 

As análises termogravimétricas dos extratos secos de H. 

pluvialis foram realizadas em termobalança TGA-50 

(Shimadzu) sob atmosfera dinâmica de nitrogênio com fluxo de 

50 mL/min. Cerca de 5 mg de amostra foram utilizadas na 

análise em cadinho de platina. A razão de aquecimento foi de 

10 °C/min até 300 °C.   

 

4.2.3.3.9 Determinação de carotenoides totais 

 

A determinação 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 balões 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 

espectrofotômetro UV/VIS (Shimadzu, Japão), 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 equação 8: 

 

𝐶𝑇 =  
𝐴 × 3 × 25

𝜀 × 𝑚 × 100
 

 

Em que A é a absorbância da amostra, ε é o coeficiente de 

extinção específica da astaxantina em acetona ou 2198 (100 

mL g-1 cm-1) e m é a massa de extrato seco pesada. As 

análises foram realizadas em triplicata. O efeito dos parâmetros 

de secagem (temperatura e concentração de dióxido de silício 

coloidal) sobre o teor de carotenoides totais foi avaliado 

estatisticamente pela ANOVA de dois fatores, seguida do teste 

de Tukey de comparação entre as médias para um nível de 

significância de 5%. 

4.2.3.3.10 Determinação da astaxantina por CLAE 

 

A análise quantitativa da astaxantina no extrato secos de 

H. pluvialis foi realizada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) em fase reversa conforme condições 

Equação 8 
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cromatográficas 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 

alumínio, aos quais foram adicionados 1,0 mL de metanol 

acidificado. As amostras foram mantidas sob agitação durante 

1 h, protegidas da luz e em temperatura ambiente. Após, as 

amostras foram centrifugadas (Centrífuga Novatécnica
®
 NT 

810) a 5000 rpm durante 10 min. Os sobrenadantes foram 

coletados, filtrados e injetados no cromatógrafo. O teor de 

astaxantina foi calculado com base em uma curva padrão (y = 

44231,56364 x, R
2
 = 0,99024) de astaxantina (Sigma, 98%), 

sendo considerada a média de três injeções sequenciais por 

amostra. O efeito dos parâmetros de secagem (temperatura e 

concentração de dióxido de silício coloidal) sobre o teor de 

astaxantina foi avaliado estatisticamente pela ANOVA de dois 

fatores, seguida do teste de Tukey de comparação entre as 

médias para um nível de significância de 5%. 

 

4.2.3.3.12 Avaliação do perfil de dissolução dos 

carotenoides totais a partir dos extratos secos 

 

O perfil de dissolução dos carotenoides totais a partir dos 

extratos secos de H. pluvialis foi avaliado em aparelho de 
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dissolução Nova Ética 299, acoplado ao aparato USP II (pá) 

confirmar, contendo 200 mL de solução aquosa de lauril 

sulfato de sódio 0,5% (m/V), e mantido sob agitação constante 

a 75 rpm e temperatura de 37°C. Para os ensaios, 200mg de 

extrato seco foram colocados em cápsulas de gelatina dura, 

sendo observado a manutenção das condições sink. Em 

intervalos de tempo pré-determinados alíquotas de 5 mL do 

meio de dissolução foram coletadas e analisadas quanto ao teor 

de carotenoides totais por metolologia de espectrofotometria de 

absorção no comprimento de onda de 460 nm. Após cada 

coleta, o volume removido foi reposto com o meio de 

dissolução fresco. A precisão do método analítico 

(repetibilidade) foi determinada pela análise de seis amostras e 

expressa por meio do desvio padrão relativo (DPR%) 

(BRASIL, 2003). A partir dos resultados, curvas de percentual 

de carotenoides totais liberado versus tempo (min) foram 

construídas. A eficiência de dissolução (ED%) foi estimada 

através da seguinte equação 9: 

 

𝐸𝐷(%) =
𝐴𝑆𝐶

𝐴𝑇𝑅
× 100 

 

ASC é a área sob a curva do perfil de dissolução calculada pelo 

método trapezoidal e ATR é a área total do retângulo, definido 

pela ordenada  (100% de dissolução). O efeito dos parâmetros 

Equação 9 
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de secagem (temperatura e concentração de dióxido de silício 

coloidal) sobre os valores de ED% foi avaliado pela ANOVA 

de dois fatores, seguida do teste de Tukey de comparação entre 

as médias para um nível de significância de 5%. 

 

4.2.4 Avaliação 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 alíquota de 290 µL da solução metanólica de 

DPPH 0,1 mM foi adicionada a 10 µL da SEHP e das soluções 

obtidas a partir dos extratos secos na concentração 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 

absorbância das amostras foi medida usando leitora de Elisa 

Automatica (TermoPlate
®
) a 530 nm.  O resultado final foi 

expresso em percentual de inibição, calculado de acordo com a 

equação 10: 

 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 −𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
× 100 

 

 

Equação 10 
Equação 10 
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Abscontrole é a absorbância obtida para o controle (solução de 

DPPH sem antioxidante) e Absamostra é a absorbância obtidas 

após leitura das amostras, na presença do DPPH. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA DE H. 

PLUVIALIS 

 

Microalgas atualmente apresentam grande potencial de 

utilização nos setores industriais devido à capacidade em 

produzir biomassa rica em compostos biologicamente ativos 

como carotenoides, além do fato de serem micro-organismos 

que apresentam taxa de crescimento rápido e são facilmente 

cultivados (MENDONÇA et al., 2013). Entretanto, para 

obtenção dos carotenoides é necessário fazer uso de processos 

extrativos que podem ser afetados por inúmeras variáveis, 

incluindo as características químicas e físicoquímicas do 

material de partida. Assim, a biomassa de H. pluvialis foi 

caracterizada como etapa prévia à extração quanto ao teor de 

umidade, tamanho de partícula e distribuição granulométrica. 

Os resultados são mostrados Tabela 3. 

 

Tabela 3. Resultados obtidos na caracterização de teor de 

umidade e tamanho da biomassa de H. pluvialis. 
Amostra Teor de 

umidade  

(%, m/m) 

Tamanho de partícula (m) 

d10% d50% d90% d4,3 Span 

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 

característica a ser avaliada, uma vez que a presença de água 

afeta fortemente a estabilidade química e microbiológica, assim 

como as características físicas e os processos tecnológicos 

envolvidos na produção (SILVA et al., 2008). Este parâmetro 

pode também fornecer dados acerca do rendimento da 

extração, já 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 tecnológico e de produção, é 

importante conhecer quantitativamente, o conteúdo de água 

presente na matéria-prima para que esses valores sejam 

considerados nos cálculos de rendimento (DE PAULA, 1996). 

A média da porcentagem de perda por dessecação do pó da 

biomassa foi de 8,09 ± 1,18% (m/m), o qual se encontra na 

faixa de valores aceitável por diferentes farmacopeias para 

matérias-primas vegetais, que é entre 8 e 14% (SHARAPIN, 

2000). 

 

A Figura 9 apresenta o perfil de distribuição 

granulométrica da biomassa de H. pluvialis obtido pela técnica 

de difração a laser, o qual exibiu perfil monomodal. Conforme 

mostrado na Tabela 3, as partículas da biomassa de H. pluvialis 

apresentaram valores médios de d50% (diâmetro de partícula 
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correspondente a 50% da distribuição acumulada) de 58,53 µm 

e diâmetro médio em volume (diâmetro correspondente a uma 

esfera de igual volume) de 94,72 µm. 

 

 
Figura 9. Perfil de distribuição granulométrica da biomassa de 

H. pluvialis. 

 

As fotomicrografias obtidas por microscopia eletrônica 

de varredura da biomassa de H. pluvialis podem ser observadas 

na Figura 10. As partículas da biomassa apresentaram 

superfície rugosa e formato esférico, com tamanhos de algumas 

dezenas de micrômetros, estando de acordo com os resultados 

obtidos pela técnica de difração a laser. 
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ra 10: Fot omicr ografias  da b iomassa de H . pluvialis  ob tidas  por microscopia ele tr ônica de var redu ra com a umen tos de ( A) 500 e ( B) 1000 v ezes  

 

Figura 10. Fotomicrografias da biomassa de H. pluvialis 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura com aumentos 

de (A) 500 e (B) 1000 vezes. 
 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DA SOLUÇÃO EXTRATIVA 

(SEHP) OBTIDA A PARTIR DA BIOMASSA DE 

HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS 

 

Muitos métodos de extração de carotenoides a partir de 

materiais biológicos têm sido testados, incluindo a extração por 

solventes, a extração em fase sólida e a extração por fluidos 

supercríticos. Dentre estes, a extração com o uso de solventes 

orgânicos é a que mais tem sido aplicada para extração de 

carotenoides totais, pois é um método simples e de baixo custo. 

Independente da técnica empregada, estudos têm mostrado que 

a extração de carotenoides é altamente afetada pelo tipo de 

solvente, relação solvente:biomassa, tempo e condições de 

armazenamento (WANG e LIU, 2009). Neste trabalho o 

(A) (B) 
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método clássico de extração de carotenoides descrito por 

Mezzono e colaboradores (2011) foi utilizado para a 

preparação da SEHP. A caracterização foi realizada como 

etapa intermediária para a preparação dos extratos secos e os 

ensaios realizados foram limitados àqueles frequentemente 

utilizados em pesquisa tecnológica desta natureza, ou seja, 

determinação do resíduo 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 caracterização da solução 

extrativa (SEHP) 
Parâmetros analisados 

 
Dados experimentais  (Média± ) 

Resíduo seco (% m/m) 1,60 ± 0,02 

pH 5,40 ± 0,12 

Densidade (g/mL) 0,99 ± 0,03 

Teor de carotenoides totais (µg/mL) 82,1 ± 2,10 

Teor de astaxantina (µg/mL) 8,79 ± 0,05 

 

A avaliação do resíduo seco da solução extrativa 

apresentou um teor de sólidos de 1,60% (m/m), o que pode ser 

considerado baixo. O resíduo seco traduz-se no teor de sólidos 

dispersos na solução concentrada sendo útil na previsão do 

rendimento teórico do produto seco produzido. Teoricamente, 

valores de sólidos em dispersão inferiores a 10% (m/v) podem 

comprometer o bom rendimento da operação de secagem em 
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spray dryer, de forma a resultar em partículas de tamanho 

muito reduzido e assim, atravessando os filtros do sistema de 

exaustão (LEMOS-SENNA et al., 1997). Ainda, o teor de 

resíduo sólido presente na amostra possibilita fazer o cálculo 

do percentual de adjuvantes a ser adicionado na solução 

extrativa para produção do extrato seco por spray-drying 

(ARARUNA, 2008).  

O sistema de ligações duplas conjugadas constitui o 

cromóforo que fornece aos carotenoides a sua coloração e sua 

absorção no visível, e serve como base para sua identificação e 

quantificação (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). É descrito na 

literatura que a fração de carotenoides da Haematococcus 

pluvialis contém cerca de 70% de monoesteres e 10% de 

diésteres de astaxantina, e 5% de astaxantina livre, além de β-

caroteno, cataxantina e luteína. Vários métodos têm sido 

usados para a determinação destes carotenoides, incluindo 

métodos espectrofotométricos e de cromatografia líquida, 

sendo que os primeiros apresentam as vantagens de serem mais 

rápidos e de baixo custo, uma vez que o teor pode ser estimado 

sem requerer a separação e/ou tratamento prévio da amostra.  

A Figura 11 mostra o espectro padrão de absorção de 

astaxantina no comprimento de onda de 400 a 600 nm e na 

Figura 12 o espectro de absorção da SEHP. 



109 
 

 
Figura 11.  Espect ro de abso rção da astaxan tina pa drão.  

Figura 11. Espectro de absorção no UV e visível da astaxantina padrão. 

  

 
Figura 12. Espect ro de va rred ura da SEH P na faixa de com prim ento de onda de 400 n m a 600 nm .  

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 absorção da 

SEPH (Figura 12), não houve interferência 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 µg/mL 

(Tabela 4). Considerando o volume de solução extrativa obtida 

(800 mL) e a massa de biomassa utilizada (5 g), a massa total 

extraída 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 quantificação 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 padrões não são disponíveis para calibração do 

método. Muitos métodos têm proposto a hidrólise enzimática 

dos ésteres para determinação da astaxantina total. Entretanto, 

estas reações podem levar a degradação parcial da astaxantina, 

levando à obtenção de valores mais baixos do que os reais. 

Então neste trabalho foi avaliada unicamente o teor de 

astaxantina livre (AST) nas amostras (SEHP e ES). O método 

utilizado na quantificação foi aquele desenvolvido no 
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Laboratório de Morfogênese e Bioquímica Vegetal no Centro 

de Ciências Agrárias da UFSC.  

 

 
Figura 13. C roma togra ma ob tidos nas  análises  de astaxan tina na SEH P po r CLAE. O temp o de re tenção da as taxanti na foi de 4, 4 minu tos.  

Figura 13. Cromatograma obtidos nas análises de astaxantina 

na SEHP por CLAE. O tempo de retenção da astaxantina foi de 

4,4 minutos. 

 

5.3 PREPARAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS 

EXTRATOS SECOS DE HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS 

POR SECAGEM EM TORRE DE ASPERSÃO (SPRAY 

DRYING) 
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5.3.1 Caracterização do adjuvante dióxido de silício 

coloidal (Aerosil
®

 200) 

 

 A secagem é uma das operações mais frequentes na 

produção de medicamentos, sendo usada para obtenção de pós 

e grânulos, que podem ainda serem processados para gerar 

outras formas farmacêuticas sólidas, como as cápsulas e os 

comprimidos (OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). A remoção 

da água proporciona um aumento na estabilidade química, 

físico-química e microbiológica, aumentando assim a vida útil 

do produto final. A secagem em torre de aspersão tem sido 

empregada para a secagem de inúmeras soluções extrativas 

vegetais, pois é um processo rápido, facilmente escalonável, e 

permite a obtenção de pós secos com boas características 

físico-químicas e elevado rendimento (MASTERS, 1985). 

Entretanto, o sucesso da operação de secagem depende das 

características físicas e químicas do material a ser seco e das 

condições de processamento. Em geral, materiais de partida 

ricos em açúcares e ácidos de baixo peso molecular conduzem 

à obtenção de pós muito higroscópicos, suscetíveis à 

aglomeração e com problemas de fluidez, que muitas vezes 

podem se aderir à torre de secagem, levando ao baixo 

rendimento da operação (BHANDARI et al.,1997). Estes 

problemas têm sido contornados pela adição de adjuvantes de 
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secagem. Os mais comumente empregados são: amido, 

ciclodextrinas, dióxido de silício coloidal, fosfato tricálcico, 

gelatina, goma arábica, lactose, maltodextrinas, entre outros 

(OLIVEIRA e PETROVICK, 2009). 

Ensaios preliminares levaram à seleção do dióxido de 

silício coloidal como adjuvante de secagem. De acordo com a 

USP 30, o dióxido de silício coloidal é uma sílica pirogênica, 

submicroscópica obtida a partir de uma hidrólise em chama a 

1.000°C, contendo não menos que 99% e não mais que 100,5% 

de SiO2. O tamanho destas partículas é em torno de 12 nm e o 

pH de uma dispersão na concentração 10%  varia entre 3,5-5,5 

(USP, 2007). É um pó fino, branco, amorfo, inodoro e insípido 

(VILLANOVA, SÁ, 2007). Apresenta elevada superfície 

específica e alto poder sorvente, tendo sido amplamente 

empregado na obtenção de produtos secos por aspersão a partir 

de soluções extrativas de diferentes espécies vegetais 

(OLIVEIRA, PETROVICK, 2009). O pequeno tamanho da 

partícula e a grande superfície de contato fazem ainda com que 

o dióxido de silício coloidal forneça boas propriedades de 

fluxos aos pós (VILLANOVA, SÁ, 2007).  

A caracterização do dióxido de silício coloidal foi 

realizada conforme descrito em 4.2.3.2. Os resultados obtidos 

na determinação da perda por dessecação e do pH são 
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mostrados na Tabela 5. A fotomicrografia obtida por MEV 

para avaliação da morfologia é mostrada na Figura 14. 

 

Tabela 5. Resultados obtidos na caracterização do dióxido de 

silício coloidal (Aerosil
®
 200). 

Ensaio Resultado Especificação (THE 

UNITED, 2007) 

Perda por dessecação (%) 1,83 ± 0,16 < 2,5 

pH 4,22 ± 1,71 3,5 – 5,5 

 

 

 
Figura 14. Fot omicr ografi a do dióxi do de s ilício coloidal o btida por microscopia ele trô nica de var redu ra com au men to de 1000x  

Figura 14. Fotomicrografia do dióxido de silício coloidal 

obtida por microscopia eletrônica de varredura com aumento 

de 1000x 

 

Os resultados da avaliação da qualidade do adjuvante de 

secagem Aerosil
®
 encontram-se dentro dos limites 

especificados pela Farmacopeia Americana (THE UNITED, 

2007). A observação morfológica revelou a presença de 

partículas de formato irregular, superfície rugosa e tamanho de 
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alguns micrômetros, estando de acordo com as características 

observadas por outros autores (DOMINGUES et al., 2008). 

 

 

5.3.2 Preparação e caracterização dos extratos secos 

 

5.3.2.1 Avaliação dos parâmetros de secagem sobre as 

características químicas e físico-químicas dos extratos secos 

 

5.3.2.1.1 Rendimento e teor de umidade 

 

Vários fatores afetam a secagem por spray-drying, 

incluindo as características do material a ser seco e os 

parâmetros do processo. Dentre eles, a concentração de sólidos 

presentes no líquido de alimentação exerce grande impacto 

sobre a eficiência da operação de secagem. O teor de sólidos 

que permita a obtenção de um produto com características 

desejáveis deve ser otimizado, visto que este pode impactar no 

custo do processo. Em geral, a operação dever ser realizada 

com o máximo teor de sólidos possível, possibilitando uma 

utilização adequada do calor. Baixas concentrações de sólidos 

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 relação ao processo, um dos 

parâmetros 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 tensão superficial e a 

viscosidade, facilitando a formação de gotículas (OLIVEIRA, 

PETROVICK, 2009).  Assim, neste trabalho foi avaliado o 

efeito da concentração de dióxido de silício coloidal (2%, 4% e 

6%) e temperatura de entrada (150°C e 175°C), sobre as 

características físico-químicas dos extratos secos. Os resultados 

obtidos na determinação do rendimento da operação e teor de 

umidade estão mostrados na Tabela 6.  

 

 

Tabela 6. Resultados de rendimento e teor de umidade dos 

extratos secos em função das condições de secagem (n = 3). 
 Aerosil 200 

(%)
1
 

Temperatura de 

entrada (°C) 

Rendimento  

(%, M ± ) 

Teor de 

umidade 

(%, M ± ) 

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 
1
Calculado em relação ao volume de SEHP. 

 

Como é possível 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 análise estatística evidenciou que o rendimento é 

afetado unicamente pela temperatura de entrada do spray-dryer 

(P< 0,001), mas não pela concentração de Aerosil
®
. O teor de 

umidade variou entre 1,0 e 1,8% (m/m) e foi afetado por ambos 

os parâmetros de secagem avaliados.  

Os resultados observados neste trabalho são semelhantes 

aos encontrados por outros autores. A influência dos 

parâmetros de temperatura de entrada e concentração de 

dióxido de silício coloidal (Aerosil
®
 200) sobre as 

características de produtos secos por aspersão da Schinus 

terebinthifolius (aroeira vermelha) foi investigada por 

Vasconcelos e colaboradores (2005). Os resultados do estudo 

revelaram que o rendimento do processo aumentou nos níveis 

mais altos de Aerosil
®
. Na concentração 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 à concentração do 

adjuvante. Similarmente, estudos mostraram que o teor de 

umidade do tomate em pó (GOULA et al., 2005), pó de suco de 

laranja (CHEGINI, GHOBADIAN, 2005), suco de cacto de 

pera em pó (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2005) e 
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cenoura preta em pó (ERSUS, YURDAGEL, 2007) diminuiu 

com o aumento da temperatura de secagem. 

5.3.2.1.2 Tamanho de partícula 

 

A distribuição de tamanho de partícula é uma das 

características mais importantes de um sistema de pó ou de 

partículas, pois afeta tanto as propriedades como o desempenho 

dos produtos intermediários e finais (BRITTON, 1995). Certas 

propriedades químicas e físicas dos fármacos são afetadas pelo 

tamanho, forma e morfologia da superfície da partícula, assim 

como a homogeneidade da formulação, velocidade de 

dissolução e biodisponibilidade. Além disso, as propriedades 

de fluxo estão diretamente relacionadas ao tamanho de 

partícula (MASTERS, 1985; CHAN, et al., 2007). 

A distribuição 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 gráficos de 

distribuição de tamanho das partículas dos extratos secos de H. 

pluvialis obtidos nas diferentes condições testadas. Na tabela 7 

estão dispostos os valores tamanho a 10% (d10%), 50% (d50%) e 

90% (d90%) da distribuição acumulada, assim como o diâmetro 

médio (d4,3) e de  Span de todas as formulações. 
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(a) 

 
(b) 

 
 

(c) 

 
(d) 

 
(e) 

 
f) 

 
Figura 15. Gráfico de distr ibuição de taman ho das  pa rtículas  dos ext ratos  secos  de H . pluvialis : (a) ES1, (b) ES2, (c) ES3, (d ) ES4, (e) ES5, (f) ES6  

de taman ho das  pa rtículas  dos ext ratos  secos  de H . pluvialis : (a) ES1, (b) ES2, (c) ES3, (d ) ES4, (e) ES5, (f) ES6.  

 

Figura 15. Gráfico de distribuição de tamanho das partículas 

dos extratos secos de H. pluvialis: (a) ES1, (b) ES2, (c) ES3, 

(d) ES4, (e) ES5, (f) ES6. 
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Tabela 7. Tamanho de partícula e distribuição granulométrica 

dos extratos secos de H. pluvialis. 
Extrato d10% ±  

(m) 
d50% ±  

(m) 
d90% ±  

(m) 
d4,3  ±   

(m) 
Span ±  

ES1 6,65 ± 0,11 12,50 ± 
0,01 

22,89 ± 
0,39 

13,78 ± 
0,07 

1,29 ± 0,04 

ES2 6,44 ± 0,15 11,86 ± 
0,47 

22,77 ± 
0,76 

13,62 ± 
0,19 

1,35 ± 0,06 

ES3 6,49 ± 0,15 11,86 ± 
0,56 

22,28 ± 
0,89 

13,41 ± 
0,27 

1,32 ± 0,06 

ES4 6,41 ± 0,10 12,29 ± 
0,86 

23,82 ± 
0,80 

14,35 ± 
0,27 

1,45 ± 0,07 

ES5 6,01 ± 0,03 11,06 ± 
0,10 

22,73 ± 
0,34 

14,08 ± 
0,15 

1,25 ± 0,03 

ES6 6,36 ± 0,01 12,93 ± 
0,06 

23,38 ± 
0,61 

14,84 ± 
1,33 

1,54 ± 0,03 

Na tabela: d10%, d50% e d90% referem-se ao diâmetro da partícula correspondente a 
10%, 50% e 90% da distribuição acumulada e d4,3 corresponde ao diâmetro médio 
equivalente a uma esfera de igual volume.  

 

Como é possível observar na Figura 15, os extratos secos 

exibiram perfis de distribuição granulométrica bastante 

similares, todos apresentando distribuição monomodal. O 

diâmetro médio das partículas (d4,3) variou entre 13,41 e 14,84 

m 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 distribuição granulométrica, 

indicaram uma estreita distribuição de tamanho, uma vez que 

quanto menores eles são, mais estreita é a distribuição 

(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007). Este resultado pode 

estar relacionado com a baixa viscosidade das misturas de 

adjuvante e solução extrativa. Como o mesmo adjuvante de 
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secagem foi utilizado para todas as formulações, 

provavelmente as diferentes concentrações utilizadas não 

foram capazes de modificar as características do líquido de 

alimentação e, portanto, do perfil da distribuição de tamanho 

de partícula.  

 

5.3.2.1.3 Avaliação da morfologia 

 

As fotomicrografias dos extratos secos de H. pluvialis 

são mostradas nas Figuras 16 e 17. A análise por microscopia 

eletrônica de varredura demonstra que os extratos secos de H. 

pluvialis apresentaram formato esférico e superfície lisa, 

característico de pós produzidos pelo processo de secagem por 

aspersão, sem a presença de poros superficiais. As partículas 

exibiram tamanhos de alguns micrometros, estando de acordo 

com os resultados obtidos pela técnica de difração a laser.  

Nijdam e colaboradores (2006) observaram a formação 

de partículas mais rígidas com a utilização de temperaturas 

mais elevadas, na produção de partículas de leite em pó por 

spray-drying. De acordo com estes autores, quando a 

temperatura é suficientemente alta, a umidade evapora 

rapidamente e a superfície se torna seca e dura, de modo que as 

partículas não murcham.  No entanto, quando a temperatura de 
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secagem é mais baixa, a superfície das partículas permanece 

úmida e flexível por mais tempo e, dessa forma, as partículas 

podem ficar murchas e enrugadas, quando resfriadas.  

Outro fator importante a ser considerado, é a viscosidade 

do líquido de alimentação, que está relacionado com a 

concentração de sólidos, pois esta interfere na formação de 

gotas esféricas. De modo geral, menos energia ou menor 

pressão são aplicadas quando a viscosidade é mais baixa 

(SOARES, 2002). 

 Neste estudo, não foram observadas diferenças na 

morfologia das partículas quando as diferentes condições de 

secagem foram testadas, sugerindo que nem a temperatura de 

entrada, nem a concentração de dióxido de silício coloidal 

provocou mudanças nas características do líquido de 

alimentação e/ou no processo de secagem que resultassem em 

alterações na estrutura das partículas.  
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a) 

 

(b) 

 
(c) 

 
Figura 16. Fot omicr ografi as  obtidas  po r mic roscopia elet rônica de va rre dura dos extra tos  secos  Haematococcus  pluvialis , pre parad os usando te mpe ratu ra de en tra da de 150 °C e (a ) 2%, (b) 4% e (c) 6% de di óxido de s ilício coloid al.  

 

Figura 16. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura dos extratos secos Haematococcus pluvialis, preparados 

usando temperatura de entrada de 150 °C e (a) 2%, (b) 4% e (c) 6% de 

dióxido de silício coloidal. 

 



124 
 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 
Figura 17. Fot omicr ografi as  obtidas  po r mic roscopia elet rônica de va rre dura dos extra tos  secos  Haematococcus  pluvialis , pre parad os usando te mpe ratu ra de en tra da de 175 °C e (a ) 2%, (b) 4% e (c) 6% de di óxido de s ilício coloid al.  

 

Figura 17. Fotomicrografias obtidas por microscopia 

eletrônica de varredura dos extratos secos Haematococcus 

pluvialis, preparados usando temperatura de entrada de 175 °C 

e (a) 2%, (b) 4% e (c) 6% de dióxido de silício coloidal. 
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5.3.2.1.4 Determinação da densidade aparente e de 

compactação  

 

Na secagem em torre de aspersão, a influência do teor de 

sólidos no material de partida também é refletida na densidade 

do produto final. De acordo com Cao e colaboradores (2000), o 

aumento no conteúdo de sólidos, eleva a viscosidade, 

resultando em pós mais densos. Por outro lado, quanto menor o 

conteúdo de sólidos em uma suspensão, maior o espaço oco 

interno da partícula, com formação de partículas com paredes 

menos espessas e menos densas (OLIVEIRA, PETROVICK, 

2009). 

A densidade de um pó está diretamente ligada à estrutura 

das partículas e, consequentemente, à capacidade de fluxo e 

compressão. Representa um parâmetro importante na etapa de 

desenvolvimento de uma formulação, porém, não há uma 

escala para determinação dos limites (VALENTE, 2010). Os 

valores das densidades aparente e de compactação foram 

obtidos conforme descrito em 4.2.3.3.5 e os resultados estão 

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 não parecem ter sido afetados pelas 

condições de secagem testadas. 
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Tabela 8. Valores de densidade aparente e de compactação dos 

extratos secos de H. pluvialis (n=3). 
Extrato Densidade aparente  

(g/mL, M ± ) 

Densidade compactada 

(g/mL, M ± ) 

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 Avaliação das propriedades de fluxo  

 

Pós com fins medicinais devem apresentar boa fluidez 

para serem empregados na produção de formas sólidas. Com 

base na densidade aparente e de compactação dos extratos 

foram determinados os valores de índice de Carr (IC) e do 

Fator de Hausner (FH), os quais estão relacionados com o 

comportamento do pó frente ao fluxo e compressão. Os 

resultados são mostrados na Tabela 9. 
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Tabela 9. Valores de índice de Carr e fator de Hausner, e 

classificação da fluidez dos extratos secos de H. pluvialis 

Extrato Índice de Carr Fator de Hausner 

 (%, M ± ) 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 índice 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 150º C e 175º C, 

respectivamente, classificando os pós como tendo fluxo bom a 

excelente.   

O fator de Hausner está relacionado ao atrito das 

partículas 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 pós com pobres 

características de fluxo. Portanto, os valores encontrados para 

os extratos secos também evidenciam que estes apresentam 

boas propriedades de fluxo. Esta característica está associada à 

utilização do dióxido de silício 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 dispersões sólidas de sinvastatina 

obtidas por spray-drying. 

 

 

5.3.2.1.6 Espectroscopia de absorção no infravermelho com 

transformada de Fourier (FT-IR) 

 

Os extratos secos de H. pluvialis foram caracterizados 

por espectroscopia de absorção no infravermelho. Os 

resultados são mostrados na Figura 18. O espectro de 

infravermelho da astaxantina padrão mostrou bandas 

características em concordância com o reportado anteriormente 

(YUAN et al., 2011). Estas incluem uma forte banda a 1654 

cm
-1 

correspondente ao estiramento C=O, uma banda em 1550 

cm
-1

 referente ao estiramento C=C do anel, e uma banda na 

região 3450 cm
-1

 corresponde ao estiramento O-H. 

Estiramentos na região 3010 cm
-1

, 2925 cm
-1

 e 2854 cm
-1

 

correspondem à presença da cadeia isoprenoide. O espectro do 

dióxido de silício coloidal apresentou apenas uma banda 

intensa na região próxima a 1000 cm
-1

 que está relacionada à 

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

Os espectros obtidos na análise dos extratos secos 

revelaram a presença das bandas características da astaxantina 



129 
 

em 3450 cm
-1

, em 3010 cm
-1

, 2925 cm
-1

 e 2854 cm
-1

 e em 

cerca de 1600 cm
-1

, assim como a banda característica do 

dióxido de silício em cerca de 1000 cm
-1

. 

 

 

 
Figura 18. Espect ros  de inf raver melho co m t ransfo rmada d e Fourie r da astaxa ntina padrã o, dióxido de s ilício coloidal e dos  ext rat os  secos  de H . pluvialis . 

Figura 18. Espectros de infravermelho com transformada de 

Fourier da astaxantina padrão, dióxido de silício coloidal e dos 

extratos secos de H. pluvialis. 

 

5.3.2.1.7 Análise calorimétrica exploratória diferencial 

(DSC) e termogravimétrica (TG) 

 

As curvas obtidas na análise por calorimetria exploratória 

diferencial e termogravimetria dos extratos secos de H. 
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pluvialis e do dióxido de silício coloidal encontram-se 

mostradas nas Figuras 19 e 20, respectivamente. Como pode 

ser observado em ambas Figuras, não foi possível visualizar 

eventos térmicos para os componentes dos extratos secos, 

sugerindo que tais compostos não encontram-se na forma 

cristalina nos mesmos.  

 
Figura 19. Cu rvas  de D SC obti das  para o d ióxido de s ilício e pa ra os  ext ratos  secos  de H . pluvialis .  

Figura 19. Curvas de DSC obtidas para o dióxido de silício e 

para os extratos secos de H. pluvialis. 
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Figura 20. Cu rvas  obti das  na análise te rmog ravimé trica do (a) dióxi do de s ilício coloidal e (b-g) e dos  extra tos  secos  de H . pluvialis . (b) ES1, (c) ES2, (d ) ES3, (e) ES4 (f) ES5 (g) ES6.  

Figura20. Curvas obtidas na análise termogravimétrica do (a) 

dióxido de silício 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 condições 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 

seco 

Teor de carotenoides totais 

(g/100g; M ± ) 

Recuperação 

(%, M ± ) 

ES1 2,27 ±0,006 99,87 ± 0,009 

ES2 1,43 ± 0,007 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 

Fcal temperatura = 5,15; Fcal concentração aerosil = 175,04; Fcrit = 3,11 (nível de significância = 

5%) 

 

A análise estatística evidenciou que tanto a temperatura 

como a concentração de aerosil afetaram significativamente o 

teor de carotenoides totais nos extratos secos (P=0,05). O 

extrato ES1 apresentou maior concentração de carotenoides 

totais, além da maior recuperação do teor em relação à solução 

extrativa. Observa-se que com o aumento da temperatura e 

concentração do adjuvante de secagem há redução significativa 

do teor de carotenoides totais. 

A perda de apenas uma parte dos carotenoides pode 

provavelmente ser explicada pelo fato de que a sensibilidade à 

temperatura de carotenoides depende da estrutura química 

específica dos mesmos, com componentes com longa cadeia de 

duplas ligações conjugadas (tais como β-caroteno) serem mais 

susceptíveis à temperatura (CHEN,TANG, 1998). 
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A decomposição térmica e oxidação foram possivelmente 

os responsáveis por esta diminuição. Ryckebosch e 

colaboradores (2011) relataram que a microalga 

Phaeodactylum tricornutum secas por spray-drying foram mais 

suscetíveis à degradação do que aquelas secas por liofilização 

(freeze-drying). Por outro lado, apesar das altas temperaturas 

utilizadas no processo de secagem por spray-drying, Leach e 

colaboradores (1998) relataram uma elevada recuperação de 

carotenoides após secagem da Dunaliella salina. Segundo os 

autores, a geração de um jato de pulverização atomizado 

proporciona uma grande área de superfície para rápida 

evaporação de água. Consequentemente, a temperatura média 

das gotas é suficientemente baixa, e o tempo de permanência 

na câmara de secagem das partículas secas é curto o suficiente 

para que a oxidação excessiva dos carotenoides seja evitada.  

De acordo com Goula e Adamopoulos (2005), o aumento 

da temperatura de entrada do spray dryer resultou em maior 

perda no teor de licopeno no tomate em pó. Similarmente, 

Quek e colaboradores (2007) observaram uma diminuição do 

teor de licopeno e -caroteno na secagem em atomização 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 retenção de 4,6 minutos. Os resultados de teor e de 

recuperação da astaxantina nos extratos secos encontram-se 

mostrados na Tabela 11.  

 

 
Figura 21. C roma togra mas obti dos após análise do ex tra to seco de H . pluvialis  (ES1) por CL AE.  

Figura 21. Cromatogramas obtidos após análise 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 

(mg/100 g; M ± ) 

Recuperação (%) 

) 

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 24,94 ± 4,17 17,08 ± 2,86 

ES6 27,51  ± 2,06 25,47 ± 1,91 

Fcal temperatura = 100,93; Fcal concentração aerosil = 26,73; Finteração = 19,22, Fcrit = 3,11 (nível 

de significância = 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 análise estatística revelou que ambos 

parâmetros de secagem afetaram significativamente o teor de 

astaxantina (P = 0,05). Entretanto, diferenças significativas 

entre as médias foram encontradas quando a concentração de 

aerosil aumentou, para uma temperatura de entrada de 150º C e 

quando a temperatura variou de 150 para 175º C, para as duas 

concentrações de 2 e 6% de aerosil. Para todos os extratos, os 

valores de recuperação 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 Avaliação do perfil de dissolução de carotenoides 

totais a partir dos extratos secos de Haematococcus pluvialis 

 

B 
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No desenvolvimento de formas farmacêuticas, estudos de 

dissolução são particularmente importantes, pois permitem, por 

meio de medições in vitro, dar indicações sobre o 

comportamento do fármaco in vivo.  De forma simplificada, a 

dissolução pode ser entendida como a liberação de um fármaco 

da sua forma farmacêutica, tornando-se disponível para 

absorção pelo organismo. Desta forma, o ensaio de dissolução 

corresponde a um teste físico, no qual o fármaco passa para a 

forma solúvel a partir da forma farmacêutica sólida intacta ou 

dos fragmentos formados durante o ensaio (SANTOS et al., 

2011). Ainda, ensaios de dissolução podem ser usados como 

ferramenta no desenvolvimento de formas farmacêuticas para 

ajustar e/ou otimizar a formulação e as condições de 

processamento, de modo a fornecer o máximo de eficácia 

terapêutica para um dado medicamento. Assim, com o objetivo 

de avaliar o efeito das condições de secagem sobre o perfil de 

dissolução de carotenoides totais de H. pluvialis, foram 

realizados os testes de dissolução.  

Em ensaios de dissolução, as condições sink devem 

sempre ser respeitadas. Condições sink são definidas como 

aquelas em que não há saturação do meio e a velocidade de 

liberação é linear, ou seja, não sofre influência da solubilidade 

dos compostos no meio de dissolução (AULTON, 2005).  

Como via de regra admite-se que condições sink são atingidas 
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quando a concentração máxima do fármaco no meio de 

dissolução corresponde a 10% da sua concentração na 

saturação.  Assim, vários meios de dissolução foram 

previamente testados por meio da adição de quantidades 

crescentes dos extratos e avaliação visual da solubilização. A 

partir destes dados, a solução de lauril sulfato de sódio 0,5% 

(m/V) foi selecionada como médio de dissolução.  Os ensaios 

foram realizados aplicando o método da pá agitadora, seguindo 

os critérios recomendados pela Farmacopeia Americana (THE 

UNITED, 2007). Os ensaios foram realizados a 37º C, com a 

velocidade de agitação a 75 rotações por minuto, sendo 

analisadas no mínimo seis cápsulas de cada extrato seco de H. 

pluvialis. A leitura espectrofotométrica das absorbâncias foi 

efetuada em contínuo, durante 60 minutos. As concentrações 

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 construídas. A partir 

dos perfis de dissolução, os valores de t50% (tempo para 

dissolução de 50% de carotenoides totais) e eficiência de 

dissolução (ED%) foram estimados. Os resultados são 

mostrados na Figura 22 e Tabela 12, respectivamente. 
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(a) 

 

(b) 

 
Figura 22. Pe rfis  de dissolução de ca rote noides  to tais  a par tir d os  extra tos  secos  de H . pluvialis  obtid os usando te mper atu ra de en tra da de (a) 150º C e (b ) 175º C.  

Figura 22. Perfis de dissolução de carotenoides totais a partir 

dos extratos secos de H. pluvialis obtidos usando temperatura 

de entrada de (a) 150 ºC e (b) 175 ºC. 
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Tabela 12. Eficiência de dissolução dos extratos secos de H. 

pluvialis 

Extrato seco ED 

(%, M ± ) 

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 dissolução é classificado, segundo sua 

finalidade, em teste de categoria III (BRASIL, 2003), sendo, 

portanto, necessário para sua validação a avaliação do 

parâmetro de precisão por meio da repetibilidade. Após 

selecionados os parâmetros considerados mais adequados para 

a realização dos testes, o método de dissolução foi validado 

através do ensaio de precisão por meio de repetibilidade 

utilizando cápsulas contendo 200 mg de extrato seco de H. 

pluvialis. Os valores de dissolução de carotenoides totais após 

60 minutos variaram entre 82,6 e 89,2%. O valor de desvio 

padrão relativo foi 2,72%, portanto, inferior a 5%, o que 

certifica a precisão do método, conforme preconizado pela 

ANVISA (BRASIL, 2003). 

Como mostrado na Figura 22, o percentual dissolvido 

acumulado de carotenoides totais após 20 minutos de ensaio 

variou de 90,35% a 95,06%. A análise da variânçia realizada 
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revelou a ausência de diferença significativa entre os valores de 

eficiência de dissolução para um nível de significância de 5%.  

O uso da sílica coloidal pode minimizar a geração carga 

eletrostática entre os pós com a parede do spray dryer, que 

acarretam no aumento da produtividade bem na melhora das 

propriedades de fluxo dos pós. Além disso, a sílica também 

funciona como adsorvente (que oferece elevada área 

superficial) e desempenha um papel significativo no 

aprimoramento da solubilidade (PATEL, et.al, 2014). Inúmeros 

trabalhos de pesquisa também têm sido relatados sobre 

melhoria na dissolução, rendimento do processo e estabilidade 

dos extratos após a adição do Aerosil
®
 na solução a ser seca em 

spray dryer (MARTINS, et al., 2011; TAKEUCHI et al., 2005; 

SHEN et al., 2011).  

 

5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA 

BIOMASSA, SOLUÇÃO 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 

estável 1,1 difenil-2-picrilhidrazil por substâncias capazes de 

doar prótons, levando à formação de sua forma reduzida 
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(MOLINEUX, 2004). À medida que o DPPH sofre redução, 

observa-se a mudança da coloração da solução original de 

violeta intensa para amarela, proporcional à concentração da 

substância antioxidante em questão. Este ensaio é amplamente 

utilizado para a medição da capacidade de alimentos e produtos 

fitofarmacêuticos em sequestrar radicais livres, assim como nas 

áreas de toxicologia e farmacologia. Os resultados encontram-

se sumarizados na Tabela 13.  

 

Tabela 13. Percentual de atividade antioxidante da biomassa 

de H. pluvialis, da solução extrativa e dos extratos secos de H. 

pluvialis 
Amostra 

(dispersão 10 

mg/ml) 

 

Atividade antioxidante 

(%, M ± ) 

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 os extratos secos preparados com 

temperatura de entrada de 175º C, estando provavelmente 
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relacionado com a redução da quantidade de carotenoides com 

o processo de secagem. 

Conforme Gordon (1990), a ação antioxidante é baseada 

na quebra da cadeia do radical livre pela doação de um átomo 

de hidrogênio. Neste caso, acredita-se que os carotenoides, 

incluindo a astaxantina, presente nos extratos doe, ao radical 

livre, átomos de hidrogênio dos grupos hidroxilas fenólicos. A 

atividade antioxidante da astaxantina tem sido mostrada em 

diversos estudos. Em alguns casos, a astaxantina demonstrou 

habilidade maior para combater radicais livres que àquela 

realizada pelo ß-caroteno e pela vitamina E (NAGUIB, 2000). 

A forte propriedade antioxidante da astaxantina é devida à sua 

estrutura especial, com um total de onze duplas ligações 

conjugadas carbono-carbono (SHIMIDZU, GOTO, MIKI, 

1996). Acredita-se que a atividade antioxidante da astaxantina, 

esteja relacionada a outras propriedades, como a proteção 

contra os raios luminosos ultravioleta (UV), fotoxidação, 

inflamação, anticarcinogênico, promoção da resposta imune, 

saúde do coração, olhos e próstata (GUERIN, 2003). 

A secagem por atomização é um processo altamente 

adequado para os componentes sensíveis ao calor, tais como os 

carotenoides, e tem sido aplicada com sucesso para a 

manutenção 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, os 

resultados encontrados neste trabalho considerando a atividade 

antioxidante dos extratos secos de H. pluvialis obtidos por 

spray-drying, corroboram os resultados de outros autores. 

Cerón, et al. (2007) demonstraram que a atividade antioxidante 

da Haematococcus pluvialis está relacionada com o conteúdo 

de carotenoides presentes. 
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6. CONCLUSÕES 
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 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 análise estatística 

evidenciou que o rendimento é afetado unicamente pela 

temperatura de entrada do spray-dryer (P< 0,001), mas não 

pela concentração de Aerosil
®
.  

 Neste estudo, não foram observadas diferenças na 

morfologia das partículas quando as diferentes condições de 

secagem foram testadas, sugerindo que nem a temperatura de 

entrada, nem a concentração de dióxido de silício coloidal 

provocou mudanças nas características do líquido de 

alimentação e/ou no processo de secagem que resultassem em 

alterações na estrutura das partículas.  

 Os valores de densidade aparente e compactada não 

parecem ter sido afetados pelas condições de secagem testadas. 

O índice de Carr e o fator de Hausner dos extratos secos 

também evidenciam que estes apresentam boas propriedades de 

fluxo.  

 A analíse estatística evidenciou que tanto a 

temperatura como a concentração de aerosil afetaram 

significativamente o teor de carotenoides totais nos extratos 

secos (P=0,05). O extrato ES1 apresentou maior concentração 

de carotenoides totais além da maior recuperação do teor em 

relação à solução extrativa. Observou-se que com o aumento da 
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temperatura e concentração do adjuvante de secagem 

proporcionou redução significativa do teor de carotenoides 

totais. A perda de apenas uma parte dos carotenoides pode 

provavelmente ser explicada pelo fato de que a sensibilidade à 

temperatura de carotenoides depende da estrutura química 

específica dos mesmos. 

 Os valores de teor de astaxantina variaram entre 

76,60 e 24,94 mg/100 g de extrato seco. A análise estatística 

revelou que ambos parâmetros de secagem afetaram 

significativamente o teor de astaxantina (P = 0,05). Para todos 

os extratos, os valores de recuperação foram baixos, variando 

entre 13,44 e 34,40%, mostrando que a astaxantina livre é 

afetada na secagem por spray-drying.  

 O percentual dissolvido acumulado de carotenoides 

totais após 20 minutos de ensaio variou de 90,35% a 95,06%. 

A análise da variânçia revelou a ausência de diferença 

significativa entre os valores de eficiência de dissolução para 

um nível de significância de 5.  

 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 os extratos secos preparados com 

temperatura de entrada de 175º C, estando provavelmente 
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relacionado com a redução da quantidade de carotenoides com 

o processo de secagem. 

 Assim, o conjunto de resultados demonstrou que a 

obtenção de extratos secos a partir da biomassa de 

Haematococcus pluvialis pela técnica de secagem em torre de 

aspersão (spray dryer) é promissor especialmente, o extrato 

ES1, que apresentou maior teor de carotenoides totais, teor de 

astaxantina e maior atividade antioxidante.  

 Como perspectivas futuras, espera-se testar a 

atividade anti-tumural e ainti-inflamatória in vitro e in vivo dos 

extratos. 
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