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Resumo

A astaxantina € um carotenoide com aplicacbes na salude e nutricdo humana e animal,
biossintetizado por muitos microrganismos, entre esses a microalga Haematococcus pluvialis.
O processo de biossintese da astaxantina nessa microalga € realizado no citoplasma, iniciando-
se na fase vegetativa do ciclo de vida e finalizando-se na fase cistica, quando ocorre a indugéo
dos carotenoides secundérios através de mudancas fisico-quimicas no cultivo. A producédo de
H. pluvialis se da em estruturas de cultivo abertas ou fechadas, em modos semi-continuo,
continuo ou descontinuo, apresentando diferentes varidveis de crescimento, produtividades e
caracteristicas relacionadas a pureza da cultura. Os processos decorridos do cultivo da
microalga para obtengdo da astaxantina consistem em: colheita de biomassa, ruptura das
células, secagem da biomassa e extracdo da astaxantina. Devido aos processos necessarios para
a producdo de biomassa e astaxantina, os custos de producéo séo altos, a depender dos métodos
de cultivo e processamento, todavia possui maior valor de mercado comparada as outras fontes
de astaxantina. A producdo de astaxantina a partir da H. pluvialis torna-se mais viavel e
sustentavel quando aplicado o modelo de biorrefinaria, com a integracao de bioprocessamentos
a fim de obter produtos e coprodutos de alto valor, como proteinas, lipidios, carboidratos e
pigmentos, bem como geragdo de energia, de modo a maximizar os beneficios e limitar os

Custos.

Palavras-chave: Microalga. Carotenoide. Sistemas de cultivo. Biomassa seca.
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Abstract

Astaxanthin is a carotenoid with applications in human and animal health and nutrition,
biosynthesized by many microorganisms, including the microalga Haematococcus pluvialis.
The astaxanthin biosynthesis process in this microalga is carried out in the cytoplasm, starting
in the vegetative phase of the life cycle and ending in the cystic phase, when secondary
carotenoids are induced through physical-chemical changes in cultivation. The production of
H. pluvialis occurs in open or closed cultivation structures, in semi-continuous, continuous or
discontinuous modes, presenting different growth variables, productivity and characteristics
related to the purity of the culture. The processes resulting from the cultivation of microalga to
obtain astaxanthin consists of biomass harvest, cell disruption, drying of biomass and
astaxanthin extraction. Due to the processes necessary to produce biomass and astaxanthin, the
production costs are high, depending on the methods of cultivation and processing, however it
has a higher market value compared to other astaxanthin sources. The astaxanthin production
from H. pluvialis becomes more viable and sustainable when the biorefinery model is applied,
with the integration of bioprocessing to obtain products and co-products of high value, such as
proteins, lipids, carbohydrates and pigments, as well as energy generation, in order to maximize

benefits and limit costs.

Keywords: Microalgae. Carotenoid. Cultivation systems. Dry biomass.

viii



Lista de figuras

Pagina
Figura 1 - Biossintese de astaxantina na microalga Haematococcus pluvialis..............c.......... 17
Figura 2 - Esquema do processo de obtencdo da astaxantina em Haematococcus
01 L0 AV = S ST SSS 21
Figura 3 - Modelo de biorrefinaria aplicado & Haematococcus pluvialis...........cc.ccocverinnnnne. 24



Lista de tabelas

Tabela 1- Produtividades de astaxantina proveniente de fontes naturais.............cccccceccvevvervennne 15
Tabela 2- Histérico de produtividades em biomassa e astaxantina de Haematococcus

PIUVIATIS. ... bbbttt b 20



Sumario

Pagina
DT [0 (o] - VS PSPSRS iv
F o [ (o L= ol 10 1=] 0 (01U PRTT R TPRTRRRR v
N g 4T To o =T o1 oo PSSR Vi
RESUIMIO. ..ttt b bbb et bbbkt b e bt e st et bbb b vii
N 0L = Tod SRR TOP viii
LISEA 08 FIGUIAS. ...ttt b bbbttt n bbbt ne e e IX
LiStA 08 tADRIAS. ... eveieieiie ettt X
I L0100 [ To: o T OSSP USRPPURTR 12
2- Biossintese de astaxantina € microrganismos ProdULOTES............eoveererieeresieresienieseeesienens 13
3- Metabolismo em HaematocoCCus PIUVIANTS .......c..ooeiiiiiiiiiiceece e 16
4- Sistemas de cultivo da microalga Haematococcus pluvialis...........ccccccevveveieevciieiecennnn, 17
5- Processos de obtencdo de astaxantina a partir de Haematococcus pluvialis........................ 21
6- Mercado da AStAXANTING. ........ueiieriieieseeieeie e et se e sree e e e e esreesteeneesreenseeeeeneenes 23
O o) T 110 SRR 25
S (3 (=T =] o1 - TSSOSO 27

xi



© o0 N o o B~ W N P

W W W W N DN N DD DN DN DD DNDNDDDN P PR, R, PR, P PP
w N PO © 00 N O O A W DN P O ©O 0O N o 0o i~ Lo N -+ o

INTRODUCAO

A astaxantina € um carotenoide de propriedades quimicas peculiares devido a sua
estrutura molecular. A presenca dos grupos funcionais hidroxila e carbonila, a possibilidade de
esterificacao e a configuracao mais polar que outros carotenoides, fazem com que essa molécula
tenha maior agdo antioxidante e anti-inflamatdria (Hussein, 2006). Desse modo, exerce diversas
fungdes bioldgicas nos animais aquéaticos, como protecdo contra oxidacdo de &cidos graxos
poli-insaturados essenciais e efeitos da luz UV, aumento da resposta imunologica e influéncia
na coloracdo destes (Zuanon et al., 2011).

Ademais, esse carotenoide possui aplicagbes na nutricdo e salde humana,
principalmente contra danos oxidativos em células, apresentando efeitos em vérias doencas,
incluindo cancer, hipertensdo, diabetes, obesidade, doencas cardiovasculares, gastrointestinais,
hepaticas, entre outras (Ambati et al., 2014). A astaxantina como um fator anticancer, atua
promovendo a desaceleracdo do crescimento das células cancerigenas e modulando respostas
imunes contra células tumorais (Nagendraprabhu et al., 2011). Quando utilizada no tratamento
da obesidade, pode melhorar o desempenho fisico e reduzir a gordura corporal (Aoi et al.,
2008). Além de atuar na saude ocular e cerebral, protecdo UV e salde da pele (Yamashita,
2005; Nakagawa et al., 2011).

Majoritariamente, a producdo em escala industrial de astaxantina da-se por métodos
quimicos, através de petroquimicos e derivados (Nguyen, 2013). Contudo, esse modo de
producdo pode resultar em uma molécula com configuracdo diferente da natural e com
atividades bioldgicas mais atenuadas, além de ter producdo com custo elevado e processos
complexos (Capelli et al., 2013; Nguyen, 2013). Esse produto sintético é aplicado,
principalmente, em racdo para peixes, salmao e truta, para pigmentacdo do musculo (EFSA,
2014). Entretanto, ndo é adequado o uso desse tipo de astaxantina em detrimento da astaxantina
natural como suplemento nutracéutico para humanos, além de ndo ser condizente com o modelo
de bioeconomia e desenvolvimento sustentavel (Capelli et al., 2013; Brendler e Williamson,
2019).

A astaxantina pode ser biossintetizada por muitos microrganismos, como leveduras,
bactérias e microalgas. A microalga Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae,Volvocales) é o
microrganismo com maior capacidade de acumular esse carotenoide, atingindo concentracao
de até 5% do contetdo celular (Valduga et al., 2009; Kim et al., 2015). Por conseguinte, a
astaxantina extraida de H. pluvialis dispe do status “GRAS” (geralmente reconhecido como

seguro) da agéncia de alimentacdo e medicamentos dos Estados Unidos (US Food and Drug
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Administration) e no Brasil ja possui registro pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria), representando grande parte do mercado mundial de astaxantina (Capelli et al., 2013;
FDA, 2017; ANVISA, 2020).

BIOSSINTESE DE ASTAXANTINA E MICRORGANISMOS PRODUTORES

Carotendides sdo isoprendides lipofilicos tetraterpenos, compostos por cadeias
carbonicas longas, podendo apresentar um ou dois anéis de B-ionona (McGarvey e Croteau,
1995). Séo classificados em: carotenos, caracterizados pela presenca de carbono e hidrogénio
(o e B-caroteno, B-cryptoxantina, licopeno); e xantofilas, que possuem também &tomos de
oxigénio. No grupo das xantofilas encontra-se a astaxantina (3,3’-dihidroxi-f,B-caroteno-4, 4'-
diona), molécula composta por dois anéis terminais de f-ionona, com um grupamento hidroxila
em cada anel (Jin et al., 2003). Em fontes naturais, a astaxantina apresenta-se se na forma livre
ou esterificada, sendo a forma esterificada mais estavel e menos susceptivel a degradacédo e
oxidagdo (Ambati et al., 2014).

A biossintese da astaxantina ocorre a partir da formacéo do isopentenil pirofosfato (IPP)
por duas vias metabdlicas: a rota dependente de mevalonato (MVA) e a rota do metileritritol
fosfato (MEP) (Rhomer, 1999). Nas microalgas cloroficeas, a sintese ocorre através da rota
MEP, iniciando-se na condensacdo entre o piruvato e o gliceraldeido, conversao em MEP,
formacdo de diferentes moléculas de pirofosfato, conversdo estéreo-especifica em fitoeno,
insaturacdo em licopeno, ciclizagdo em [-caroteno, que apos reacdes de oxidagdo e
hidroxilacdo, resultard em astaxantina (Valduga et al., 2009). J& na rota MVA, o &cido
mevaldnico é sintetizado a partir do acetil coenzima A e convertido em moléculas de
pirofosfato, seguindo 0 mesmo processo até a producdo das xantofilas (Valduga et al., 2009).

A astaxantina pode ser produzida de forma sintética ou extraida de diversos organismos.
Dentre estes estdo: as microalgas Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis e
Chlorococcum spp. (Ma e Chen, 2001; Kim et al., 2015; Mao et al., 2018); as leveduras Phaffia
rhodozyma, Xanthophyllomyces dendrorhous e Yarrowia lipolytica (Stoklosa, Johnston e
Nghiem, 2019; Tramontin et al.,, 2019; Wang et al., 2019); e algumas bactérias, como
Agrobacterium spp., Brevibacterium spp., Paracoccus spp. e Aurantiochytrium (Ide et al.,
2012; Xuan et al., 2018; Watanabe et al., 2018). Os microrganismos produtores possuem
diferentes produtividades em biomassa e astaxantina (Tabela 1), sendo estes alguns dos fatores

que viabilizam ou dificultam sua aplicacéo industrial.
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O conteldo de astaxantina relatado nesses microrganismos esta entre 0,04 e 2,7% do
peso seco, sendo H. pluvialis a fonte mais rica de producdo natural de astaxantina, com
conteudo de até 5%, estando presente majoritariamente na forma esterificada (Kim et al., 2015).
Entretanto, a producdo de astaxantina a partir de microalgas possui algumas desvantagens,
como o longo periodo de cultivo comparado as leveduras e bactérias (aproximadamente 7 - 10
dias), e desafios a serem superados, desde o cultivo até o processamento da biomassa. Esses
fatores abrem possibilidade para o uso de leveduras e bactérias para este fim e estimulam
pesquisas referentes a utilizacdo de cepas recombinantes, melhoradas geneticamente para a
producdo de astaxantina e com maiores taxas de crescimento (Lu, Bu e Liu, 2017; Zhou et al.,
2017; Watanabe et al., 2018; Chou et al., 2019; Tramontin et al., 2019).

Além desses, outros organismos sdo capazes de acumular esse carotenoide, como o
salmao, a truta e os crustaceos (Ambati et al., 2014). Por consequéncia, € possivel extrair
astaxantina de residuos de crustaceos, como camardes, caranguejos e lagostas, para aplicacdo
em racdes, todavia o contelido é inferior a 1 mg g de astaxantina (Ahmadkelayeh e Hawboldt,
2020). O uso de residuos dos camardes Farfantepenaeus paulensis e Penaeus monodon, por
exemplo, provém concentracBes de astaxantina de 53 e 84 ug g* de biomassa (Sanchez-
Camargo et al., 2011; Radzali et al., 2014).

14



Tabela 1. Produtividades de astaxantina proveniente de fontes naturais.

Produtividade

Produtividade

Conteudo de

Espécie Blomassa em biomassa em Astaxantina  Astaxantina Referéncia

seca (g LY ] )

(g L*dia™) (mg L™ dia™) (mg g7)

Haematococcus pluvialis 3,0 0,43 25 50 Pereira e Otero (2020)
Chlorella zofingiensis 0,6 0,12 0,62 39 Mao et al. (2018)
Chlorococcum sp. 10,1 1,44 8,36 58 Ma e Chen (2001)
Phaffia rhodozyma 34,9 4,36 6, 66 1,82 Stoklosa, Johnston e Nghiem (2019)
Xanthophyllomyces dendrorhous 59 1,18 1,34 1,14 Wang et al. (2019)
Xanthophyllomyces dendrorhous * 3,33 0,67 3,12 4,67 Pan et al. (2020)
Yarrowia lipolytica™ 56 28 48 6,0 Tramontin et al. (2019)
Saccharomyces cerevisiae 5,83 1,77 14,2 8,1 Zhou et al. (2017)
Paracoccus sp.” 60 9,6 76,8 8 Ide et al. (2012)
Paracoccus carotinifaciens - - - 23 Xuan et al. (2018)
Escherichia coli * 19,7 9,85 453 4,6 Lu, Bu e Liu (2017)
Escherichia coli * - - - 8,3 Chou et al. (2019)
Aurantiochytrium sp. 7,7 2,25 9,48 4,9 Watanabe et al. (2018)

* Cepas submetidas & mutagénese e engenharia genética.
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METABOLISMO EM Haematococcus pluvialis

A microalga H. pluvialis possui um ciclo de vida complexo, composto por duas fases e
quatro estagios: microzooides, macrozodides e palmela, pertencentes a fase vegetativa e,
aplandsporos ou hematocistos referentes a fase encistada (Shah et al., 2016). Sob condicdes
desfavoraveis de crescimento ou fatores de estresse, as células vegetativas sofrem mudancas de
morfologia, ocorrendo perda de flagelo e aumento de tamanho, podendo alcancar a fase cistica,
transformando-se em aplanosporos (Nunes et al., 2013; Doria et al., 2018). Na fase vegetativa,
as células possuem 29 - 45% de proteinas, 15 - 17% de carboidratos e 20 - 25% de lipidios do
peso seco. Na fase cistica, ha 17 - 25% de proteinas, 37 - 74% de carboidratos, 32 - 37% de
lipidios e 2 - 5% de carotendides, onde 80 - 99% é representado pela astaxantina (Shah et al.,
2016).

A rota metabolica de sintese da astaxantina em H. pluvialis é denominada metileritritol
fosfato (MEP), pois a produgao do isopentenil pirofosfato (IPP), molécula chave da sintese dos
carotendides, ocorre a partir do MEP (Shah et al., 2016). O processo de biossintese da
astaxantina é realizado no citoplasma, iniciando-se na fase vegetativa (verde) do ciclo de vida
e finalizando-se na fase cistica (vermelha), quando ocorre a inducdo dos carotenoides
secundarios e o acumulo em glébulos lipidicos (Figura 1). A inducdo se da em condi¢des de
estresse, como: alta luminosidade (Doria et al., 2018), salinidade (Sarada et al., 2002), pH
(Hwang et al., 2019), tratamento elétrico (Kim et al., 2018), irradiacdo nuclear (Cheng et al.,
2016a), alta concentracdo de CO2 (Cheng et al., 2016b), privacdo de nutrientes (Nunes et al.,
2013), relacdo carbono e nitrogénio (C/N) (Christian et al., 2018), fontes de carbono organico,
como acetato, glicose, glicerol, ribose e extrato de levedura (Tripathi et al., 1999; Pang e Chen,
2017) ou outros agentes quimicos estimulantes, como asparagina e ions de ferro (Tripathi et al.,
1999; Cai et al., 2009).

Concomitantemente a producdo de astaxantina, ocorre o0 acimulo de lipidios, cujo perfil
de acidos graxos é formado, principalmente, pelos acidos oleico (18:1n9c), palmitico (16:0),
linoleico (18:2n6c¢), estearico (18:0), linolénico (18:3n3) e linolelaidico (18:2n6t) (Damiani et
al., 2010; Saha et al., 2013). Os acidos graxos produzidos por essa microalga podem ser
aplicados na nutricdo animal e humana, além da produgdo de biocombustivel, por serem
predominantemente saturados, com pequeno ou medio comprimento de cadeia carbdnica
(Damiani et al., 2010; Saha et al., 2013). Considerando a rica diversidade de compostos
sintetizados pela H. pluvialis, além de ser reconhecida como a maior fonte de astaxantina (de

alto valor comercial), ha grande possibilidade do seu uso em biorrefinaria, principalmente na
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producdo simultanea de astaxantina e biocombustivel, ja que a sintese de lipidios ocorre em
mesmas condi¢des de cultivo e metabolicas (Solovchenko, 2015).
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Figura 1. Biossintese de astaxantina na microalga Haematococcus pluvialis (Vidhyavathi et
al., 2008).

SISTEMAS DE CULTIVO DA MICROALGA Haematococcus pluvialis

Baseado no metabolismo celular da microalga H. pluvialis, o sistema de cultivo pode
ser dividido em duas etapas: a primeira denominada fase vegetativa (verde), onde se obtém
méaximo crescimento celular; e a segunda fase denominada de cistica (inducéo), onde ocorre
sintese e acumulo de astaxantina. Na primeira fase, as condi¢6es de cultura sdo controladas para
que as celulas permanecam na fase vegetativa, quando ocorre intensa divisdo celular. Ao atingir
densidade celular méxima, alguma condicao fisica ou quimica é alterada de modo a induzir o
metabolismo para a sintese de astaxantina, ocorrendo assim, modificacdo na morfologia,
transformando-se em células cisticas e ocasionando a reducdo ou inibigdo da divisdo celular
(Park et al., 2014; Zhang et al., 2016).

A astaxantina tambeém pode ser produzida pela H. pluvialis utilizando apenas uma etapa
de cultivo. Normalmente, envolve moderada privacdo de nitrogénio e irradiancia média no
meio, que resulta em crescimento celular e acimulo de astaxantina, simultaneamente (Del Rio
et al., 2005; Garcia-Malea et al., 2009). Entretanto, as condi¢gdes ambientais que favorecem

esses dois fatores ndo possibilitam alcancar maximos rendimentos, uma vez que a divisdo
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celular é favorecida pela alta concentracdo de nitrogénio e a sintese de astaxantina pela
limitacdo de nitrogénio e alta luminosidade (Del Rio et al., 2005; Garcia-Malea et al., 2009).
Portanto, ha muitas limitagdes acerca desse tipo de sistema como: crescimento lento, baixa
produtividade de biomassa, deterioracdo ou morte celular em condicdes de estresse e baixo ou
moderado acumulo de astaxantina (Park et al., 2014; Zhang et al., 2016; Pang et al., 2019).

A H. pluvialis se adapta a diversas condicdes, alterando sua rota metabdlica como
resposta as mudancgas ambientais. Desse modo, possui a capacidade de crescer sob condi¢des
de cultivo fotoautotréfico, heterotrofico e mixotréfico (Zhang et al., 2016; Pang e Chen, 2017).
Em sistema fotoautotrofico, utilizam carbono inorgénico e luz como fonte de energia; em
cultivo heterotrofico, se utilizam de carbono orgéanico e fonte de energia organica, sem presenca
de luz; em modo mixotrofico sdo utilizados carbono organico e inorganico, luz e compostos
organicos como fontes de energia (Perez-Garcia e Bashan, 2015).

Em sistema exclusivamente fotoautotréfico, a fase de inducao € normalmente acionada
através da privacdo de nutriente, principalmente nitrogénio, aumento da intensidade luminosa,
variacdo de pH ou salinidade, aplicados de forma isolada ou combinada (Nunes et al., 2013;
Christian et al., 2018; Doria et al., 2018). Neste sistema, as produtividades em biomassa variam
entre 0,03 e 0,33 g L dia™? (Harker et al., 1996; Kang et al., 2010) na fase vegetativa, € 0,01 a
0,7 g L't dia® (Harker et al., 1996; Li et al., 2020) na cistica, atingindo biomassa seca final nas
fases vegetativa e cistica de até 1,05 e 3,0 g L%, respectivamente (Azizi et al., 2020; Pereira e
Otero, 2020); enquanto a concentragéo de astaxantina varia de 0,4 a 190 mg L (Kang et al.,
2010; Gao et al., 2012), representando 0,8 a 4,7% do peso seco (Del Rio et al., 2005; Kang et
al., 2010), com produtividades de 0,1 4 25 mg Lt dia* (Lee e Soh, 1991; Pereira e Otero, 2020).

Por outro lado, em sistema de cultivo exclusivamente mixotréfico, a inducdo de
astaxantina ocorre através do acréscimo de carbono organico e/ou alta intensidade luminosa
(Pang e Chen, 2017; Doria et al., 2018; Pang et al., 2019). Dentre as fontes de carbono organico,
pode-se destacar, pelos altos valores de biomassa e astaxantina, 0 uso de acetato de sodio,
glicerol, gluconato e ribose. Ao utilizar ribose, como fonte de carbono organico, é possivel obter
biomassa de 1,93 g L na fase vegetativa e 4,6 g L™ na cistica, com contetido de astaxantina de
3,2% (Pang et al., 2019).

Ademais, sdo realizados estudos para otimizar o crescimento dessa microalga, de forma
a obter maior densidade celular na primeira fase e maximo acumulo de astaxantina na segunda.
Sendo uma das possibilidades, a utilizacdo do modo heterotréfico na fase vegetativa, com alto

crescimento celular, seguido do modo fotoautotrofico ou mixotréfico, estimulando o acimulo
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de astaxantina (Hata et al., 2001; Zhang et al., 2016). Em cultivos de duas etapas, sendo a
primeira heterotrofica e a segunda fotoautotrofica, foram obtidas biomassa seca de 4,5 até 7
g L para aplan6sporos e produtividades de astaxantina de 4,4 a 10,5 mg L dia™ (Hata et al.,
2001; Zhang et al., 2016). Ja quando se faz uso de primeira fase heterotrofica e segunda
mixotrdfica (fotoinducdo), pode-se obter 26 g L™ de biomassa cistica e produtividade em
astaxantina de até 15,6 mg L dia™ (Wan et al., 2015; Azizi, et al., 2020). Também é possivel
a realizacdo de cultivo fotoautotrofico seguido de mixotrofico, obtendo concentracdo de
biomassa de 12,3 g L™ e de astaxantina de 602 mg L™ (4,9% do contetido celular), com
produtividade de astaxantina de 15,84 mg L™ dia, utilizando o processo de irradiagio gradual
(Park et al., 2014).

A producdo de H. pluvialis se da em estruturas de cultivo abertas (tanques) ou fechadas
(fotobiorreatores), em modos semi-continuo, continuo ou descontinuo, apresentando diferentes
variaveis de crescimento, produtividades e caracteristicas relacionadas a pureza da cultura
(Tabela 2). De modo comparativo, os fotobiorreatores oferecem maior seguranga contra
contaminacgdes e maiores produtividades em biomassa e astaxantina (Wan et al., 2015; Wen et
al., 2019). Em um estudo realizado por Wan et al. (2015), no mesmo periodo de fotoinducao
(14 dias), obteve-se concentragdo de biomassa, teor e concentragdo de astaxantina de,
respectivamente, 0,6 g L, 2,2% e 13,8 mg L em tanque tipo raceway, € 0,9 g L™, 2,8% e 24
mg L em fotobiorreator de coluna. No entanto, mesmo com produtividades menores, 0 uso de
tanques abertos para producdo em larga escala apresenta vantagens pelos menores custos de
producdo e investimento (Wan et al., 2015).

Ao utilizar culturas fotoautotroficas e mixotréficas em raceway, podem ser obtidas
biomassas de 58,22 g m? (3,98 g m?2 d?!) em cultivo fotoautotréfico e 73,56 g m2
(5,08 gm 2d!) em mixotrofico, apds 14 dias de cultivo, com produtividade e teor de
astaxantina de 0,12 g m2d* e 2,7%, aproximadamente, para os dois modos de cultura (Wen et
al., 2019). No entanto, em relagdo a contaminacéo por bactérias, estas estdo presentes em maior
abundancia em cultura com uso de carbono organico (mixotrofica), alcancando UFC de 9 x 10°
mL, trés vezes maior do que em cultura fotoautotrofica (Wen et al., 2019). Contudo, essa
contaminag&o pode ser controlada em fungéo das concentragdes de nitrogénio e fosforo, j& que
hé& correlacdo positiva entre a disponibilidade desses nutrientes no meio e a reproducéo
bacteriana (Wen et al., 2019).
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Tabela 2. Histérico de produtividades em biomassa e astaxantina de Haematococcus pluvialis

Produtividade

Produtividade

A Sistema de Unidade de Meio de Biomassa . Conteudo de .
Referencia cultivo cultivo cultura seca (g L) da biomassa Astaxantina de Astaxantina
’ (gL d) (mg L d)
. - BBM 1
Harker et al. (1996) Descontinuo Reator airlift . 15 - 40mg L 0,44
modificado
] ] Coluna de Inorganico N
Del Rio et al. (2005) Continuo Bolhas basal 1,3 - 8mgg -
Aflalo et al. (2007) Continuo Coluna de BG-11 2,8 0,3 40 mg g* 11,5
bolhas
Garcia-Malea et al. (2009) Continuo Reator tubular  Inorgéanico - 0,7 - 8,0
Wang et al. (2013) Descontinuo Colunade vidro BG-11 6,0 0,7 180 mg L* 13,5
Sun et al. (2015) Semi-continuo  Reator tubular  MCM 1,8 0,43 92mg L* 9,2
Christian et al. (2018) Descontinuo Frasco MES-Volvox 0,8 - 36,23mggt -
. . F i BBM
Wang et al. (2019) Semi-continuo | Croplorreator g 20,1 1,34 2715mg Lt 18,1
de coluna modificado
Azizi et al. (2020) Descontinuo Fotobiorreator BG-11 1,75 0,25 87mgL* 8,0
. . BG-11 a1
Cui et al. (2020) Descontinuo Frasco modificado 0.6 - 34,14mgg -
. . I
Li et al. (2020) Continuo g;::sa de BG-11 2,0 0,66 3802mggl 114
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PROCESSOS DE OBTEN(;AO DE ASTAXANTINA A PARTIR DE Haematococcus
pluvialis

Os processos decorridos do cultivo da microalga para obtencdo da astaxantina,
consistem em: colheita de biomassa, ruptura das células, secagem da biomassa e extracao da
astaxantina (Figura 2). O modo de colheita da biomassa é baseado nas caracteristicas
morfoldgicas da célula, como tamanho, peso especifico, forma, concentracdo, e, na aplicacdo
final da biomassa (Lam e Lee, 2012). O método mais utilizado para H. pluvialis, em escala
comercial, € a centrifugacao, precedida pelo assentamento (sedimentacdo) passivo celular,

devido a sua alta densidade (Han et al., 2013).

Raceway S E—

Fase cistica
- @

|

EEE—
,,,,, »| Colheita da

i Centrifugagao | biomassa | T Moagem por i — :
| : : esferas Solventes

) : .
*|  Secagem da ~»| Rupwradas | | Extragdo da
biomassa células astaxantina

..........................................................................................

Homogeneizador CO,-SC
dealta pressio | e

Sedimentacdo /

Figura 2. Esquema do processo de obtencdo da astaxantina em Haematococcus pluvialis.

A secagem da biomassa deve ocorrer logo apos a coleta da biomassa (que deve ser
congelada até a desidratacdo), de modo a preservar as propriedades fisico-quimicas da
astaxantina e oferecer maior tempo de prateleira, sendo os métodos mais apropriados: a
liofilizacdo e a secagem por pulverizacdo (Li et al., 2011). A liofilizagdo (freeze drying)
consiste na retirada da agua por sublimacéo, preservando de deterioragdo as biomoléculas
presentes na biomassa, sensiveis a alta temperatura, contudo possui alto custo em escala

comercial, sendo mais utilizada em pesquisas laboratoriais (Grima et al., 2003). J& a técnica de
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secagem por pulverizacdo (spray dryer), apesar de apresentar risco de deterioracdo aos
pigmentos e alto custo de operagéo, possui alta eficiéncia de recuperacdo da biomassa seca e
menor custo com relacdo a liofilizacdo, sendo a técnica mais utilizada para extracdo de
biomoléculas, em escala comercial (Grima et al., 2003; Han et al., 2013).

A etapa de ruptura celular pode ser realizada antes ou apds a secagem da biomassa e
tem por objetivo aumentar a eficicia de recuperacdo do contetdo intracelular, devendo-se
conhecer a estrutura da parede celular da espécie em questdo (Khoo et al., 2019). Os
hematocistos de H. pluvialis possuem parede celular composta por trés camadas, sendo uma de
algaenano (trilaminar) e duas de celulose com manose (em diferentes arranjos), cuja espessura
é incrementada a medida que a celula acumula astaxantina, tornando-se rigida e firme (Hagen
etal., 2002; Sun et al., 2016).

Diante disso, € necessario 0 uso de métodos de pré-tratamento capazes de romper essa
resisténcia. Métodos mecénicos sdo os mais utilizados em escala industrial, tendo como
destaques a moagem por esferas (bead milling) e 0 homogeneizador de alta pressdo (Shah et
al., 2016). O processo de moagem por esferas ocorre pela colisao de esferas mindsculas girando
em alta velocidade (Onumaegbu et al., 2018). Ja 0 homogeneizador de alta presséo consiste em
uma ou duas bombas de deslocamento que forcam a suspensdo de células sob uma alta presséo
(até 400 MPa) (Lee et al., 2012). Apods a ruptura da parede celular é recomendado realizar a
extracdo da astaxantina rapidamente e proteger as células da exposicao a luz (Khoo et al., 2019).
Em escala industrial, a ruptura celular dos aplandsporos é ainda uma etapa imprescindivel,
contudo ha a possibilidade de suprimi-la, através de um modelo de producdo de cultivos
consecutivos, onde sdo manipuladas condi¢des de crescimento e estresse, modificando a
pressdo de turgescéncia e enzimas que contribuem para a resisténcia da parede celular (Sun et
al., 2016).

A extracdo de astaxantina pode ser realizada através de solventes, como hidrocarbonetos
alifaticos (hexano), alcoois (metanol, etanol), éter, acetona, acidos ou bases concentradas
(dimetilsulféxido, hidroxido de potassio), 6leos comestiveis, enzimas, liquidos pressurizados e
dioxido de carbono supercritico (CO2-SC) (Shah et al., 2016; Khoo et al., 2019). Dentre estas
técnicas, a utilizagdo de solventes e CO>-SC sdo consideradas as mais eficientes, compativeis e
aplicadas para H. pluvialis (Shah et al., 2016). A extragdo por CO>-SC ¢ bastante utilizada
industrialmente, pois, comparado ao uso de solventes convencionais, apresenta baixa
toxicidade, menor tempo de extragdo, baixo custo, baixa degradacdo e alta pureza da astaxantina

(Zougagh et al., 2004). Quanto ao uso de solventes, é importante determinar seu tipo de acordo
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com a aplicacéo industrial, pois muitos possuem alta toxicidade e podem causar efeitos adversos
a saude humana (Khoo et al., 2019).

MERCADO DA ASTAXANTINA

O mercado mundial de astaxantina é avaliado em aproximadamente $ 600 milhdes e
estima-se crescimento maior que 3,5% ao ano entre 2019 e 2026 (GMI, 2019). O aumento da
demanda por este produto na aquicultura, na inddstria de alimentos naturais e cosmeéticos tem
aumentado sua valorizacdo e, em contrapartida, atraido novos produtores. Dessa maneira,
apresenta valor de venda entre U$ 2.000,00 e U$ 15.000,00 kg de astaxantina, tendo em vista
a procedéncia, nivel de pureza e local de venda (Leu e Boussiba, 2014).

Quanto ao mercado de H. pluvialis, este esta estimado em aproximadamente $ 40
milhdes e $ 200 milhdes para cultivos em raceways e fotobiorreatores (maior controle e pureza),
respectivamente (Lee e Boussiba, 2014). Devido aos processos necessarios para a producao de
biomassa e extra¢do da astaxantina, o custo de producéo torna-se relativamente alto, variando
entre $ 18 e $ 100 kg de biomassa ou de $ 650 a 2.500 kg™ de astaxantina, a depender dos
métodos de cultivo e processamento, além da aplicacdo comercial (Li et al., 2011; Lee e
Boussiba, 2014).

Quanto ao valor de mercado da astaxantina proveniente de microalga, este varia de
$7.000 & 15.000 kg2, ja a oriunda de fungos fermentados, possui valor expressivamente menor,
cercade $2.500 kg (Li et al., 2011; Lee e Boussiba, 2014). Essa diferenca ocorre em razdo da
estrutura da molécula, onde a astaxantina derivada de fungos apresenta menor atividade
bioldgica, 0 que restringe seu uso, ndo sendo totalmente recomendada para consumo humano
(Nguyen, 2013).

Em oposicdo aos custos de producdo da astaxantina natural estd a forma sintética,
apresentando custos proximos a $ 1.000 kg™ e dominando o mercado comercial, todavia o prego
de mercado é de aproximadamente $ 2.000 kg?, bastante inferior ao da astaxantina de
microalga, por conta das restricdes de uso (Li et al., 2011; Nguyen, 2013). A astaxantina
sintética apresenta estereoisdbmeros que afetam a estabilidade da molécula e por utilizar
petroquimicos em sua formulagdo pode ser toxica e carcinogénica (Nguyen, 2013, Khoo et al.,
2019). Por isso, e geralmente utilizada para alimentagdo animal, ndo sendo recomendado seu
uso em nutrigdo humana, cosméticos e farmacos (Nguyen, 2013).

Ademais, estudos realizados in vitro pela Escola de Farmacia da Universidade de

Creighton, constataram que o poder antioxidante da astaxantina natural € de 20 a 50 vezes maior
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do que a astaxantina sintética, sendo recomendadas doses 20 a 30 vezes maior de astaxantina
sintética para obter similar efeito da natural (Capelli et al., 2013). No entanto, a forma sintética
ainda necessita de testes de seguranca para uso humano direto e ndo foram documentados
beneficios fisiolégicos em humanos (Capelli et al., 2013; Brendler e Williamson, 2019). Além
do que, seu processo de producdo possui alto impacto ambiental e ndo faz uso de recursos
renovaveis, antagbnico ao modelo de bioeconomia (Khoo et al., 2019).

Por ser um produto de alto valor comercial, a astaxantina por si so justifica os altos
custos dos sistemas de cultivo e processamento da H. pluvialis, tornando-se uma atividade
economicamente vidvel (Shah et al., 2016). No entanto, a producéo de astaxantina a partir desta
microalga torna-se mais viavel e sustentdvel quando aplicado o modelo de biorrefinaria
(Figura 3). Nesta abordagem, ha a integracdo de bioprocessamentos a fim de obter produtos e
coprodutos de alto valor, eliminando residuos. As biorrefinarias algais permitem o
processamento de maultiplos produtos da biomassa, como proteinas, lipidios, carboidratos e
pigmentos, bem como geracdo de energia, atraves do arranjo das configuracdes de producéo,
utilizando uma Gnica matéria-prima, de modo a maximizar os beneficios e limitar os custos
(Chew et al., 2017).

——
. - - N
Biomassa de |, | Extragdo de Obtengdo de
microalga astaxantina ’—> Acidos graxos
-

i

—_—— - —_——
Biomassa Extragdo de , | Produgio de
residual Lipidios Biodiesel

N N
Biomassa |, | Extraciode |  » | Producdo de
residual Proteinas racdo
J J
EEEE—
, | Extragdode | || Produgio de
Carboidratos PHB
-/
) ~
N Digestdo Prod'u'g:ao de
anaerdbica fertilizante
- )
, | Energia termal
e elétrica

Figura 3. Modelo de biorrefinaria aplicado a Haematococcus pluvialis.
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Nessa perspectiva, hd a possibilidade de produgdo simultanea de astaxantina
(bioproduto principal e de maior valor), polihidroxibutirato e triglicerideos, tornando-a fonte
potencial de biodiesel e biopolimeros, além de usar a biomassa residual na geracao de biogas,
alimentando o préprio sistema (Solovchenko, 2015; Prieto et al., 2017). Ademais, a biomassa
residual (pds extracdo de astaxantina), pode ser utilizada para produzir alimentos ricos em
proteinas para consumo animal, metano por digestdo anaerdbica para gerar energia elétrica ou
térmica destinada as instalagcdes produtivas, fertilizante organico, como fonte de carbono em
industrias de fermentacéo, entre outros (Chist, 2007; Chew et al., 2017).

O conceito de biorrefinaria esta estritamente relacionado ao modelo de economia
circular, cuja visdo é o crescimento econdmico a partir do desenvolvimento sustentavel. Nesse
modelo de economia, o sistema industrial ¢ desenhado e executado de modo regenerativo e
restaurador, fazendo uso de energias renovaveis e eliminando residuos (EMAF, 2013). Outra
premissa € que 0s componentes consumiveis de um produto sejam formados por ingredientes
bioldgicos ou “nutrientes” ndo toxicos e benéficos que possam ser devolvidos com seguranca a
biosfera (EMAF, 2013), tal como a astaxantina produzida através da microalga H. pluvialis em
modelo de biorrefinaria. Esse modelo de bioeconomia é voltado para o aumento da eficiéncia

de producéo e possui altas perspectivas de avanco (Ghisellini et al., 2016).

CONCLUSOES

A microalga Haematococcus pluvialis € 0 microrganismo com maior capacidade de
acumular astaxantina, carotenoide com acdo antioxidante e anti-inflamatoria que exerce
diversas funcgdes bioldgicas e possui aplicacfes nas industrias de alimentagdo, cosméticos e
farmacos. A biossintese de astaxantina nesta microalga inicia-se na fase vegetativa do ciclo de
vida - fase em que ocorre maior divisdo celular - e finaliza-se na fase cistica, quando ocorre a
inducdo dos carotenoides secundarios através de fatores fisico-quimicos como luminosidade,

pH e disponibilidade de nutrientes.

O processo de producdo de astaxantina em H. pluvialis inicia-se com o cultivo da
microalga que ocorre em tanques abertos ou fotobiorreatores. O sistema de cultivo aplicado
pode ser do tipo semi-continuo, continuo ou descontinuo, nos modos fotoautotrofico,
heterotr6fico ou mixotréfico, propiciando diferentes valores de produtividades em biomassa e
astaxantina, bem como o nivel de pureza da cultura e da biomolécula. Tanto as estruturas quanto
0 modo de cultivo podem ser modificados de acordo com a fase, a fim de incrementar o

crescimento (na fase vegetativa) ou o acimulo de astaxantina (na fase cistica).
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Os processos decorridos do cultivo da microalga para obtencdo da astaxantina consistem
em: colheita de biomassa, ruptura das células, secagem da biomassa e extracdo da astaxantina.
O método de colheita da biomassa mais utilizado em escala comercial é a centrifugacéo,
precedida pela sedimentacdo. J& a secagem da biomassa ocorre através de secagem por
pulverizagdo ou liofilizacdo, precedida ou sucedida pela ruptura celular, cujo objetivo é
aumentar a eficacia de recuperacdo do conteudo intracelular. Dentre as técnicas utilizadas para
extracdo de astaxantina, a do dioxido de carbono supercritico (CO.-SC) é considerada a mais

eficiente, compativel e aplicada para H. pluvialis.

No mercado, a astaxantina proveniente de fontes naturais como microalgas e leveduras
compete com a forma sintética, ainda dominante em escala industrial, porém com valor de
mercado abaixo da forma natural, uso ndo recomendado para humanos e processo de producéao
de alto impacto ambiental. O maior valor de mercado para este bioproduto é alcancado com a
microalga H. pluvialis, entretanto esta acompanhado pelos altos custos de produ¢do que podem

ser minimizados com a aplicacdo da biorrefinaria, obtendo produtos e coprodutos de alto valor.
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