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RESUMO - Microalgas sdo importantes fontes comerciais para a producdo de produtos
quimicos de alto valor agregado, como os carotenoides. O objetivo do trabalho foi
investigar a producdo de equinenona a partir da microalga Phormidium sp. em cultivo
heterotrofico. A biomassa foi obtida através do cultivo heterotréfico, em reator de coluna
de bolhas operando em regime de batelada utilizando 2 litros de agua residuéria como
meio de cultura. A extracdo dos carotenoides da biomassa foi feita por ultrassom com
sonda de 13mm, e a identificacdo dos compostos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos, compostos por cromatografia de padrdes
idénticos. Os resultados demonstraram que as condi¢des de producdo de biomassa,
visando uma escala industrial de 10.000 m3/d, podem ser estabelecidas permitindo uma
producio de 12.728,9 kg.ano! de all-trans-equinenona e 9.991,9 kg.ano? de cis-
quinenona.

1. INTRODUCAO

Microalgas sdo consideradas fontes comerciais para a producdo de uma grande
diversidade de biomoléculas, apresentando inimeras vantagens quando comparado a matérias
primas convencionais, tais como, a disponibilidade de cultivo em terras ndo araveis, a
possibilidade de crescimento em aguas residuais e a versatilidade de modificacdo de composi¢do
bioquimica em funcdo das condicdes de cultivo (Olaizola, 2003; Li et al, 2007; Sheehan et al,
1998; Stephenson et al, 2010).

As microalgas quando submetidas a modificacBes nas condicBes de cultivo, sofrem
aumento na producdo de alguns compostos de interesse, como os carotenoides (Aflalo et al,
2007; Garcia-Malea et al, 2009; Shahid et al, 2013). Industrialmente, carotenoides como a
astaxantina sdo responsaveis pela coloracdo vermelha de muitos animais marinhos, como o
salmdo (Chien e Shiau, 2005). Estima-se que 15 % do custo da producdo de salmédo esta
relacionado com a utilizacdo da astaxantina, o que limita economicamente esta cadeia produtiva
(Mann, et al., 2000). Nesse sentido, pesquisas vem sendo realizadas na busca de fontes
alternativas para producdo de cetocarotenoides (Misawa, 2009; Zhu et al, 2009).

Cetocarotenoides como a equinenona e a cataxantina que apresentam cromoéforo com
nameros superior de ligagdes duplas conjugadas que o all-trans-B-caroteno e caracteristica
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estrutural semelhante a astaxantina sdo carotenoides majoritarios em biomassa microalgal e
apresentam um apelo econdmico promissor (Albrecht et al, 2000; Klassen; Foght, 2011). As
microalgas possuem uma ampla versatilidade metabdlica o que contribui para a habilidade de
sintetizar carotenoides em quantidades considerdveis com estruturas quimicas diferenciadas
(Albrecht et al, 2000; Mandelli et al, 2012). Em face disso, este trabalho tem por objetivo a
avaliacdo do potencial da producdo natural de equinenona a partir da microalga Phormidium sp.
em cultivo heterotrofico de dguas residuarias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e meios de cultura

Culturas de Phormidium sp. foram originalmente isoladas do deserto Cuatro Cienegas no
México (26°59°N 102°03W). As culturas de reserva foram propagadas e mantidas em solidificado
de agar-agar (20 g.I'Y) contendo meio BGN sintético (Rippka et al, 1979). As condicbes de
incubagdo usadas foram de 25 °C, uma densidade de fluxo de fotons de 15 umolm %! e foto
periodo de 12 horas de luz/escuro.

2.2 Producéo de biomassa de microalgas

A producdo de biomassa foi realizada em condi¢des heterotréficas. As culturas foram
realizadas em um biorreator (Francisco et al, 2014), operando em regime de batelada utilizando
2,0 L de agua residuaria como meio de cultura. As condi¢des experimentais foram as seguintes:
concentragdo inicial do indculo de 100 mg.I, temperatura de 26 °C, pH 7,6, razdo de
carbono/nitrogénio de 30 (ajustado com glicose), na auséncia de luz e tempo de residéncia de 168
horas. A biomassa foi separada do efluente por centrifugacdo e liofilizada. Os cultivos foram
realizados em duplicata.

2.3 Métodos analiticos

Extracdo de carotenoides. Os carotendides foram extraidos por ultrassom (UAE)
utilizando um processador ultra-sdnico (Sonics, Anaheim, CA, EUA) com uma sonda de 13 mm
de didmetro. As amostras secas (2 + 0,2 g) foram colocadas em um recipiente revestido, através
do qual a agua foi circulada a 20 °C. As extracGes foram realizadas com acetona fria durante 20
minutos e a amplitude da aplicacdo de extracdo foi ajustado em 61 pum. As amostras foram
processadas em uma frequéncia constante de 20 kHz. A sonda do ultra-som foi submersa a uma
profundidade de 25 mm na amostra. A suspensdo da amostra foi centrifugada durante 10 min a
3000 rpm. O procedimento de extracdo foi repetido até o sobrenadante se tornar incolor. Os
carotenoides foram transferidos para uma mistura de éter de petroleo/éter dietilico [1:1 (v/V)], e
saponificado por 12 h com 10% (m/v) de hidroxido de potassio (KOH) em metanol, a
temperatura ambiente (25°C). O meio alcalino foi removido por lavagem do extrato com agua
destilada e o extrato concentrado em evaporador rotativo (T<30°C) e posteriormente armazenado
em atmosfera saturada de nitrogénio até o momento da analise cromatografica.
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Analise HPLC-DAD-MS/MS. Os carotentides foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com bombas quaternarias
(modelo LC-20AD), desgaseificador em linha, e valvula de injecdo com um loop de 20 pL
(Rheodyne, Rohnert Park- CA, EUA). O equipamento foi ligado em série a um detector de PDA
(modelo SPD-M20A) ¢ um espectrdometro de massas com um analisador de “ion trap” com
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) (modelo Esquire 4000, Bruker Daltonics,
Bremem, Alemanha). Os espectros de UV-visivel foram obtidos entre 250 e 600 nm, e 0s
cromatogramas foram processados a 451 nm. Os parametros de MS foram definidos de acordo
com Zepka e Mercadante, 2009. A separacdo dos carotendides foi realizada em uma coluna C30
YMC (5 um, 250 x 4.6 mm id) (Waters , Wilmington , DE, EUA ).

A identificacdo foi realizada em funcdo da ordem de eluicdo na coluna C30, co-
cromatografia com padrdes, as caracteristicas de espectro UV-visivel [comprimento de onda de
absorcdo maxima (A max), estrutura fina espectral (% I11/11) e cis pico intensidade (% AB/AIl)] e
as caracteristicas dos espectros de massa (moléculas protonadas e os seus fragmentos MS/MS).
Estes resultados foram comparados com a literatura (Britton, Liaaen-Jensen e Pfander, 2004; De
Rosso e Mercadante, 2007; Zepka e Mercadante, 2009; Van Breemen et al, 2012).

Os carotenoides foram quantificados usando curvas analiticas de cinco pontos com padrdo
de all-trans-B-caroteno (1.1-30.2 ug.mi™).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1. Cromatograma do extrato de carotenoides da biomassa.

Na Figura 1 pode se observar a separagdo de vinte carotenoides, sendo identificados a all-
trans-equinenona e cis-equinenona com base na informacdo obtida na coluna C30. Os
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carotenoides all-trans-equinenona e cis-quinenona apresentaram 0 mesmo padrdo de
fragmentacdo de massas. Considerando as caracteristicas do espectro UV-Vis o isémero all-
trans-equinenona exibiu estrutura fina correspondente a presenca de um grupo carbonila (463
nm), o espectro UV-Vis da cis-quinenona corresponde a um deslocamento hipsocromo de 9 nm
(452 nm) e o aparecimento de um pico cis (344 nm) quando comparado com a conformacao all-
trans. Os espectros de massas de ambas estruturas obtidas no modo ion positivo forneceram
moléculas protonada de M/Z 559 e fragmentacdo MS/MS de M/Z 553 [M+H-18]" e M/Z 459
[M+H-92]" que correspondem a perda de uma molécula de agua e de um grupamento de tolueno
a partir da cadeia poliénica (Tabela 1)

Tabela 1. Caracteristicas cromatograficas, UV-Vis e de espectro de massas obtidas por HPLC-
PDA-MS/MS do extrato de carotenoides da biomassa Phormidium sp.

) . Fragmentos ions (modo positivo)
UV-Vis caracteristicas

(m/z)
) Contelidos
Carotenoides
tr Amax de
) AB/II (%)° [M+H]* MS/MS .
(min)*  (nm)P Carotenoides
(ng.g™)*
All-trans- 533 [M+H-18]%, 495,
. 24.9 463 0 551 19.87 +£0.9
equinenona 459 [M+H-92]*, 203
. . 533 [M+H-18] ", 495,
Cis-equinenona 271 344,452 19 551 1570+ 0.1

459 [M+H-92]*, 203

Tr: Tempo de retencdo na coluna C30.
bgradiente linear de metanol: TBME
‘razao entre 0 pico cis e o pico Il

dn=3

Através do balango de massa, foram realizadas estimativas tedricas do aumento de escala
do processo, considerando em diferentes escalas industriais. Conforme o tamanho da planta foi
estimado a produgdo de biomassa de 5.690, 56.902 e 56.9016 tONbiomassa@N0O™' NUMa pequena
(100m3.d %), média (1.000 m3.d!) e grande (10.000 m3.d?) industria respectivamente, resultando
numa producéo total de carotendides de 107.902,5 kg.ano™. No que se refere a producéo de all-
trans-equinenona nas mesmas condic¢Oes citadas acima estimou-se 127,3, 1.272,9 e 12.728,9
kg.ano* enquanto seu isdmero cis-quinenona 99,9, 999,2 e 9.991,9 kg.ano™ respectivamente. O
interesse na producdo de carotenoides a partir de microalgas deve-se ao fato destes pigmentos
apresentarem relevante importancia comercial. Como estes pigmentos s&o sintetizados
biotecnologicamente, a producdo, € considerada renovavel com elevado potencial de
aplicabilidade econémica (Armstrong et al, 1997; Mendonca et al, 2012).
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, verifica-se o potencial de aplicacdo destas rotas
tecnoldgicas para a producdo em escala industrial de equinenona na conformag&o trans e cis por
Phormidium sp. cultivada em efluentes agroindustriais.
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