REVISTAMATERIA AR

ISSN 1517-7076 artigo e-12221, 2018

Obtencao de extratos secos de carotenoides a partir
da biomassa da microalga Haematococcus pluvialis
por secagem em torre de asperséo (spray-drying)

Obtaining dried extracts from the biomass of the

microalga Haematococcus pluvialis by spray

drying
Gecioni Loch-Neckel !, Francine Elisabeth Schiitz *,
Roberto Bianchini Derner ?, Elenara Lemos-Senna®

!Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Federal de Santa Catarina,
88040-900, Florianopolis, Santa Catarina, Brasil.

?Departamento de Aquicultura — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarina, 88040-900,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

e-mail: gneckel@hotmail.com, francineschutz@yahoo.com.br, lemos.senna@ufsc.br, robertoderner@Ilcm.ufsc.br

RESUMO

Os carotenoides compreendem uma classe de mais de 600 pigmentos naturais, cujo potencial biolégico
esta relacionado a sua atividade antioxidante, regulacdo do crescimento celular, modulacdo da resposta
imune e da atividade anti-inflamatéria. A Haematococcus pluvialis € uma microalga verde, conhecida por
sintetizar e acumular grandes quantidades de carotenoides, entre estes a astaxantina. Este trabalho teve
como objetivo preparar e caracterizar extratos secos de H. pluvialis pela técnica de secagem em torre de
aspersao, avaliando o efeito do emprego de adjuvantes farmacéuticos e dos parametros de secagem sobre
as caracteristicas finais dos extratos secos. Além disso, as atividades antioxidante e citotoxica dos
carotenoides obtidos a partir dos extratos secos foram avaliadas. Quando a extracdo dos carotenoides a
partir da biomassa da microalga foi avaliada, altos valores de rendimento que variaram entre 87,8% e
94,6% foram obtidos. Apés a extracdo e a secagem por pulverizagdo ndo foram observadas diferencas na
morfologia das particulas e os valores de densidade aparente e compactada ndo parecem ser afetados
quando as diferentes condicGes de secagem por pulverizacdo foram testadas. Observou-se que 0 aumento
da temperatura e concentragdo do adjuvante de secagem proporcionou reducdo do teor de carotenoides
totais. Os valores da atividade antioxidante dos extratos de carotenoides variaram entre 55,78 e 77,83%,
com os menores valores verificados para 0s extratos secos preparados com a maior temperatura de
entrada. A avaliacdo da atividade antiproliferativa dos extratos de carotenocides demonstrou que as
maiores concentracBes testadas reduziram de 66,58 e 82,91% a viabilidade de células de melanoma
murino B16F10. Assim, o conjunto de resultados demonstrou que a obtencdo de extratos secos a partir da
biomassa de Haematococcus pluvialis visando a producéo de matérias-primas farmacéuticas utilizando a
secagem em torre de aspersdo (spray dryer) é promissor especialmente, com altos valores de carotenoides
totais e sem perda significativa da atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Carotenoids comprise a class of more than 600 natural pigments whose biological potential is related to
their antioxidant activity, regulation of cell growth, modulation of the immune response and anti-
inflammatory activity. Haematococcus pluvialis is a green microalga known to synthesize and accumulate
large amounts of carotenoids, among them astaxanthin. The objective of this work was to prepare and
characterize dry extracts of H. pluvialis by spray drying technique, evaluating the effect of the use of
pharmaceutical adjuvants and the drying parameters on the final characteristics of dry extracts. In
addition, the antioxidant and cytotoxic activities of the carotenoids obtained from the dried extracts were
evaluated. When the extraction of the carotenoids from the microalgae biomass was evaluated, high yield
values ranging from 87.8% to 94.6% were obtained. After extraction and spray drying no differences in
particle morphology were observed and bulk density and compacted values did not appear to be affected
when different spray drying conditions were tested. It was observed that increasing the temperature and
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concentration of the drying aid provided a reduction in the total carotenoid content. The antioxidant
activity values of carotenoid extracts varied between 55.78 and 77.83%, with the lowest values observed
for the dry extracts prepared with the highest inlet temperature. The evaluation of the antiproliferative
activity of carotenoid extracts showed that the highest concentrations tested reduced the viability of
B16F10 murine melanoma cells from 66.58 and 82.91%. Thus, the results set showed that the extraction
of dry extracts from the biomass of Haematococcus pluvialis for the production of pharmaceutical raw
materials using spray drying is especially promising, with high total carotenoid values, and without
significant loss of antioxidant activity.
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INTRODUCAO

Os carotenoides compreendem uma classe de mais de 600 pigmentos naturais amplamente distribuidos na
natureza, cuja coloracdo varia do amarelo ao vermelho intenso [1]. O potencial biotecnoldgico esta
fortemente relacionado a sua atividade antioxidante, pois tém a capacidade de agir no sequestro de
radicais livres e inativacdo dos mesmos [2]. Além dos efeitos antioxidantes, estudos tém mostrado que os
carotenoides podem atuar na regulacdo do crescimento celular, modulagdo da expressdo génica, da
resposta imune e da atividade anti-inflamatoria [3] [1].

A Haematococcus pluvialis ¢ uma microalga verde pertencente a divisdo Chlorophyta, conhecida
por sintetizar e acumular grandes quantidades de carotenoides, sob condi¢es ambientais extremas como
alta intensidade luminosa ou condi¢des oligotroficas. Entre os carotenoides produzidos por esta
microalga, pode-se destacar a astaxantina (3,39-dihidroxi-b,b-caroteno-4,49-diona) [4]. A configuracdo
quimica diferenciada faz com que a astaxantina exiba diversos efeitos bioldgicos na prevencdo e/ou
tratamento de doengas como diabetes [5], cancer [6], doengas inflamatorias [7] [8], e doencas
cardiovasculares [9] [10], e atividade fotoprotetora [11] [12].

Devido a sua capacidade de produzir elevadas quantidades de carotenoides, Haematococcus
pluvialis € uma microalga que apresenta grande interesse para o setor farmacéutico e cosmético.
Entretanto, para uso farmacéutico é conveniente a obtencdo de matérias-primas com caracteristicas que
permitam a sua transformagdo em formas farmacéuticas, incluindo a padronizacdo em termos de
concentragdo de constituintes ativos, maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, facil
padronizacdo e facilidade de manipulagdo [13] [14] [15]. Neste sentido, a solu¢cdo mais Obvia e que
atende a todos estes requisitos é a secagem dos extratos obtidos a partir da biomassa desta microalga.

A escolha por métodos de secagem depende da escala de producdo, das propriedades e da
aplicacdo do produto que necessita ser seco. A liofilizagdo e a secagem por pulverizacdo (spray-drying)
sdo as técnicas mais utilizadas para produtos de alto valor nutricional ou de valor agregado [16]. A
secagem permite ndo somente a remogao de agua, minimizando o crescimento microbiano e deterioracéo
por meio de reacdes quimicas, mas também a reducédo de peso e do volume, tornando assim o recipiente
de acondicionamento mais barato e conveniente para o transporte e armazenamento. No que se refere a
obtencdo de extratos secos a partir de plantas, a secagem por spray drying é vantajosa pois além de
permitir a obtencdo de produtos secos, € uma técnica rapida, pouco agressiva ao produto, de baixo custo e
elevado rendimento, além de possibilitar o controle da uniformidade e tamanho de particula, e ainda gerar
produtos intermediarios com propriedades tecnoldgicas adequadas para a producdo de medicamentos [14]
[15]. Um ponto importante, no entanto, & que a composigdo bioquimica e, assim, o valor nutricional pode
ser alterados por meio da técnica de secagem e armazenagem. Trabalhos publicados demonstraram que a
secagem em torre de aspersdo pode ser empregada na obtencdo de extratos a partir da biomassa de
microalgas, sem uma degradagdo excessiva dos carotenoides [17] [18] [19] [20]. Entretanto, estudos para
obtencdo de extratos secos ricos em carotenoides de H. pluvialis ndo estdo descritos na literatura,
tampouco envolvendo a caracterizagdo deste produto tecnoldgico. Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo preparar e caracterizar extratos secos de H. pluvialis pela técnica de secagem em torre de
aspersdo e caracterizar estes extratos quanto ao efeito do emprego de adjuvantes farmacéuticos e dos
parametros de secagem sobre as caracteristicas finais dos extratos secos. Além disso, foram avaliadas as
atividades antioxidante e citotdxica dos carotenoides obtidos a partir dos extratos secos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais Empregados

A biomassa de Haematococcus pluvialis foi proveniente do produto comercial ALGAMAC AST
(Aquafauna Bio-Marine, Hawthorne, EUA). DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil), MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio), DMSO (dimetilsuféxido) e o padréo de astaxantina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). A biomassa de Haematococcus pluvialis foi obtida da Algamac
AST (Aquafauna Bio-Marine, Hawthorne, EUA). O di6xido de silicio coloidal (Aerosil®) foi adquirido
da Pharmanostra (Brasil). Acido cloridrico (P.A.), éter de petrdleo (P.A.) e lauril sulfato de sodio e
acetona (P.A.) foram todos adquiridos da Vetec, (Brasil). Acetonitrila grau HPLC e metanol grau HPLC
foram obtidos da Tedia Brasil (Brasil).

2.2 Preparacédo da solugao extrativa de Haematococcus pluvialis

A preparacdo da solucdo extrativa de Haematococcus pluvialis (SEHP) foi realizada empregando o
método cléssico de extracdo de carotenoides, conforme descrito por MEZZOMO et al. [21]. Brevemente,
foram pesados 5 g da biomassa seca de H. pluvialis e adicionados 200 mL de uma mistura de éter de
petroleo:acetona:agua (15:75:10, v/v/v). A mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 24 horas a 5
°C e protegida da luz. Ap6s esse periodo, a mistura foi centrifugada a 2500 rpm (Centrifuga
Novatécnica® NT 810) durante 5 min e o sobrenadante coletado. Esta operacdo foi realizada 4 vezes,
com o objetivo de extrair a maior quantidade possivel de carotenoides, resultando em volume final de 800
mL. O sobrenadante foi coletado e denominado de solucéo extrativa de H. pluvialis (SEHP).

2.3 Caracterizagado da solucédo extrativa de Haematococcus pluvialis

Para a determinacéo do residuo seco, 10 g da solugdo extrativa foram pesados em pesa filtros previamente
tarados e submetidos a evaporagdo até secura em banho-maria. Os pesa filtros foram colocados em estufa
em temperatura de 105 °C, resfriados em dessecador e pesados até obtencdo de peso constante. A
determinacdo do pH da solugdo extrativa foi realizada em potenciémetro previamente calibrado. A
medida da densidade relativa (d2020) da SEHP foi realizada com auxilio de um picnémetro de 25,0 mL,
previamente calibrado. O picnémetro foi preenchido com a SEHP e, em seguida, pesado. A densidade
relativa foi entdo calculada como sendo a razdo entre a massa da amostra (SEHP) e a massa de agua,
medidas na mesma temperatura. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Determinagdo de carotenoides totais da solucéo extrativa

A determinagdo dos carotenoides totais (CT,ug/mL) da solugdo extrativa foi realizada por método
espectrofotométrico. Brevemente, uma aliquota de 1,0 mL da solugdo extrativa foi transferida para um
baldo e submetida & evaporacdo sob pressdo reduzida em evaporador rotatério, para eliminagdo do
solvente. O residuo foi entdo dissolvido em acetona e analisado no comprimento de onda de 320 a 700 nm
em espectrofotdmetro UV/VIS 1800 (Shimadzu, Japao). O valor dos carotenoides totais da SEHP foi
calculado utilizando a equacdo 1, descrita por Davies (1976) [22]:

CT = Ax25 1)
£x100

Em que A é a absorbancia da amostra, 25 é o volume do solvente, € é o coeficiente de extin¢do
especifica da astaxantina em acetona ou 2198 (100 mL g™ cm™) e 100 é o peso da amostra. As anélises
foram realizadas em triplicata.

2.5 Preparacdo dos Extratos Secos de Haematococcus pluvialis por Aspersdo em Torre de
Secagem (Spray-Drying)

Para obtencdo dos extratos secos de Haematococcus pluvialis (ES), 400 mL da solucdo extrativa SEHP
foram submetidos & evaporacdo sob pressdo reduzida até completa remoc¢do do solvente orgéanico. O
residuo foi entdo ressuspenso em 400 mL de &gua destilada para obtencdo de uma suspensdo aquosa de H.
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pluvialis. A esta suspensdo aquosa foi adicionado didxido de silicio coloidal (Aerosil® 200), lentamente,
sob agitagdo constante, durante 30 minutos. A disperséo foi seca em um mini spray-dryer Buchi B-191
(Suica). Os extratos secos foram coletados e pesados. Neste estudo, foram avaliados os efeitos da
temperatura de entrada (150 °C ou 175 °C) e da concentracdo de didxido de silicio coloidal (2%, 4% e
6%, m/V) sobre as caracteristicas finais dos extratos secos, resultando na obtencdo de 6 diferentes
extratos secos. As condic¢Oes de secagem empregadas estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1: Condigdes de secagem utilizadas para obten¢éo dos extratos secos de H. pluvialis utilizando fluxo de
dispersdo de 4 mL/min e aspiracéo de 100%.

PARAMETROS ANALISADOS ESI ES2 ES3 ES4 ES5 ES6
Temperatura de entrada (°C) 150 150 150 175 175 175
Temperatura de saida (°C) 40 40 40 60 60 60
Concentracéo de Aerosil 200* (%) 2 4 6 2 4 4

* Em relagdo ao volume total da disperséo.

2.6 Caracterizagcdo dos extratos secos

O rendimento bruto da operacdo de secagem foi estimado como sendo a diferenca percentual entre a
massa tedrica de solidos totais presente na suspensdo de alimentagéo e a massa de extrato seco obtida. Os
solidos totais correspondem ao teor de residuo seco da solucdo extrativa (SEHP), somada a massa de
adjuvante adicionada, considerando o teor de umidade residual. 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 andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em
percentagem de umidade residual (%, m/m). A distribuicdo granulométrica dos extratos secos de H.
pluvialis foi determinada por difratometria a laser utilizando um analisador de particulas Mastersizer 2000
(Malvern Instruments, Reino Unido), com luz monocromatica vermelha (632nm) de um laser de He Ne,
com obscurecimento entre 10 e 13%. Para as analises, cerca de 30 mg dos extratos secos foram
previamente dispersos em glicerina. As analises foram realizadas em triplicata. A distribuicdo do tamanho
de particula foi determinada com base na teoria de difracdo de Franhoffer e expressa em diametro por
volume equivalente a 10 (d10%), 50 (d50%) e 90 (d90%) do volume acumulado e didmetro médio (d4,3),
assim como pelo valor de Span. A morfologia das particulas dos extratos secos foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) em Microscopio Jeol JSM-6390LV (LCME/UFSC), com
voltagem de 10 kV. A amostra foi fixada em porta-amostra (stubs) e recoberta com uma fina camada de
ouro/paladio, utilizando-se uma recobridora a vacuo Bal-tec SCD005 (BAL-TEC AG, Liechtenstein).

2.7 Determinacgéo de carotenoides totais nos extratos secos

A determinagdo dos carotenoides totais (CT) nos extratos secos foi realizada por método
espectrofotométrico. Foi pesado 0,1 g de cada um dos extratos secos as amostras foram transferidas para
baldes volumétricos de 25,0 mL e o volume foi completado para 25 mL com acetona. As misturas
resultantes foram centrifugadas e o sobrenadante foi coletado e analisado em espectrofotdmetro UV/VIS
(Shimadzu, Jap&o), 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 equacéo 2:

CT = Ax3x%25exmx100 2

2.8 Avaliacao do perfil de dissolucédo dos carotenoides totais a partir dos extratos secos

O perfil de dissolucdo dos carotenoides totais a partir dos extratos secos de H. pluvialis foi avaliado em
aparelho de dissolucio Nova Etica 299, acoplado ao aparato USP 1l (pa), contendo 200 mL de solugéo
aquosa de lauril sulfato de sédio 0,5% (m/V), e mantido sob agitacdo constante a 75 rpm e temperatura de
37°C. Para os ensaios, 200mg de extrato seco foram colocados em cépsulas de gelatina dura, sendo
observada a manutengdo das condicdes sink. Em intervalos de tempo pré-determinados, foram coletadas
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aliquotas de 5 mL do meio de dissolugcdo e analisadas quanto ao teor de carotenoides totais por
espectrofotometria de absorcdo no comprimento de onda de 460 nm. Apds cada coleta, o volume
removido foi reposto com o meio de dissolugdo fresco. A precisdo do método analitico (repetibilidade) foi
determinada pela analise de seis amostras e expressa por meio do desvio padréo relativo (DPR%) [23]. A
partir dos resultados, foram construidas curvas de percentual de carotenoides totais liberado versus tempo
(min). A eficiéncia de dissolucdo (ED%) foi estimada através da seguinte equacéo 3:

ED(%) = ASC x 100 A3)
ATR

Onde, ASC é a area sob a curva do perfil de dissolucao calculada pelo método trapezoidal e ATR
é a area total do retangulo, definido pela ordenada (100% de dissolugo).

2.9 Avaliacdo 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 et al. [24]. Para isso uma aliquota de 290 pL
da solug@o metanolica de DPPH 0,1 mM foi adicionada a 10 uL. da SEHP e das solugdes obtidas a partir
dos extratos secos na concentracdo de 10 mg/mL. As misturas foram agitadas e a placa foi deixada em
repouso e ao abrigo da luz por 30 min. Posteriormente, a absorbancia das amostras foi medida usando
leitora de Elisa Automatica (TermoPlate®) a 530 nm. O resultado final foi expresso em percentual de
inibicdo, calculado de acordo com a equacéo 4:

% de inibi¢do = Abs controle — Abs amostra % 100 (@)

Abs controle

Onde, Abs controle é a absorbancia obtida para o controle (solugdo de DPPH sem antioxidante) e
Abs amostra é a absorbéncia obtida apds leitura da amostra, na presenca do DPPH.

2.10 Avaliagéo da atividade citotoxica de extrato obtido a partir dos extratos secos

Extratos obtidos a partir dos extratos secos de H. pluvialis foram avaliados quanto a sua capacidade
citotoxica frente a linhagem de células de melanoma murino B16F10, através do método de MTT [25].
Este ensaio é um método que analisa a viabilidade e o estado metabdlico da célula, baseado na converséo
do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. As células B16F10 foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina e 1% de
antibioéticos (100 U/mL de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina), a 37 °C, em atmosfera com 5% de
CO, e 95% de umidade. As amostras dos extratos secos (ES1) solubilizadas em DMSO puro e estéril na
concentragdo estoque de 4 mM/mL foram diluidas seriadamente em meio DMEM (0,005 - 5 pM/mL) e
adicionadas a placas de 96 pogos (100 pL/pogo) contendo as células previamente plaqueadas (1 x 10°
células/pogo). Depois de 72 h e 96 h de incubacdo em estufa a 37 °C e 5% de CO,, as placas foram
centrifugadas, o sobrenadante aspirado e foram adicionados 100 uL de MTT (0,5 mg/mL) por pogo. Apds
incubacdo a 37 °C por 3 h, as placas foram novamente centrifugadas e aspiradas. O precipitado foi
ressuspendido em 200 uL de DMSO e foi feita a leitura em Espectrofotémetro Infinite M200 TECAN a
540 nm. Foram realizados pelo menos dois experimentos independentes com as concentraces
quadruplicadas.

2.11 Andlise estatistica

Para as analises estatisticas, foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La
Jolla, CA, USA) e todos os resultados foram expressos como média (+ desvio padrdo). As determinacfes
foram efetuadas em triplicata e os dados do efeito dos pardmetros de secagem (temperatura e
concentragdo de dioxido de silicio coloidal) foram submetidos a analise de variancia ANOVA e as médias
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comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo da solugdo extrativa (SEHP) obtida a partir da biomassa de Haematococcus
pluvialis

Muitos métodos de extracdo de carotenoides a partir de materiais biologicos tém sido testados, incluindo
a extracdo por solventes, a extracdo em fase solida e a extracdo por fluidos supercriticos. Dentre estes, a
extracdo com o uso de solventes organicos é o que mais tem sido aplicado para extracdo de carotenoides
totais, pois € um método simples e de baixo custo. Independente da técnica empregada, estudos tém
mostrado que a extragdo de carotenoides é altamente afetada pelo tipo de solvente, relagdo
solvente:biomassa, tempo e condicdes de armazenamento [26]. Neste trabalho o método classico de
extracdo de carotenoides descrito por MEZZONO et al. [21] foi utilizado para a prepara¢do da SEHP. A
caracterizacdo foi realizada como etapa intermediaria para a preparagdo dos extratos secos e 0s ensaios
realizados foram limitados aqueles frequentemente utilizados em pesquisa tecnolégica desta natureza, ou
seja, determinacdo do residuo seco, pH, densidade, além do teor de carotenoides totais. Os resultados
obtidos na caracterizacdo da solucdo extrativa (SEHP) de H. pluvialis encontram-se relacionados na
Tabela 2. A avaliacdo do residuo seco da solucdo extrativa apresentou um teor de sélidos de 1,60%
(m/m), o que pode ser considerado baixo. O residuo seco traduz-se no teor de sélidos dispersos na solucéo
concentrada sendo Util na previsdo do rendimento tedrico do produto seco produzido. De modo geral,
valores de solidos em dispersdo inferiores a 10% (m/v) podem comprometer o bom rendimento da
operacdo de secagem em spray dryer, de forma a resultar em particulas de tamanho muito reduzido e
desta maneira, atravessar os filtros do sistema de exaustdo [27]. Ainda, o teor de residuo sdlido presente
na amostra possibilita fazer o célculo do percentual de adjuvantes a ser adicionado na solugdo extrativa
para producdo do extrato seco por spray dryier [28]. O sistema de ligacGes duplas conjugadas que
constitui o croméforo que fornece aos carotenoides a sua coloragdo e sua absor¢do no visivel serve como
base para sua identificacdo e quantificacdo [29]. E descrito na literatura que a fracdo de carotenoides da
microalga Haematococcus pluvialis contém cerca de 70% de monoésteres e 10% de diésteres de
astaxantina, e 5% de astaxantina livre, além de B-caroteno, cantaxantina e luteina. Varios métodos tém
sido usados para a determinacdo destes carotenoides, incluindo métodos espectrofotométricos e de
cromatografia liquida, sendo que os primeiros apresentam as vantagens de serem mais rapidos e de baixo
custo, uma vez que o teor pode ser estimado sem requerer a separacdo e/ou tratamento prévio da amostra.
Assim, neste estudo, o teor de carotenoides totais foi determinado de acordo com a Lei de Lambert-Beer e
o valor encontrado foi de 82,1 = 2,1 ug/mL (Tabela 2). Considerando o volume de solucdo extrativa
obtida (800 mL) e a massa de biomassa utilizada (5 g), a massa total extraida de carotenoides totais foi de
65,68 mg ou 13,14 mg/g de biomassa. Este valor foi mais baixo que aqueles encontrados por PASSOS et
al. [30], em um estudo que visava avaliar o feito do tipo de solvente extrator sobre o teor de carotenoides
de H. pluvialis.

Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo (o) para 0 residuo seco, pH, densidade e teor de carotenoides totais
obtidos na caracterizagdo da solugdo extrativa (SEHP) de H. pluvialis (n=3).

PARAMETROS ANALISADOS DADOS EXPERIMENTAIS (MEDIA + o)
Residuo seco (% m/m) 1,60 £ 0,02
pH 5,40 £0,12
Densidade (g/mL) 0,99 + 0,03
Teor de carotenoides totais (ug/mL) 82,1+2,10

3.2 Preparacdo dos extratos secos de Haematococcus pluvialis por secagem em torre de aspersédo
(spray-drying)

A secagem é uma das operagdes mais frequentes na producdo de medicamentos, sendo usada para
obtencdo de p6s e granulos, que podem ainda ser processados para gerar outras formas farmacéuticas
solidas, como as capsulas e os comprimidos [14]. A remocdo da 4gua proporciona um aumento na
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, aumentando assim a vida Util do produto final. A
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secagem em torre de aspersdo tem sido empregada para a secagem de indmeras solucdes extrativas
vegetais, pois é um processo rapido, facilmente escalonavel, e permite a obtencéo de pds secos com bhoas
caracteristicas fisico-quimicas e elevado rendimento [31]. Entretanto, o sucesso da operagdo de secagem
depende das caracteristicas fisicas e quimicas do material a ser seco e das condi¢Ges de processamento.
Em geral, materiais de partida ricos em agUcares e acidos de baixo peso molecular conduzem a obtencéo
de pos muito higroscépicos, suscetiveis a aglomeracdo e com problemas de fluidez, que muitas vezes
podem se aderir a torre de secagem, levando ao baixo rendimento da operacéo [32]. Estes problemas tém
sido contornados pela adicdo de adjuvantes de secagem. Os mais comumente empregados sdo: amido,
ciclodextrinas, diéxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico, gelatina, goma arabica, lactose,
maltodextrinas, entre outros [14]. Neste trabalho, ensaios preliminares levaram a selecdo do di6xido de
silicio coloidal como adjuvante de secagem.

3.3 Avaliacdo dos parametros de secagem sobre as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos
extratos secos

3.3.2 Rendimento e teor de umidade

Vérios fatores afetam a secagem por spray-drying, incluindo as caracteristicas do material a ser seco e 0s
pardmetros do processo. Dentre eles, a concentracdo de sélidos presentes no liquido de alimentagéo
exerce grande impacto sobre a eficiéncia da operagdo de secagem [33]. O teor de solidos que permita a
obtencdo de um produto com caracteristicas desejaveis deve ser otimizado, visto que este pode impactar
no custo do processo. Em geral, a operagéo dever ser realizada com o maximo teor de sélidos possivel,
possibilitando uma utilizacdo adequada do calor. Baixas concentra¢des de sélidos necessitam que grande
quantidade de solvente seja eliminada e, portanto, requerem uma maior quantidade de calor para a
secagem [31]. Em relacdo ao processo, um dos pardmetros mais importantes € a temperatura do ar de
entrada, sendo determinante na qualidade do produto obtido. O aumento na temperatura do material de
entrada facilita o processo de secagem, pois normalmente reduz a tensdo superficial e a viscosidade,
facilitando a formacdo de goticulas [14]. Assim, neste trabalho foi avaliado o efeito da concentracdo de
dioxido de silicio coloidal (2%, 4% e 6%) e temperatura de entrada (150°C e 175°C), sobre as
caracteristicas fisico-quimicas dos extratos secos. Os resultados obtidos na determinacdo do rendimento
da operacdo e teor de umidade estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores médios e desvio padrdo (o) obtidos do rendimento e de teor de umidade dos extratos secos (ES)
em funcdo das condigdes de secagem (n = 3).

EXTRATO AEROSIL TEMPERATURA DE  RENDIMENTO  TEOR DE UMIDADE
SECO 200 (%)* ENTRADA (°C) (%, M * o) (%, M * 5)

ES1 2 150 87,8 +0,01 1,8+0,19

ES2 4 150 88,9 0,02 1,6 +0,04

ES3 6 150 88,0+ 0,06 1,4+0,20

ES4 2 175 94,6 + 0,04 1,4+0,20

ES5 4 175 93,3+0,30 1,2+0,20

ES6 6 175 94,0 +0,35 1,0+0,13

! Calculado em relacéo ao volume de SEHP. Todas as médias obtidas no rendimento e o teor de umidade
para as diferentes temperaturas de entrada e concentracdo de aerosil diferem estatisticamente entre si para
p <0,05.

Como é possivel observar na Tabela 3, 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 analise
estatistica evidenciou que o rendimento é afetado unicamente pela temperatura de entrada do spray-dryer
(P< 0,05), mas néo pela concentracdo de Aerosil®. O teor de umidade variou entre 1,0 e 1,8% (m/m) e foi
afetado por ambos os pardmetros de secagem avaliados. Os resultados observados neste trabalho séo
semelhantes aos encontrados por outros autores. A influéncia dos pardmetros de temperatura de entrada e
concentragdo de dioxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) sobre as caracteristicas de produtos secos por
asperséo da Schinus terebinthifolius (aroeira vermelha) foi investigada por VASCONCELOS et al. [33].

No trabalho destes autores, os resultados revelaram que o rendimento do processo aumentou nos
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niveis mais altos de Aerosil®, na concentracdo de 30% obtiveram os menores valores para a umidade
residual, independentemente da temperatura de entrada. Ja a higroscopicidade e a umidade residual dos
produtos foram inversamente proporcionais ao aumento da temperatura de entrada e a concentragéo do
adjuvante. Similarmente, estudos mostraram que o teor de umidade do tomate em p6 [34], p6 de suco de
laranja [35], suco de cacto de pera em p6 [36] e cenoura preta em p6 [37] diminuiu com o aumento da
temperatura de secagem.

3.3.3 Tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho de particula é uma das caracteristicas mais importantes de um sistema de p6 ou
de particulas, pois afeta tanto as propriedades como o desempenho dos produtos intermediarios e finais
[38]. Certas propriedades quimicas e fisicas dos farmacos séo afetadas pelo tamanho, forma e morfologia
da superficie da particula, assim como a homogeneidade da formulacdo, velocidade de dissolucdo e
biodisponibilidade. Além disso, as propriedades de fluxo estdo diretamente relacionadas ao tamanho de
particula [31] [39]. Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de tamanho de particulas e a distribuicéo
granulométrica, assim como o diametro médio (d, 3) e de Span de todas as formulagdes e determinada por
difratometria a laser. O didmetro médio das particulas (d43) variou entre 13,41 e 14,84 um e os valores de
Span foram baixos, variando entre 1,25 e 1,54 (Tabela 4). Os valores de Span, que fornecem um
indicativo da amplitude da distribuicdo granulométrica, indicaram uma estreita distribui¢cdo de tamanho,
uma vez que quanto menores eles sdo, mais estreita é a distribuicdo [40]. Este resultado pode estar
relacionado com a baixa viscosidade das misturas de adjuvante e solucdo extrativa. Como 0 mesmo
adjuvante de secagem foi utilizado para todas as formulagdes, provavelmente as diferentes concentracdes
utilizadas ndo foram capazes de modificar as caracteristicas do liquido de alimentagdo e, portanto, do
perfil da distribui¢do de tamanho de particula.

Tabela 4: Valores médios e desvio padrio (o) do tamanho de particula e distribuicdo granulométrica obtidos a partir
dos extratos secos (ES) de H. pluvialis (n=3).

EXTRATO diost o (UM) dsost o (UM) oo = o (M) dss + o (Um) Spanto

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: dige, s € doges referem-se ao didmetro da particula correspondente a 10%, 50% e 90% da
distribuicdo acumulada e d4 3 corresponde ao didmetro médio equivalente a uma esfera de igual volume.
Todas as médias obtidas no tamanho de particula (dsqgy € dsgq,) diferem estatisticamente entre si para p <
0,05.

3.3.4 Avaliagdo da morfologia

As fotomicrografias dos extratos secos de H. pluvialis sdo mostradas no painel da Figura 1. A anélise por
microscopia eletrbnica de varredura demonstra que os extratos secos de H. pluvialis apresentaram
formato esférico e superficie lisa, caracteristico dos pés produzidos pelo processo de secagem por
aspersdo, sem a presenca de poros superficiais. As particulas exibiram tamanhos de alguns micrometros,
estando de acordo com os resultados obtidos pela técnica de difracdo a laser. NIJDAM et al. [41]
observaram a formacdo de particulas mais rigidas com a utilizacdo de temperaturas mais elevadas, na
producdo de particulas de leite em pd por spray-drying. De acordo com estes autores, quando a
temperatura é suficientemente alta, a umidade evapora rapidamente e a superficie se torna seca e dura, de
modo que as particulas ndo murcham. No entanto, quando a temperatura de secagem é mais baixa, a
superficie das particulas permanece Umida e flexivel por mais tempo e, dessa forma, as particulas podem
ficar murchas e enrugadas, quando resfriadas. Em nosso trabalho, observamos particulas esféricas e lisas,
sugerindo que as temperaturas testadas foram adequadas e suficientes para permitir a evaporagdo da
umidade dos extratos. Outro fator importante a ser considerado, é a viscosidade do liquido de
alimentacdo, que esta relacionado com a concentracdo de so6lidos, pois esta interfere na formagéo de gotas
esféricas. De modo geral, menos energia ou menor pressao sao aplicadas quando a viscosidade € mais
baixa [42]. Neste estudo, ndo foram observadas diferengas na morfologia das particulas quando as
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diferentes condicdes de secagem foram testadas, sugerindo que as variagdes na temperatura de entrada ou
a concentracdo de diéxido de silicio coloidal testadas ndo induziram alteracGes nas caracteristicas do
liquido de alimentacéo e/ou no processo de secagem.

(b)

10kV  X2,000 10pm LCME-UFSC 10kV ' X2,000 10um LCME-UFSC 10KV X2,000 10pm LCME-UFSC

(d) (e)

10kV  X2,000 10pm LCME-UFSC JOKVSSER00 10um ECMEIUFSC

10KV X2,000 10pm LCME-UFSC
Figura 1: Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura dos extratos secos da microalga
Haematococcus pluvialis, preparados usando temperatura de entrada e diéxido de silicio coloidal, respectivamente (a)

150 °C e 2%, (b) 175 °C e 2%, (C) 150 °C e 4%, (d) 175 °C e 4%, (€) 150 °C e 6% e (f) 175 °C e 6%.

3.3.5 Determinacédo da densidade aparente e de compactagao

Na secagem em torre de aspersdo, a influéncia do teor de sdlidos no material de partida também é
refletida na densidade do produto final [16]. De acordo com CAOQ et al [43], 0 aumento no contelido de
solidos, eleva a viscosidade, resultando em pds mais densos. Por outro lado, quanto menor o contetido de
solidos em uma suspensdo, maior 0 espago oco interno da particula, com formagdo de particulas com
paredes menos espessas € menos densas [14]. A densidade de um pé estd diretamente ligada a estrutura
das particulas e, consequentemente, a capacidade de fluxo e compressdo. Representa um parametro
importante na etapa de desenvolvimento de uma formulagdo, porém, ndo hd uma escala para
determinac&o dos limites [44]. Os valores de densidade aparente e compactada dos extratos secos (Tabela
5) foram em torno de 0,11 e 0,12 g/mL, respectivamente, e ndo parecem ter sido afetados pelas condigdes
de secagem testadas.

Tabela 5: Valores médios e desvio padrdo (o) obtidos dos valores da densidade aparente e de compactacdo dos
extratos secos (ES) de H. pluvialis (n=3).

EXTRATO DENSIDADE DENSIDADE
APARENTE COMPACTADA
(g/mL, M+ o) (g/mL, M+ o)
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

3.3.6 Teor de carotenoides totais nos extratos secos

Os carotenoides sdo substancias bastante instaveis e muito sensiveis ao oxigénio, luz e calor. Apesar da
secagem por spray-drying utilizar o calor, o curto periodo de exposi¢do dos extratos ao aquecimento
parece ser vantajosa. As temperaturas utilizadas para a produgéo dos extratos secos foram de 150 °C e 175
°C, com valores de teor de carotenoides totais que variaram de acordo com as diferentes condigdes de
secagem (Tabela 6). A analise estatistica evidenciou que tanto a temperatura como a concentragdo de
Aerosil afetaram significativamente o teor de carotenoides totais nos extratos secos (P>0.05). O extrato
ES1 apresentou maior concentragdo de carotenoides totais, além da maior recuperacgdo do teor em relacéo
a solucédo extrativa. O aumento da temperatura e 0 aumento na concentracdo do adjuvante de secagem
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levaram a reducao significativa do teor de carotenoides totais. A decomposicédo térmica e oxidagéo foram
possivelmente os responsaveis por esta diminuicdo. RYCKEBOSCH et al. [19] relataram que a microalga
Phaeodactylum tricornutum seca por spray-drying foi a mais suscetivel a degradacdo do que aquelas
secas por liofilizacdo (freeze-drying). Por outro lado, apesar das altas temperaturas utilizadas no processo
de secagem por spray-drying, LEACH et al. [17] relataram uma elevada recuperacdo de carotenoides
apos secagem da Dunaliella salina. Segundo os autores, a geragdo de um jato de pulverizagdo atomizado
proporciona uma grande area de superficie para rapida evaporacdo de agua. Consequentemente, a
temperatura média das gotas é suficientemente baixa, e 0 tempo de permanéncia na cdmara de secagem
das particulas secas é curto o suficiente para que a oxidacdo excessiva dos carotenoides seja evitada. De
acordo com GOULA E ADAMOPOULOS [34], o aumento da temperatura de entrada do spray dryer
resultou em maior perda no teor de licopeno no tomate em pd. Similarmente, QUEK et al. [46]
observaram uma diminui¢ao do teor de licopeno e B-caroteno na secagem em atomizagdo da melancia
com o aumento da temperatura do ar de entrada.

Tabela 6: Valores médios e desvio padrio (o) do teor de carotenoides totais nos extratos secos (ES) de H. pluvialis.

EXTRATO SECO TEOR DE CAROTENOIDES TOTAIS RECUPERACAO
(9/100g; M £ ©) (%, M * o)
ES1 2,27 0,006 99,87 + 0,009
ES?2 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

F.a temperatura = 5,15; F., concentragdo aerosil = 175,04; F; = 3,11. Todas as médias obtidas teor de
carotenoides para as diferentes temperaturas de entrada e concentracdo de aerosil diferem estatisticamente
entre si para p < 0,05.

3.3.7 Avaliacdo do perfil de dissolu¢do de carotenoides totais a partir dos extratos secos de
Haematococcus pluvialis

No desenvolvimento de formas farmacéuticas, estudos de dissolucdo sdo particularmente importantes,
pois permitem, por meio do perfil in vitro, sugerir o comportamento da liberagdo do farmaco in vivo. De
forma simplificada, a dissolucdo pode ser entendida como a liberacdo de um farmaco da sua forma
farmacéutica, tornando-se disponivel para absorcdo pelo organismo [45]. Desta forma, o ensaio de
dissolugdo corresponde a um teste fisico, no qual o farmaco passa para a forma soldvel a partir da forma
farmacéutica sélida intacta ou dos fragmentos formados durante o ensaio [47]. Em ensaios de dissolucao,
as condicBes sink devem sempre ser respeitadas. Como via de regra admite-se que condigdes sink sdo
atingidas quando a concentragdo maxima do farmaco no meio de dissolugdo corresponde a 10% da sua
concentragdo na saturacdo [48]. Assim, varios meios de dissolugdo foram previamente testados por meio
da adicdo de quantidades crescentes dos extratos e avaliagdo visual da solubilizagdo. A partir destes
dados, a solugdo de lauril sulfato de sédio 0,5% (m/V) foi selecionada como meio de dissolugdo. As
concentragBes de carotenoides totais foram calculadas conforme descrito anteriormente. A partir dos
resultados, curvas de percentual de carotenoides totais liberado (%) versus tempo (min) foram
construidas. A partir dos perfis de dissolugdo, os valores de t50% (tempo para dissolucdo de 50% de
carotenoides totais) e eficiéncia de dissolucdo (ED%) foram estimados. Os valores de dissolugdo de
carotenoides totais ap6s 60 minutos variaram entre 82,6 e 89,2% para todas as amostras testadas (Figura
2). O valor de desvio padrdo relativo foi 2,72%, portanto, inferior a 5%, o que certifica a precisdo do
método, conforme preconizado pela ANVISA [22]. O uso da silica coloidal pode minimizar a geracéo da
carga eletrostatica entre os pds com a parede do spray dryer, levando a um aumento da produtividade bem
como na melhoria das propriedades de fluxo dos pos. Além disso, a silica também funciona como
adsorvente (proporciona elevada area superficial), desempenhando um papel importante no aumento da
solubilidade [49]. InGmeros trabalhos de pesquisa também tém sido relatados sobre melhoria na
dissolugdo, rendimento do processo e estabilidade dos extratos apds a adi¢do do Aerosil® na solugdo a ser
seca em spray dryer [50] [51] [52].
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Figura 2: Perfis de dissolucéo de carotenoides totais (% de dissolucdo de CT) a partir dos extratos secos de H.
pluvialis obtidos usando as temperaturas de entradas de (a) 150 °C e (b) 175 °C. Todas as médias obtidas no ensaio de
dissolugdo apds 60 minutos para as diferentes temperaturas de entrada e concentracdo de aerosil diferem
estatisticamente entre si para p <0,05.

3.3.8 Avaliagdo da atividade antioxidante da biomassa, solugdo extrativa e dos extratos secos de
Haematococcus pluvialis

Os carotenoides sdo particularmente vulneraveis a processos de tratamento térmico e de degradacdo
oxidativa devido a sua estrutura Unica, que contém um sistema de ligacdo dupla conjugada ao longo de
todo o comprimento da cadeia de polieno [38]. Neste sentido, foi avaliada a atividade oxidante dos
extratos obtidos ap6s a secagem por spray drying pelo método do DPPH. Este método é baseado na
captura do radical livre estdvel 1,1 difenil-2-picrilhidrazil por substincias capazes de doar prétons,
levando a formagdo de sua forma reduzida [53] e amplamente utilizado para a medicéo da capacidade de
alimentos e produtos fitofarmacéuticos em sequestrar radicais livres. A medida que o DPPH sofre
reducdo, observa-se a mudanca da coloracdo da solucdo original de violeta intensa para amarela,
proporcional & concentragdo da substancia antioxidante em questéo. Os valores obtidos para a avaliacéo
da atividade antioxidante 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 175° C (Tabela 7). A provavel explicacdo para isso é que o tratamento térmico
levou a destrui¢do da estrutura dos carotenoides com o processo de secagem, levando a uma reducdo da
atividade antioxidante, sugerindo que a principal influéncia na diminuicdo da atividade antioxidante
parece ser a elevacdo da temperatura na producdo dos extratos secos. De acordo com KATSUBE et al.
[54], a atividade antioxidante dos extratos de folhas de amoreira foi significativamente reduzida, quando
temperaturas de secagem de ar acima de 70° C foram utilizadas. Resultados semelhantes também foram
descritos por MRKIC et al .[55] avaliando os efeitos dos pardmetros de secagem sobre os compostos
antioxidantes do brécolis (Brassica oleracea L.).
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Tabela 7: Valores médios e desvio padréo (o) do percentual de atividade antioxidante da biomassa de H. pluvialis, da
solucdo extrativa (SEHP) e dos extratos secos (ES) de H. pluvialis.

AMOSTRA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
(dispersdo 10 mg/mL) (%, M £ o)

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

Todas as médias obtidas na avaliacdo da atividade antioxidante para as diferentes temperaturas de
entrada e concentracéo de aerosil diferem estatisticamente entre si para p < 0,05.

3.1.9 Avaliacdo da atividade citotéxica do extrato dos carotenoides obtido a partir dos extratos
secos

O papel dos carotenoides na prevengdo e reducdo da incidéncia de cancer tem recebido cada vez mais
atencdo devido ao aumento das evidéncias dos estudos epidemioldgicos, dos trabalhos realizados em
cultura celular, de estudos em animais e ainda, de testes clinicos [56] [57] [1] [6]. Para avaliar o efeito dos
carotenoides obtidos a partir dos extratos secos sobre a viabilidade celular foi utilizado o teste do MTT,
que mede a atividade da desidrogenase mitocondrial, através da redugdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio em formazan, nas células viaveis [25]. A Figura 3 demonstra os
resultados obtidos para a viabilidade celular ap6s a incubacdo de solucfes crescentes de carotenoides
obtidas a partir dos extratos secos (ES1), em células de melanoma murino B16F10, em periodos de tempo
de 72 e 96 horas. Como pode ser observada, a adi¢do da solucdo de carotenoides, obtida a partir dos
extratos secos de H. pluvialis, provocou uma inibigdo no crescimento celular em todas as concentracdes
testadas quando comparada ao controle (Figura 3). Esta inibicdo foi dose e tempo dependente. A
concentragdo inibitdria méxima da solugdo de carotenoides foi obtida na maior concentracdo testada (5
1M), com inibicBes de 66,58 e 82,91% da viabilidade celular, para os tempos de incubacédo de 72 e 96
horas, respectivamente (Figura 3). Os valores de Cls, obtidos da curva de concentracdo-resposta, foram
3,58 e 3,27 UM nos intervalos de tempo de 72 e 96 h, respectivamente. Os resultados demonstrados na
avaliacéo da citotoxicidade sugerem a eficacia desse extrato em reduzir a viabilidade celular na linhagem
tumoral testada, avaliada como a porcentagem de reducdo da viabilidade dependente da concentracdo
testada. Estes resultados corroboram os outros trabalhos publicados, avaliando o efeito de constituintes
carotenoides sobre a viabilidade celular. No estudo realizado por ZHANG et al. [58], a alta proporcédo de
células de leucemia humana (K562) na fase GO/G1 e a apoptose, resultaram na reducdo da proliferagdo e
viabilidade celular induzidas pelos carotenoides testados (B-caroteno, astaxantina capsantina e bixina).
CUI et al.[59], também demonstraram que o B-caroteno foi capaz de inibir a viabilidade de células MCF-
7 (células de carcinoma de mama humano) de maneira tempo e concentracdo dependente. Estes autores
verificaram que na concentragdo de 50 uM de B-caroteno, a viabilidade celular foi reduzida para 42%
guando o tempo de tratamento de 96 h de incubacéo foi testado.
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Figura 3: Efeito da solucdo de carotenoides (DMSO + DMEM) obtida a partir do extrato seco (ES1) de H. pluvialis
sobre a viabilidade celular. O percentual de células viaveis, considerando o controle como 100% (tratadas apenas
com o veiculo), foi obtido através da densidade Optica decorrente da oxidacdo metabdlica do MTT. Cada ponto
representa a media + Erro Padrdo da Média de pelo menos dois experimentos independentes com as concentragdes
quadruplicadas. Todas as médias obtidas nas diferentes concentracdes testadas diferem estatisticamente em relagdo ao
controle para p < 0,05.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho, a extracdo de carotenoides a partir da biomassa da H. Pluvialis, mostrou-se adequada com
altos valores de rendimento. Observou-se que o aumento da temperatura e concentracdo do adjuvante de
secagem proporcionou redugdo significativa do teor de carotenoides totais, também verificado por outros
autores e provavelmente relacionada com o processo de secagem. A atividade oxidante dos extratos
obtidos ap6s a secagem por spray-drying pelo método do DPPH foi reduzida, estando relacionada a
exposicao ao calor utilizado para a secagem. A atividade antiproliferativa dos extratos de carotenoides foi
avaliada e as maiores concentragdes testadas reduziram a viabilidade de células de melanoma murino
B16F10, em 66,58 e 82,91%, em periodos de tempo de 72 e 96 h. Assim, o conjunto de resultados
demonstrou que a obtencdo de extratos secos a partir da biomassa de Haematococcus pluvialis pela
técnica de secagem em torre de aspersdo (spray dryer) € uma técnica adequada para posterior
manipulagdo destes extratos visando a producdo de medicamentos.
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