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Resumo: Este estudo avaliou as melhores condigdes de tempo e temperatura para extragao
de pigmentos da microalga Chlorella vulgaris usando etanol 95% e DCCR. As
concentragdes de clorofilas a, b e carotenoides foram medidas por espectrofotometria. A
temperatura influenciou significativamente todos os pigmentos; o tempo foi relevante para
clorofilas. As maiores extragdes ocorreram entre 50—95 °C e tempos acima de 48 minutos.
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INTRODUCAO

As microalgas s3o organismos unicelulares
fotossintetizantes que vém ganhando crescente
destaque na biotecnologia devido a sua elevada
capacidade de conversdo de energia solar e didxido
de carbono (CO:) em biomassa rica em compostos de
alto valor agregado (Barka et al., 2022). Podem ser
encontradas em diversos ambientes, como aguas
salgadas, doces e¢ at¢é mesmo em solos umidos,
demonstrando ampla adaptabilidade ecoldgica (Chew
et al.,, 2017). Dentre as espécies mais estudadas e
cultivadas, destaca-se a Chlorella vulgaris, que
possui alta eficiéncia fotossintética e composi¢do
bioquimica favoravel, contendo lipidios, proteinas,
carboidratos e pigmentos, como clorofilas e
carotenoides (Mata et al., 2010).

O cultivo de microalgas apresenta vantagens
significativas em relag@o a outras fontes de biomassa,
como o uso de nutrientes simples, rapido crescimento
celular e possibilidade de controle das condigdes
ambientais para intensificar a produgdo de
metabolitos especificos (Chew et al., 2017). Essas
caracteristicas tornam o processo biotecnologico
mais eficiente e atraente do ponto de vista econdmico
¢ ambiental. Os pigmentos extraidos de microalgas
apresentam  propriedades  antioxidantes,  anti-
inflamatorias e antitumorais, sendo utilizados em
diversos setores, como o alimenticio, farmacéutico e
cosmético (Del Rio-Pérez et al., 2021).

Além disso, o interesse crescente por pigmentos
naturais decorre da necessidade de substituir corantes
sintéticos  potencialmente tdxicos, promovendo
solucdes mais seguras e sustentdveis. A produgdo
continua e a possibilidade de manipular
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geneticamente e ambientalmente as microalgas para
aumentar a biossintese de compostos desejados sdo
fatores que aumentam ainda mais seu potencial
industrial (Giinerken et al., 2015).

Contudo, a extracdo dos compostos intracelulares de
microalgas representa um desafio técnico. As células
microalgais possuem parede celular espessa e
estruturas que dificultam o acesso aos metabdlitos de
interesse, exigindo a aplicagdo de técnicas eficientes
de ruptura celular e extragdo (Giinerken et al., 2015).
Dentre os métodos disponiveis, a extracdo com
solventes se destaca pela viabilidade operacional,
especialmente quando combinada com o uso de
temperaturas  controladas. Temperaturas  mais
elevadas podem aumentar a eficiéncia da extragdo,
mas também elevam o risco de degradacdo térmica
dos pigmentos, o que exige estudos cuidadosos para
defini¢do das condic¢des ideais (Mendonga, 2014).

Nesse contexto, este trabalho investigou os efeitos de
variaveis como tempo e temperatura no processo de
extracdo dos pigmentos da Chlorella vulgaris, em
cultivo fotoautotréfico, aplicando um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), visando
maximizar o rendimento e a estabilidade dos
compostos. Esse conhecimento contribui diretamente
para a otimizagdo de processos industriais, tornando
0 uso de microalgas mais competitivo e sustentavel
em aplicagdes como producdo de cosméticos,
alimentos funcionais ¢ biofarmacos (Del Rio-Pérez et
al., 2021).

MATERIAL E METODOS

Meio de cultivo
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Foi utilizado meio de cultivo BBM modificado
proposto por Stein (1973) na manutencdo da
microalga Chlorella vulgaris na fase anterior ao
inicio do experimento, na preparagdo do indculo ¢ na
realizag¢@o do ensaio. Na solu¢@o traco, que faz parte
da composi¢do do referido meio, substituiu-se
Na,Mo00,.2H,0, composto originalmente proposto
por Stein (1973), por (NH4)6M07024.4H20 (0,88
g/L) como fonte de molibdénio. O meio foi
submetido a esterilizagdo em autoclave a temperatura
de 121 °C por 15 minutos. A microalga utilizada
neste trabalho foi a Chlorella vulgaris. O
microrganismo foi mantido em agar inclinado (meio
BBM modificado adicionado de agar-dgar, na
concentragdo de 15 g/L) e também em solugdes
liquidas de meio BBM modificado, na presenga de
luz artificial e a temperatura ambiente.

Fotobiorreatores

Para o ensaio, usaram-se trés fotobiorreatores
cilindricos com 7 cm de didmetro e 24 cm de altura,
feitos de vidro para permitir a passagem de luz.
Foram utilizados 40 mL de indculo e 660 mL de
meio BBM modificado nos fotobiorreatores,
preenchendo 70% de sua capacidade. Além do meio
de cultivo, foram oferecidas aeragdo e luz as
microalgas, a fim de garantir seu crescimento. A
aeragdo foi promovida por um compressor com
capacidade de 40 L (marca Vigor Ar Panther),
conectado a uma mangueira de plastico, a qual
continha pedra porosa em sua extremidade. Utilizou-
se divisor de mangueira acoplado ao sistema, a fim
de que um compressor alimentasse dois
fotobiorreatores, ou seja, 2 de aeracdo para cada
bioreator. Ja4 a iluminacdo veio de oito lampadas
fluorescentes de 11 W. Os fotobiorreatores foram
fechados com tampao de algoddo. Realizou-se o
experimento em sala mantida a temperatura de,
aproximadamente, 24°C, através de aparelhos de ar
condicionado. A Figura 1, apresenta uma foto geral
do aparato experimental.

Figura 1: Aparato experimental geral com destaque
para os fotobiorreatores.
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Curva de crescimento

Para determinagdo da concentragdo celular do
indculo, utilizou a técnica de peso seco. Foi retirada
uma aliquota de 40 mL do cultivo, centrifugando-a
2500 rpm por quatro minutos (Macro Centrifuga da
marca Benfer, modelo BMC). O sobrenadante foi
descartado e o pelet lavado com 2 mL de agua
destilada, com o objetivo de retirar os sais restantes
do meio. Em seguida, centrifugou-se a amostra
novamente sob as mesmas condigdes.

O produto de fundo foi submetido entdo a secagem
em estufa controlada a 60°C até ser obtido peso
constante. Esse fato foi verificado por pesagens
diarias do conjunto amostra e tubo, através de
balanga eletronica (marca Tecnal, modelo Mark
2200, classe II). Esse procedimento foi realizado em
triplicata. Logo em seguida, tomando-se outra
amostra do cultivo, fez-se uma série de diluigdes, a
fim medir a absorbancia em espectrofotometro digital
(modelo UV-M51), no comprimento de onda de 680
nm e a curva padrdo foi construida. Essa foi usada
para, posteriormente, converter os valores de
absorbancia em concentra¢do e construir a curva de
crescimento correspondente ao experimento.

O ensaio teve duracdao de 15 dias, com dez medidas
de absorbancia realizadas. Também foram realizadas
medidas de pH em phmetro digital (marca Hanna), a
fim de acompanhar esse parametro durante o
crescimento da microalga Chlorella vulgaris. A partir
dos dados experimentais, calcularam-se os seguintes
parametros cinéticos para o cultivo: densidade celular
maxima (X,;), velocidade maxima especifica de
crescimento (p_. ), tempo de geragdo (ty) € maxima
produtividade celular (Px pay)-

Extracio de pigmentos

A fim de promover a extracdo dos pigmentos
presentes nas células da microalga Chlorella
vulgaris, ao final do cultivo, a biomassa foi
distribuida em tubos de ensaio e centrifugada a 2500
rpm por quatro minutos. Descartou-se o sobrenadante
e ao produto de fundo foram adicionados 2 mL de
agua destilada para retirar os sais do meio que
estivessem restantes. Centrifugou-se novamente a
biomassa, a qual, logo depois, foi suspensa em 2 mL
de etanol 95% (v/v) (95 ° GL) P.A, como indica
Ventura et al. (2017). Agitaram-se os tubos em
vortex mixer por 30 segundos. Em seguida,
armazenou-se a biomassa no congelador por 16
horas. Apos esse tempo, as células foram postas para
descongelar a temperatura ambiente por uma hora,
agitadas novamente por 30 segundos utilizando o
vortex e colocadas mais uma vez para congelar por
22 horas.

Apdés os dois ciclos de congelamento e
descongelamento, a biomassa foi levada a banho
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maria ultratermostalizado (marca Limatec, modelo
LT BMU 10), variando o binémio tempo de imersao
x temperatura do banho conforme a matriz obtida
através do Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) realizado (Tabela 1). Apods
terminado o tempo a dada condi¢do, o respectivo
tubo foi retirado do banho maria e imediatamente
posto em agua fria. Em seguida, centrifugaram-se as
amostras a 2500 rpm por quatro minutos com o
objetivo de separar a biomassa do pigmento extraido.

Logo depois, as absorbancias do sobrenadante foram
lidas nos comprimentos de onda de 480 nm, 630 nm,
645 nm, 663 nm e 750 nm e aplicadas nas Equacdes
semiempiricas 1, 2 e 3 para encontrar,
respectivamente, as  concentracdes (ug de
pigmento/mL de meio) de clorofila a, clorofila b e
carotenoides extraidas das células microalgais,
conforme indica Kczmar (2004).

Clorofila a (ug/mL)=(11,64 Aggs - 2,16 Agss - 0,1
A630).V/(1.V) (1)

Clorofila b (ug/mL)=(20,97 Agss - 3,94 Az - 3,66
A630).V/(1.V) (2)

Carotenoides (ug/mL)=4,0 Az .v/(1.V)
A3)

Onde: v é o volume de solvente utilizado (2 mL), 1 é
o comprimento da célula espectrofotomérica (1 cm),
V ¢ o volume da amostra (30 mL) ¢ A,,, apresenta-
se como a subtragdo entre as absorbancias nos
respectivos comprimentos de onda (480 nm, 630 nm,
645 nm, 663 nm) e aquelas a 750 nm.

Planejamento Experimental

A fim de otimizar o processo de extragdo de
pigmentos, encontrando as condi¢des combinadas de
tempo de imersdo no banho maria e temperatura do

banho mais favordveis, foi realizado um
planejamento  experimental através de um
Delineamento ~ Composto ~ Central ~ Rotacional

(DCCR). As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do software Statistica.

No DCCR, avaliaram-se duas variaveis
independentes (tempo e temperatura), com duas
repeticdes do ponto central. Isso totalizou 10
experimentos, cujas condi¢cdes sdo apresentadas na
matriz do planejamento na Tabela 1, assim como a
respectiva codificacdo dos valores. As variaveis de
resposta foram as concentragdes de clorofila a,
clorofila b e carotenoides extraidas (ug/mL).
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Tabela 1 — Matriz do DCCR para as condi¢des de

tempo e temperatura do banho maria

Tempo
Tempo T (valores
Exp ) T (°C) (valores )
(min) codificados)
codificados)
1 10 40 -1,00 -1,00
2 10 90 -1,00 1,00
3 50 40 1,00 -1,00
4 50 90 1,00 1,00
5 1,7 65 -1,41 0,00
6 58,3 65 1,41 0,00
7 30 29,6 0,00 -1,41
8 30 100,4 0,00 1,41
9 (PC) 30 65 0,00 0,00
10
30 65 0,00 0,00
(PO

Sendo: (Exp) — experimento; (PC) — ponto

central; (T)— Temperatura;

RESULTADOS E DISCUSSAO
Curva de crescimento

As medidas de absorbancia realizadas durante o
cultivo para a triplicata bioldgica foram convertidas
em concentracdo celular. A partir dos valores médios
de concentragdo, construiu-se o perfil de crescimento
microalgal apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Perfil de crescimento celular da microalga

Chlorella vulgaris
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A curva de crescimento da Figura 2 apresentou um
comportamento proximo ao sigmoidal. A analise do
perfil de crescimento mostra que, no inicio do
cultivo, a microalga passou por uma fase de laténcia
(fase lag), na qual o aumento da concentragdo celular
foi minimo. Essa fase durou, aproximadamente, 24
horas e ¢ marcada pela adaptagdo do microrganismo
ao meio, produzindo as enzimas necessarias ao seu
crescimento. A presenca de uma fase de laténcia na
cinética microalgal pode ter se dado pelo fato do
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indculo ndo ter sido retirado na fase exponencial
quando do inicio do cultivo.

Logo apos passar pela fase lag, a microalga entrou na
fase exponencial de crescimento (fase log), de forma
a aumentar significativamente sua biomassa com o
tempo, passando de 0,0580 + 0,0071 g/L as 24 horas
de cultivo para 0,6837 + 0,0403 g/L no tempo de 265
horas, quando comecou uma desaceleragdo no
crescimento. Dessa forma, a fase logaritmica durou
em torno de 241 horas.

A Figura 3 apresenta os cultivos da triplicata
biolégica no tempo to de inicio do experimento
(Figura 3a) e no tempo 337 horas, ao final do cultivo
(Figura 3b). Pode-se perceber a mudanga de
coloragdo, que indica o aumento da concentragdo de
células.

Figura 3 — Fotobiorreatores no inicio (a) e ao final do
cultivo (b)

(b)

Evento online
www.even3.com.br/cobicet2025

Parametros cinéticos do cultivo

A partir dos dados experimentais, foram calculados
os paradmetros cinéticos para o cultivo da microalga
Chlorella vulgaris, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros cinéticos do cultivo da

microalga
umax (h-]) tg (h) PXfma'x Xmé\x (g/ L)
(g/L.h)
0,0085 + 82,06 + 0,0021 + 0,758 +
0,0005 4,94 0,0004 0,137
Em que: p . -velocidade maxima especifica de

crescimento; t, — tempo de geragdo; Px 44 - produtividade
celular maxima; X4, - densidade celular maxima.

O calculo da velocidade maxima especifica de
crescimento foi realizado a partir do coeficiente
angular da regressdo de In(x) x tempo entre os pontos
de maior crescimento celular, dentro da fase
logaritmica. No ensaio | da triplicata biologica, esse
intervalo se deu entre 169 e 241 horas. Ja para os
ensaios 2 e 3, calculou-se p_, entre 48 ¢ 217 horas.
pH do cultivo

A Figura 4 apresenta as medidas médias de pH em
funcdo do tempo para o cultivo, aferidas durante o
experimento. Foram tomadas quatro medidas de
potencial hidrogeniénico ao longo do tempo para
cada cultivo independente da triplicata biologica e
calculadas as suas médias. O pH ao final do cultivo
ndo pode ser medido em fungdo de problemas no
equipamento phmetro utilizado.

Figura 4 — pH do cultivo ao longo do experimento

10.0 1

8.0 -
6.0 -
4.0 A
2.0 A
0.0 -
0 96 169 265

Tempo (h)

pH

Os dados apresentados na Figura 4 mostram que o
pH do meio iniciou com média de 6,887+0,032 no
tempo to e apresentou um aumento até o tempo de 96
horas, conforme a quantidade de biomassa também
cresceu. A alcalinizacdo do meio durante o
crescimento microalgal ¢ esperada, uma vez que a
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presenca de mais células proporciona maior consumo
de gas carbonico. A dissociagdo ocorrida promove
liberacdo de ions hidroxila no meio, alcalinizando-o
(TREVISAN et al.,, 2013). Esse comportamento
também foi observado por Vidotti (2015) ¢ Lam et al.
(2017) no cultivo de Chlorella vulgaris em regime
autotroéfico. Apdés 96 horas, observa-se uma
estagnacdo do pH do meio (Figura 4), que coincide
com a reducdo na velocidade de crescimento ocorrida
entre 96 e 169 horas (Figura 2).

Extracao de pigmentos

A partir da biomassa obtida através do cultivo, foram
extraidos pigmentos das células (clorofila a, clorofila
b ¢ carotenoides) variando as condigdes de extragdo
em relagdo ao tempo e a temperatura do banho
conforme mostrado pelo DCCR da Tabela 1,
mantendo a concentragdo de etanol fixa em 95%.

As absorbancias foram medidas nos comprimentos
de onda de 480 nm, 630 nm, 645 nm, 663 nm ¢ 750
nm e convertidas em concentragdes desses pigmentos
(ug/mL) através das Equagdes 1, 2 ¢ 3, como ¢
mostrado nas Tabelas 3, 4 ¢ 5.

Tabela 3 — Concentracdes de clorofila a para
diferentes condi¢des de tempo e temperatura do

banho
. Tempo . Concentragdo
Experimento (min) T (°C) clorofila a
(ug/mlL)

1 10 40 0,270740,0000

2 10 90 0,311740,0001

3 50 40 0,313340,0000

4 50 90 0,327740,0000

5 1,7 65  0,313840,0000

6 58,3 65 0,353840,0000

7 30 29,6  0,248840,0001

8 30 100,4  0,2645+0,0004
9 (PC) 30 65 0,338510,0005
10 (PC) 30 65 0,307440,0001

(PC) — ponto central; (T) — Temperatura.

Comparando-se as concentracdes obtidas para
clorofila a, clorofila b e carotenoides presentes nas
Tabelas 3 , 4 e 5, percebe-se que as maiores
extragdes, em todas as condigdes testadas, foram
obtidas para o primeiro pigmento. Isso pode ter
acontecido em virtude das células da Chlorella
vulgaris conterem mais clorofila @ do que os outros
pigmentos citados, como afirmam Safi et al., 2015.
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Tabela 4 — Concentragdes de clorofila b para
diferentes condigdes de tempo e temperatura do

banho
' Tempo . Concentragdo
Experimento (min) T (°C) clorofila b
(ug/mL)

1 10 40 0,0962+0,0000

2 10 90 0,1074+0,0010

3 50 40 0,1068+0,0002

4 50 90 0,1116+0,0000

5 1,7 65 0,1089+0,0000

6 58,3 65 0,1164+0,0002

7 30 29,6  0,0973£0,0010

8 30 100,4  0,101140,0006
9 (PC) 30 65 0,110540,0002
10 (PC) 30 65 0,1125+0,0012

(PC) — ponto central; (T) — Temperatura.

Tabela 5 — Concentragdes de carotenoides para
diferentes condi¢des de tempo e temperatura do

banho
. Tempo . Concentrggﬁo
Experimento (min) T (°C) carotenoides
(ug/mL)
1 10 40 0,103240,0000
2 10 90 0,114740,0000
3 50 40 0,113340,0000
4 50 90 0,116540,0000
5 1,7 65 0,116810,0000
6 58,3 65 0,123240,0000
7 30 29,6  0,101240,0002
8 30 100,4  0,137540,0002
9 (PC) 30 65 0,120840,0000
10 (PC) 30 65 0,114740,0000

(PC) — ponto central; (T) — Temperatura.

Clorofila a extraida

A fim de analisar os dados experimentais
encontrados para concentracdo de clorofila a
extraida, foi construido o Diagrama de Pareto (Figura
5) a partir do software Statistica, que permitiu avaliar
grafica e numericamente a significancia dos efeitos
testados, assim como da interacdo entre eles, na
extracdo do pigmento. Cada efeito é representado no
grafico como uma barra e foi aplicado um nivel de
confianga de 95%.
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A Tabela 6, por sua vez, apresenta dados obtidos
através de analise de variancia (ANOVA), contendo
p-valores e coeficientes do modelo para os fatores
testados. Aqueles que obtiveram p-valor menor que

houve significancia estatistica dos efeitos de
temperatura linear, tempo quadratico ¢ nem da
interacdo entre temperatura e tempo (1L by 2L),
considerando o nivel de confianga de 95%.

0,05, nivel de significAncia adotado, apresentaram

RPN .- ~ ~ O valor de R? encontrado foi 0,91695, o que indica
significancia estatistica na extracdo e estdo . .
que o modelo se ajustou e pode explicar
destacados em vermelho na Tabela 6. . o
aproximadamente 91,7% dos casos. Os erros
encontrados podem estar relacionados aqueles

provenientes da equag@o semiempirica (Equagdo 1) e

Figura 5 — Diagrama de Pareto para clorofila a . .
a erros experimentais.

. Na Figura 6 sdo mostrados os graficos de superficie
Temperatura (CHQ) I i de resposta (Figura 6a) e de contorno (Figura 6b)
O para as concentracdes de clorofila a extraidas.

(1)Tempo (minutos)(L) 2,800114
Figura 6 — Superficie de resposta (a) e grafico de
(2)Temperatura (°C)(L) J»Lauon contorno (b) para concentragdo de clorofila a extraida
T i | (a)
empo (minutos)(Q) 1,190905

1Lby2L -,917389

Em que: (L) — termos lineares; (Q) — termos

p=05

B0 ) B RO
©HS VIO

quadraticos.
ol
3%
Tabela 6 — p-valores e coeficientes do modelo para L > E>038
~ S > % <035
fatores testados na extracdo de clorofila a % 5 .0\,\0"\- <031
% > & <027
Fator P Coeficientes @éfo L = <023
= &S I <0,
codificados = . Il <019
110
Mean/intercessao - 0,322913
(b)
(1) Tempo (min) (L) 0,048806 0,014403 =
O
Tempo (min) (Q) 0,299530 0,008105 <
(2) Temperatura (°C) 0,132665 0,009689 g
(9] 'é'
Temperatura (°C) (Q) 0,010984 -0,030479 8_
1L by 2L 0,410847 -0,006673 E}
(L) — termos lineares; (Q) — termos quadraticos. = Z 8:22
O diagrama de Pareto da Figura 5 e a Tabela 6 T ‘ 50 60 705 jgg;
demonstraram que, a intervalo de confianca de 95%, ) I <023
a temperatura quadratica e o tempo linear foram os Tempo (minutos) B <019

fatores que tiveram efeitos significativos na
concentragao desse pigmento extraido da microalga,
com p-valores iguais a 0,048806 e 0,010984,

Ao analisar a Figura 6, percebe-se um efeito
respectivamente.

quadratico da temperatura na extracdo da clorofila a,
fato evidenciado pelo abaulamento da curva e ja
indicado pelo efeito significativo negativo desse fator
presente no Diagrama de Pareto (Figura 6). Isso
significa que, a um valor de tempo fixo, o aumento
da temperatura leva a maior extragdo do pigmento,
até que se atinja um ponto maximo a partir do qual o
acréscimo de temperatura leva a menores
concentragdes de clorofila a extraida. Nesse caso, o
grafico (Figura 6) mostrou maiores taxas de extrag@o

A temperatura quadratica apresentou o maior efeito
negativo, o que demonstra um comportamento
curvilineo convexo na superficie de resposta, além de
apontar a predominadncia de tal efeito sobre o de
tempo linear, apesar desse Ultimo também ter sido
significativo, mas em propor¢des mais baixas.

Ademais, a Figura 5 e a Tabela 6 mostraram que nio
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na faixa entre 50°C a 80°C e em tempos maiores que
48 minutos.

Isso pode ter acontecido em virtude do fato da
temperatura auxiliar na ruptura da parede celular, de
forma a liberar mais pigmento para o exterior da
célula. Porém, a clorofila ¢ um tipo de pigmento
sensivel a altas temperaturas, podendo ser destruido
sob essas condigdes, o que leva a redugdo das taxas
de clorofila extraida (ZHAO et al., 2018). Esses
autores observaram o decaimento da concentragao de
clorofila a temperaturas do banho maiores que 65°C.

Além disso, observa-se também na Figura 6 o efeito
significativo linear do tempo, de forma que a
extragdo da clorofila ¢ aumenta linearmente a medida
que se submete as células da microalga Chlorella
vulgaris a mais tempo no banho-maria, tomando uma
temperatura fixa.

A partir dos coeficientes estimados da Tabela 6, foi
encontrado o modelo de regressdo multipla ajustado
expresso na Equagdo 4, em que t é o tempo de
exposicdo das células ao banho-maria ¢ T, a
temperatura do banho. Os coeficientes mostrados
estdo codificados pelo programa e aqueles em
vermelho sdo os que obtiveram significancia
estatistica, enquanto que os de preto, nao.

y = 0,322913+ 0,014403.t + 0,009689.T +
0,008105.¢2 - 0,030479.T% - 0,006673.t.T )

Para avaliar a adequabilidade do modelo proposto,
foram construidos no software Statistica os graficos
dos valores preditos vs. observados e dos valores
residuais vs. preditos, presentes das Figuras 7 ¢ 8,
respectivamente. Residuos s@o a diferenca entre as
variaveis resposta preditas e as variaveis resposta
observadas.

Figura 7 — Grafico dos valores preditos vs.
observados para clorofila a
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Figura 8 — Grafico dos valores residuais vs. preditos
para clorofila a
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A analise da Figura 7 mostra que os pontos seguiram
o comportamento da reta, ndo se distanciando
consideravelmente dela. Isso ¢ um indicio de bom
ajuste do modelo, ao mostrar que os valores preditos
foram bastante proximos dos observados.

A Figura 8§, por sua vez, apresenta os pontos
distribuidos aleatoriamente em torno do 0, o que
indica a homocedasticidade da varidncia dos
residuos. Isso quer dizer que os erros entre os valores
observados e aqueles modelados foram constantes.

Clorofila b extraida

Utilizando os dados obtidos para clorofila b (Tabela
4), também foi construido o Diagrama de Pareto
(Figura 9) e obtidos os p-valores e coeficientes do
modelo por analise de varidncia (ANOVA). Para esse
pigmento, mais uma vez foi adotado o patamar de
95% de confianga e 0,05% de nivel de significancia.
A andlise da Figura 9 e da Tabela 7 indicou que os
efeitos significativos na extracdo da clorofila » foram
a temperatura quadratica, o tempo linear e a
temperatura linear. Observou-se esse fato através dos
p-valores obtidos, 0,003490, 0,014719 ¢ 0,025556,
respectivamente, que se encontraram abaixo de 0,05.
O maior efeito na extragdo da clorofila » foi
ocasionado pela temperatura quadratica, cujo valor
negativo aponta, assim como na clorofila a, uma
curvatura convexa no perfil do grafico. Em seguida,
tem-se os efeitos do tempo e da temperatura lineares.
Os fatores tempo quadratico e interag@o entre tempo
e temperatura ndo apresentaram significancia
estatistica ao nivel de confianga de 95% adotado.
Além disso, R?* do modelo foi de 0,95293, o que
indica seu ajuste a 95,3% dos casos. Novamente, os
erros apresentados podem ser resultado da interacdo
entre os erros inerentes a equacgdo utilizada para
medir a concentra¢do de pigmento extraido (Equacdo
2) e aqueles associados ao experimento.
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Figura 9 — Diagrama de Pareto para clorofila b
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Em que: (L) — termos lineares; (Q) — termos
quadraticos.

Tabela 7 — p-valores e coeficientes do modelo para
fatores testados na extragdo de clorofila b

Fator P Coeficiente
Mean/intercessao - 0,111523
(1) Tempo (min) (L) 0,014719 0,003161
Tempo (min) (Q) 0,676753 0,000457
(2) Temperatura (°C) (L) 0,025556 0,002668
Temperatura (°C) (Q) 0,003490 -0,006280
1L by 2L 0,218123 -0,001587

(L) — termos lineares; (Q) — termos quadraticos.

A Equagdo 5 apresenta a equagao codificada proposta
pelo modelo a partir dos dados experimentais e dos
coeficientes encontrados para a extra¢do de clorofila
b, de forma que os nimeros vermelhos sdo os
significativos e os de preto ndo o sdo.

y = 0,111523 +0,003161.t + 0,002668.T +
0,000457.£ - 0,006280.T2 + 0,001587.t.T )

Apresenta-se, entdo, na Figura 10, a superficie de
resposta ¢ o grafico de contorno construido a partir
do modelo.

Figura 10 — Superficie de resposta (a) e grafico de
contorno (b) para concentragao de clorofila b extraida
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Analisando a Figura 10a, percebe-se o abaulamento
da curva, provocado pelo efeito significativo da
temperatura quadratica e ja indicado pelo sinal
negativo mostrado no diagrama de Pareto (Figura 9).
Dessa forma, assim como para a clorofila a, na
extragdo de clorofila b da microalga, escolhendo um
tempo de banho fixo, o aumento de temperatura
provoca um acréscimo na concentragdo extraida até
que o inverso comece a acontecer, ou seja,
temperaturas mais altas iniciem a reduzir a extragao.
As condi¢des de maior extragdo mostradas foram
entre 55°C e 75°C e tempos de exposi¢do ao banho
maiores que 50°C.

O abaulamento da curva para a clorofila b foi mais
suave que aquele observado para clorofila a. Isso
pode ter sido reflexo do efeito linear da temperatura,
que também foi significativo na extragdo da clorofila
b.

Também fica evidente, pelos graficos da Figura 10, a
influéncia linear do tempo na extragdo, isto ¢, quanto
maior o tempo, maior a concentragdo de clorofila b
obtida, ao se manter a temperatura de extragdo fixa.
Com base nisso, a extragdo a baixas temperaturas
provavelmente s6 deve ocorrer quando aumentado o
tempo de banho-maria ao qual sdo submetidas as
células (Figura 10b).

Kong et al. (2012), estudando a influéncia da
temperatura e do tempo na extracdo de clorofila da
microalga Chlorella vulgaris, também observaram
um comportamento curvilineo convexo na superficie
de resposta em relagdo a temperatura, obtendo o
efeito quadratico desse fator como significativo.
Além disso, assim como neste trabalho, os referidos
autores observaram a significancia da temperatura e
do tempo lineares em seus modelos. Dessa forma,
encontraram a maxima extragdo do pigmento a
61,4°C e 78,7 minutos.

Outro ponto a se destacar ¢ que, em comparagdo com
os resultados para clorofila a, no caso do tipo b desse
pigmento, boas extragdes sdo conseguidas em
temperaturas mais altas quando os valores de tempo
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sdo também sdo menores.

As Figuras 11 e 12, por sua vez, apresentam os
graficos dos valores preditos vs. observados e dos
valores residuais vs. preditos, respectivamente, para o
pigmento em questdo. Observa-se que os pontos,
assim como para clorofila @, permaneceram bem
proximos da reta (Figura 11), demonstrando bom
ajuste do modelo. Ja a Figura 12 apresenta os pontos
com tendéncia de deslocamento para a direita,
mostrando crescimento na variancia residual.

Figura 11 — Gréfico dos valores preditos vs.
observados para clorofila b
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Figura 13 — Diagrama de Pareto para carotenoides

(2)Temperatura (°C)(L)

(1)Tempo (minutos)(L)

| 8494001
|

1Lby2L

- 471717

Temperatura (°C)(Q)

Tempo (minutos)(Q)

-,276427

-195376

p=1

Em que: (L) — termos lineares; (Q) — termos
quadraticos.

Tabela 8 — p-valores e coeficientes do modelo para
fatores testados na extra¢do de carotenoides

Predicted Values
e e
= >
(=] o

0,095

0,

Observed Values

090
0,090 0095 0100 0,05 04110 0,115 0,120

Fator P Coeficiente
Mean/intercessdo - 0,117733
(1) Tempo (min) (L) 0,443507 0,002632
Tempo (min) (Q) 0,854621 -0,000801
(2) Temperatura (°C) (L) 0,056311 0,008244
Temperatura (°C) (Q) 0,795915 -0,001133
1L by 2L 0,661709 -0,002067

Figura 12 — Grafico dos valores residuais vs. preditos
para clorofila b
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Carotenoides extraidos

A fim de analisar a influéncia da temperatura e do
tempo na extragdo de carotenoides da microalga
Chlorella vulgaris, mais uma vez foram construidos
o Diagrama de Pareto e obtidos p-valores e
coeficientes do modelo através de analise de
variancia, mostrados na Figura 13 e na Tabela 8.
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(L) — termos lineares; (Q) — termos quadraticos.

Uma vez que, com um nivel de confianga de 95%,
ndo se encontrou efeito significativo para a extragdo
de carotenoides, foi empregado para esse pigmento
90% de confianca. Além disso, a significancia foi
determinada para p-valores menores que 0,1. Dessa
forma, apenas a temperatura linear mostrou-se
significativa na concentragdo de carotenoides
extraida (p-valor igual a 0,056311).

O modelo obtido foi o da Equagdo 6 (fator
significativo em vermelho), porém o R* encontrado
foi de 0,66971, mostrando que a regressdo descreveu
apenas 67,0% dos casos, aproximadamente.
Possivelmente, erros da equagdo semiempirica
(Equagdo 3) e experimentais tiveram contribuigcdo
nesse valor.

y = 0,117733 +0,002632.t + 0,008244.T -
0,000801. - 0,001133.T2 - 0,002067.t.T (6)

Sdo mostrados, na Figura 14, a superficie de resposta
e o grafico de contorno para a concentracdo de
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carotenoides. Para esse pigmento, ndo foi percebido
abaulamento na superficie, diferentemente dos
resultados encontrados para clorofilas a ¢ b, uma vez
que nao houve nenhum efeito quadratico
significativo.

Portanto, observa-se, na Figura 14, ao tomar um
tempo definido, o aumento linear da extracdo de
carotenoides com o aumento da temperatura do
banho-maria, fator que apresentou significancia
estatistica pela andlise de varidncia (ANOVA).
Assim, de acordo com os graficos da Figura 24, as
maiores concentragdes de carotenoides sdo obtidas
acima de 95°C em toda a faixa de tempo estudada.

Figura 14 — Superficie de resposta (a) e grafico de
contorno (b) para concentragdo de carotenoides
extraida
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Para as concentragdes de carotenoides, também
foram construidos os graficos dos valores preditos vs.
observados ¢ dos valores residuais vs. preditos,
conforme mostram as Figuras 15 e 16,
respectivamente.
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Figura 15 — Grafico dos valores preditos vs.
observados para carotenoides
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Figura 16 — Grafico dos valores residuais vs. preditos
para carotenoides
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Através da analise do grafico da Figura 15, percebe-
se que nem todos os pontos seguiram o0
comportamento da reta, mostrando uma possivel
diferenca entre os valores observados e ajustados
pelo modelo. Entretanto, a Figura 16 apresenta os
pontos, em sua maioria, proXimos ao zero € bem

distribuidos, indicando provavelmente varidncia
constante.
CONCLUSAO

A vpartir do experimento realizado, foi possivel
cultivar a microalga Chlorella vulgaris em regime
fotoautotrofico, de forma que seu crescimento
descreveu uma curva proxima a sigmoidal.
Inicialmente, o microrganismo passou por uma fase
de laténcia, entrando, logo depois, na fase
exponencial de crescimento, em que a densidade
celular cresceu consideravelmente com o tempo.
Apoés isso, 0 microrganismo comegou a apresentar
uma desaceleragdo na taxa de crescimento, sendo o
cultivo entdo encerrado.
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Utilizando os dados experimentais obtidos, também
se encontraram os parametros cinéticos do cultivo, de
forma a obter velocidade maxima especifica de
crescimento de 0,0085 + 0,0005 h!, tempo de
geracdo de 82,06 + 4,94 h, produtividade maxima
com valor de 0,0021 + 0,0004 g/L.h ¢ 0,758 + 0,137
g/L de densidade celular maxima.

A partir da biomassa microalgal obtida do cultivo, foi
possivel extrair clorofila a, clorofila b e carotenoides
das células de Chlorella vulgaris. Comparando as
concentragdes obtidas, a maior extragdo, em todas
condigoes, foi de clorofila a, seguida de carotenoides
e clorofila b, respectivamente.

Ao avaliar os efeitos do bindmio tempo x
temperatura, concluiu-se que, para clorofila a, a nivel
de confianca de 95%, temperatura quadratica e tempo
linear foram significativos na extragdo, resultado
confirmado pelos p-valores encontrados.

A superficie de resposta referente a clorofila a
apresentou um abaulamento, de forma que o aumento
da temperatura promoveu maiores extragdes até que a
quantidade extraida comegou a reduzir com a
temperatura. Ja para o tempo, percebeu-se que quanto
maior o periodo de exposi¢do ao banho, mais
clorofila a foi extraida. Além disso, em virtude de
seu maior efeito, a temperatura teve mais influéncia
na extragdo que o tempo.

O comportamento estatistico para a clorofila b foi
similar ao tipo a desse pigmento, uma vez que
temperatura quadratica e tempo linear foram
significativos, sendo a primeira mais influente na
extragdo que o segundo, ao se adotar 95% de
confianga. Entretanto, também se obtive significancia
da temperatura linear. Em virtude disso, o
comportamento convexo para a clorofila 5 foi mais
suave que o da clorofila a.

Ja para a extragdo de carotenoides da microalga, foi
necessario reduzir a confianga para 90%, a fim de
encontrar um efeito significativo, o qual foi a
temperatura linear. Dessa maneira, o comportamento
da superficie de resposta apresentou-se de forma a
mostrar que o aumento de temperatura provoca
melhoria na extragcdo desse pigmento.

Os modelos aplicados mostraram que as maiores
concentragdes foram obtidas entre 50°C e¢ 80°C e
acima de 48 minutos para clorofila a; entre 55°C ¢
75°C e acima de 50 minutos para clorofila b ¢ acima
de 95°C em toda a faixa de tempo estudada para
carotenoides.
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