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The Genus Dunaliella: Biotechnology and Applications

Abstract: Microalgae are sources of distinguished metabolites, among which stands
out the carotenoids which are essential for photoprotection, pollination, as antioxidant
and also as precursors of volatile substances. Besides chlorophyll a and b, the genus
Dunaliella contains carotenoids of great significance, such as a-carotene, B-carotene,
violaxanthin, neoxanthin, lutein and zeaxanthin. Microalgae of the genus Dunaliella are
considered the best natural source of commercial B-carotene. In this review we discuss
the importance of these microalgae as a natural source of [-carotene, the
biotechnological aspects of cultivation for the production of pigments and some new
applications.
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Resumo

Microalgas tém sido importante fonte de diferentes metabdlitos, entre os quais se
destacam os carotenoides, que sdo essenciais na fotoprotecdo e na polinizacao,
possuem atividade antioxidante e sdo precursores de substancias volateis. Além das
clorofilas a e b, o género Dunaliella contém carotenoides de grande importancia, tais
como a-caroteno, B-caroteno, violaxantina, neoxantina, luteina e zeaxantina. As
microalgas do género Dunaliella sdao consideradas a melhor fonte natural B-caroteno.
Nesta revisdo, discutimos a importancia destas microalgas como fonte natural de -
caroteno, os aspectos biotecnolégicos de cultivo para a producdo de pigmentos e
algumas novas aplicacoes.
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Introdugao
Microalgas

As microalgas do género Dunaliella

o U ~wNR

Consideragoes Finais

=

. Introducgao

A crescente conscientizagao do
consumidor sobre os beneficios de alimentos
naturais vem favorecendo a industria que lida
com carotenoides, que movimentou em 2010
USS 1.2 bilhdes e deve alcangar USS 1.4
bilhdes em 2018. Seus dois principais
representantes sdo o B-caroteno e a luteina,
cujo consumo vem apresentando, nos
ultimos anos, uma taxa de crescimento em
torno de 3,5%. Sua produgdo é controlada
por conglomerados internacionais, onde
BASF e DSM detém 55% do mercado.”

A maior aplicagdo dos carotenoides no
mercado é na alimentag¢do animal, seguida do
uso como complemento alimentar devido as
suas propriedades antioxidantes, além de

Cultivo de Dunaliella para a produgao de B-caroteno

Carotenoides como precursores de compostos de aroma

serem precursores de vitamina A no
organismo. Também s3o empregados na
indUstria de cosméticos, farmacéutica e
como corantes naturais, e neste caso a
predominancia é do B-caroteno.

Os carotenoides sdo pigmentos naturais
da classe dos terpenos (tetraterpenoides com
40 atomos de carbono), que apresentam
coloragdo vermelha, amarela e laranja,
amplamente encontrados nas frutas, flores,
raizes, algas, invertebrados, peixes, aves,
bactérias, fungos e leveduras. Na natureza
seu papel esta associado a fotossintese,
como pigmentos acessorios a clorofila, a
polinizacao, protecdao dos tecidos devido as
suas propriedades antioxidantes e producao
de substancias volateis para a atracdo de
polinizadores e defesa da espécie.”

Os carotenoides também se destacam
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pela agdo na prevengdo e no tratamento do

envelhecimento celular, inflamacdes,
obesidade, doencgas cardiovasculares,
catarata e alguns tipos de cancer,

especialmente relacionados a sua acdo
antioxidante no combate aos radicais livres.>*

Os carotenoides constituem um dos mais
vastos grupos de pigmentos naturais, com
mais de 700 moléculas descritas. > Entre as
principais fontes de obtencdo de
carotenoides estdo a cenoura, o dleo de
palma e as microalgas do género Dunaliella,
tema deste artigo, embora apenas 2% da
producdao mundial de carotenoides seja de
fonte natural. Isto estd principalmente
relacionado ao alto custo do meio de cultivo
e ao reduzido aproveitamento de biomassa.
Quanto aos processos sintéticos, usa-se a -
ionona oriunda da industria petroquimica,
voltada especialmente para a producdo de
vitamina A, advinda da condensacdo com
acetona e butadieno. A substituicdo da matriz
dos combustiveis fésseis € uma necessidade,
o0 que da destaque ao papel das microalgas.’

Nas microalgas, os carotenoides tém acdo
como pigmentos acessorios, sendo
responsaveis pela absor¢do de energia na
regido azul do espectro, transferindo-a para a
clorofila a (pigmento fotossintetizante). Por
apresentarem funcdo antioxidante, também
podem ser produzidos em resposta ao
estresse, onde atuam como foto-protetores,
prevenindo a formagdao de espécies reativas
de oxigénio.® Nos ultimos anos, as microalgas
tém sido importantes fontes de substancias
naturais bioativas, pois diversos metabdlitos
por elas produzidos ja demonstraram
atividade bioldgica diversificada e, em
especial, beneficios a saude.?

Microalgas possuem versatilidade
metabdlica e capacidade de mitigacdo de
diéxido de carbono, o que tem despertado
interesse no desenvolvimento de tecnologias

limpas, permitindo a comercializacdo de
créditos de carbono e co-geragcdo de
produtos comerciais. Assim sendo, a

utilizacdo de meios de cultivo naturais e de
composicdo mais complexa passa a ser uma
alternativa interessante no cultivo industrial
de microalgas, associando o tratamento de

Vo

aguas residuais com sua producdo.’
2. Microalgas

As microalgas sdo micro-organismos
fotossintetizantes  procariéticos  (Divisdes
Cyanophyta e Prochlorophyta) ou

eucarioticos (DivisGes Chlorophyta,
Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta,

Cryptophyta e Dinophyta), que apresentam
estrutura simples, sdo unicelulares, embora
possam apresentar-se em forma multicelular,
possuem crescimento rapido e sdo capazes
de viver em condicdes adversas.® Desta
forma, possuem uma extensa diversidade de
espécies podendo ser encontradas em
diferentes habitats, como por exemplo nos
ecossistemas marinhos, dulcicolas e
terrestres. Estima-se que existam milhGes de
espécies de microalgas, e até o momento
cerca de 35.000 foram estudadas.®®

Dentre as caracteristicas que fazem das
microalgas organismos de grande
importancia, destaca-se a diversidade de
metabdlitos que produzem e a capacidade de
alterarem rapidamente seu metabolismo
como resposta as mudangas das condig¢Ges
ambientais. Como consequéncia, podem se
ajustar com facilidade através da aclimatagao
bioquimica e fisioldgica, ocasionando a
producdao de uma variedade de substancias,
muitas de alto valor comercial.® Como
exemplo estdo 0s acidos  graxos
poliinsaturados, carotenoides, ficobilinas,
polissacarideos, vitaminas e esterdis.”'®** A
producdo comercial de microalgas abastece a
industria de cosméticos, de suplementos
alimentares e movimenta o desenvolvimento
de produtos alimenticios naturais, conforme
descrito na Tabela 1, sendo considerada uma
area emergente e um campo promissor para
aplicagdo industrial.”®

As microalgas apresentam propriedades
tipicas de plantas superiores (fotossintese

aerdbica eficiente e simplicidade das
necessidades nutricionais) e  atributos
biotecnoldgicos de células microbianas
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(crescimento rdpido em meio de cultura e
secretar
metabdlitos de interesse). A biotecnologia de

capacidade de

acumular ou

microalgas tem se destacado nas Ultimas

décadas
consideravel na producdo de biocombustiveis
e de carotenoides."
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ganhando

uma relevancia

Tabela 1. Produtos comerciais obtidos a partir de microalgas. TA: tanques abertos; FBRs:
fotobiorreatores; F: fototréfico; H: heterotréficas. (Adaptado da ref. 16 com autorizacgdo.

Copyright©2013)
Microalga Produto Cultivo Tipo de cultivo Aplicacdo
Prototheca PRECILizoE
) . Vitamina C FBRs H farmacéuticos e
moriformis L
nutricionais
Produtos
farmacéuticos,
Odontella aurita Acidos graxos TA F cosmeéticos,
alimentos para
bebés
Produtos
Aphanizomenon | Vitaminas e acidos N
phaniz ! ! ! TA, FBRs F farmacéuticos e
flos-aquae graxos .
nutricionais
Produtos
Lyngbya Moduladores N
y.g 4 . ! TA, FBRs H farmacéuticos e
majuscule imunes L
nutricionais
Produtos
Porphyridium farmacéuti
T Polissacarideos FBRs F, H a éc‘eutlf:os,
cruentum nutricionais e
cosméticos
Ch/orel{a Blo.m,a.ssa e TA, FBRS, F H Sup?lemento
vulgaris lipidios alimentar
a-Tocoferol PTEEILES
Euglena gracilis o ! FBRs F, H farmacéuticos e
biotina s
nutricionais
Tocoferoi P
Chiorella gco erois, roqutgs
. biomassa e FBRs F,H farmacéuticos e
protothecoides s L
lipidios nutricionais
Produtos
Aphanizomenon Glicoproteinas, TA EBRs E farmacéuticos,
flosaquae vitaminas, lipidios ! nutricionais e
cosméticos
Isochrysis < o .
Y Acidos graxos TA, FBRs F,H Nutricao animal
galbana
Phaedactylum Acidos graxos e HEE VTS
. % . 'g' TA, FBRs F, H farmacéuticos e
tricornutum lipidios S
nutricionais
Tetraselmis Lipidios, acidos Produtos
. graxos TA, FBRs F, H farmacéuticos e
suecica . .
poliinsaturados nutricionais
N hl j . Produt
annochioropsls Lipidios TA, FBRs F, H rocutos
oculata farmacéuticos,
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cosméticos e
nutricionais
Shizochytrium Acido docosa- FIREEIIES
4 .. FBRs H farmacéuticos e
sp. hexaendico L
nutricionais
.. - Produtos
Crypthecodinium Acido docosa- a
.. .. FBRs H farmacéuticos e
cohnii hexaenodico L. .
nutricionais
- Produtos
. . . Acido o
Nitzchia laevis . .. FBRs H farmacéuticos e
eicosapentaendico .
nutricionais
5 Produtos
Monodus Acido n L.
. .. TA, FBRs F farmacéuticos e
subterraneus eicosapentaendico .
nutricionais
p Produtos
Chlorella Acido n L.
. . L. FBRs F,H farmacéuticos e
minutissima eicosapentaendico .
nutricionais
. - Produtos
Parietochlor Acido n L.
... g FBRs F farmacéuticos e
isincise araquidonico .
nutricionais
- L Suplemento
Spirulina Ficocianina e .
p ) . TA, FBRs F alimentar e
platensis biomassa "
cosméticos
. . Carotenoides, B- Suplemento
Dunaliella salina B TA, FBRs F,H p
caroteno alimentar
Suplemento
Haematococcus Carotenoides, alimentar e
. . . TA, FBRs F,H
pluvialis astaxantina produtos
farmacéuticos
Existem aproximadamente 60 tipos As microalgas tém amplo mercado,
diferentes de carotenoides que sdo principalmente para as indUstrias de

encontrados em microalgas, sendo que em
cada espécie é possivel encontrar entre 5 a
10 tipos. Diversas espécies (Figura 1) podem
acumular grandes concentragdes de diversos
carotenoides, como por exemplo, -caroteno
(Dunaliela salina), astaxantina
(Haematococcus  pluvialis) e ficocianina
(Spirulina sp).”

alimentos e ragdes e como aditivos, além de
serem uma matéria prima importante para as
indUstrias de cosméticos, conforme visto na
Tabela 1. Especificamente quanto aos
pigmentos presentes em microalgas, seus
aspectos gerais, aplicacdes e suas fontes de
obtencdo encontram-se apresentados na
Tabela 2.

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No.4| |1421-1440|




LVa

c)

b)

Tinoco, N. A. B. et al.

Figura 1. Microalgas capazes de acumular grandes quantidades de carotenoides de
interesse: a) Células de Dunaliella bardawil com aumento de 1000x (produgdo de B-caroteno);
b) Células de Haematococcus pluvialis com aumento de 400x (producdo de astaxantina) e c)
Células de Spirulina sp. com aumento de 400x (producdo de ficocianina) (Foto: Natdlia A. B.
Tinoco, Instituto Nacional de Tecnologia- Laboratdrio de Biotecnologia de Microalgas)

Tabela 2. Pigmentos presentes em microalgas e suas principais dreas de aplicacdo
(Adaptado da ref 18 com autorizagdo. Copyright©2014)

Microalgas de

Pigmen r igmen Aplicaga
igmento . Cor do pigmento plicagdo
Pro-vitamina A,
Dunaliella salina, D. antioxidante, aditivo
B-Caroteno bardawil, Amarelo alimentar E160a;
Botryococcus brauni coloragdo de gema
de ovo
Amarelado. cor de Aditivo alimentar
Bixina D. salina . E160b (corante);
péssego "
cosméticos
. ruri 0 e,
Violaxantina tertiolecta, Laranja P

Nannochloropsis sp

Australia e Nova
Zelandia); anticancer

Astaxantina

Haematococcus
pluvialis, B.s braunii

Avermelhado-salmao

Aditivo alimentar
E161j; antioxidante;
cultivo de salmao e
truta (cor e resposta

imune)

Fucoxantina

Brown algae

Castanho de oliva

Anti-adiposidade
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(Phaeophyceae)

Chlorella
protothecoides, C.
zofingiensis, B.

Aditivo alimentar
E161b; coloracao
amarela da gema de
ovo (aditivo),

. igmentac3o de
Luteina Chlorococcum Amarelo-laranja : g. 9. .
- . tecidos animais.
citriforme, D. salina, a L .
. . Farmacéutica: anti-
Muriellopsis sp., ~
. degeneragdo
Neospongiococcum L
; macular; Cosméticos:
gelatinosum ~
coloracao
Aditivo alimentar E
. . 161 h, racdo animal
B. braunii, D. salina, ¢ N
. . Farmacéutica:
Zeaxantina N. oculata, N. Laranja-amarelo

gladitana

anticancer do célon,
anti-degeneracao
macular

N. oculata, N.s salina,

Cantaxantina .
N. gladitana

Aditivo alimentar E
161 g, cultivo de
salmonideos e
frango, pilulas para
bronzeamento

Laranja dourado

Arthrospira, Spirulina

Corante alimentar
(bebidas, sorvetes,

Ficocianina . Azul-verde ("ciano") doces); cosméticos;
(cyanobacteria) L.
Técnicas de
imunofluorescéncia
. . Cyanobacteria, Técnicas de
Ficoeritrina y . Vermelho . .
Porphyridium imunofluorescéncia
. Farmacéutica e
. Todas as microalgas "
Clorofila a .\ c L Verde cosmética
fototroficas aerdbicas
(desodorante)

Apesar do enfoque principal sobre a
utilizacdo do cultivo de microalgas estar
voltado aos produtos bioquimicos produzidos
pelas mesmas, a utilizacgdo desses
microrganismos como fonte de combustivel
vem sendo foco de crescente pesquisa.
Devido a conscientizacdo ambiental, os
slogans sobre os beneficios da obtencdo de
biocombustiveis a partir de microalgas vem

se tornando usual, especialmente no
exterior.”®
Diversos estudos apontam que uma

variedade de combustiveis a base de
microalgas sdo tecnicamente vidveis, mas o

custo de produgao ainda é muito alto quando
comparado com os combustiveis fdsseis. O
desenvolvimento de fotobiorreatores
eficientes, a selecdo de cepas que possuem
um rapido crescimento e o aprimoramento
do cultivo compreendem alguns dos muitos
desafios importantes a serem superados.™

Outra aplicacdo que tem se destacado nos
ultimos anos e considerada uma boa opcdo
para o desenvolvimento biotecnolédgico e
comercial é a realizacdo do cultivo de
microalgas com  aguas residuais. O
tratamento dessas aguas com microalgas é
particularmente interessante devido ao baixo
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custo e a abundancia de nutrientes,
especialmente nitrogénio e fésforo, ao

mesmo tempo responsaveis pela
eutrofizacdo ambiental. O que se observa é a
incorporagdo  desses  nutrientes  pelas
microalgas, removendo-os da agua,

concomitante a producdo de biomassa, que
pode ter diversas aplicagdes comerciais.
Espécies como Dunaliella e Chlorella ja sao
utilizadas para o tratamento de 4dguas
residuais e producdo de biomassa para uso
comercial ***

A producdo de bioprodutos de interesse
comercial e a conscientizagdo para as
questdes ambientais e de energia fazem com
gue as microalgas sejam cada vez mais
estudadas, promovendo um avanco

Tinoco, N. A. B. et al.

significativo nas tecnologias de cultivo e
otimizacdo da producdo e aplicacdo desses
microrganismos.

3. As microalgas do género
Dunaliella

Pertencentes ao filo Chlorophyta, as
espécies do género Dunaliella  sdo
eucaridticas, fotossintéticas, unicelulares,
biflageladas e com flagelos do tamanho
aproximado ao da célula; sdo desprovidas de
parede celular rigida e possuem um tipo de
glicocalix que envolve a célula (Figura 2).%

»

9 04— Flagelos

Figura 2. Células de Dunaliella salina com aumento de 1000x (Foto: Natalia A. B. Tinoco,
Instituto Nacional de Tecnologia- Laboratério de Biotecnologia de Microalgas)

Sua reprodugdo pode ocorrer por divisdao
longitudinal das células méveis ou por fusdo
de duas células modveis para formar um
zigoto. *> De acordo com os dados da
Algaebase, disponiveis até novembro de
2014, hd 28 espécies de Dunaliella
identificadas. (Tabela 3).

Como sdo capazes de crescer em meios
com ampla faixa de concentragdo salina, de
0-5% de saturacdo, os habitats naturais de
Dunaliella incluem oceanos, lagos de agua
salgada e salinas. * Assim, s3o responsaveis
pela maior parte da producdo primaria (ou
formacdo de substancias organicas ricas em
energia a partir de material inorganico) em
ambientes hipersalinos de todo o mundo.?
Elas sdo capazes de sobreviver também em

condi¢des extremas de temperatura (entre 5°
a 40°C).”

O formato da célula de Dunaliella varia
conforme a salinidade, devido a auséncia de
parede celular, o que favorece o acimulo dos
metabdlitos. Sua sobrevivéncia aos choques
hiperosmoticos é resultante do mecanismo
de osmorregulagdo, onde ha producdo de
glicerol. Em situagdes de choque hipo-
osmotico, o glicerol presente na célula é
eliminado. Desta forma, a quantidade de
glicerol intracelular e carotenoides é
proporcional a concentragdo de sal no meio
extracelular. *°

As espécies mais relatadas deste género
sdao aquelas capazes de acumular grande
guantidade de B-caroteno nos cloroplastos,
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principalmente D. bardawil e D. salina.”
Embora a produgdo de carotenoides seja a
maior aplicacdo para Dunaliella, outros usos

Vo

tém sido propostos para as espécies deste
género conforme pode ser observado na
Tabela 4,

Tabela 3. Espécies de microalgas que constituem o género Dunaliella®

Espécie

Sindnimo taxonémico

D.acidophila (Kalina) Massyuk

D. assymetica Massyuk

D. baasbeckingii Massyuk

D. bardawil Ben-Amotz & Avron

D. salina (Dunal) Teodoresco

D. bioculata Bucher

D. carpatica Masyuk

D. cordata Pascher & Jahoda

Papenfussiomonas cordata (Pascher & Jahoda)
Desikachary

D. euchlora Lerche

D. viridis Teodoresco

D. gracilis Massyuk

D. granulata Massyuk

D. lateralis Pascher & Jahoda

D. maritima Massyuk

D. media Lerche

D. minuta W. Lerche

D. parva W.Lerche

D. peircei Nicolai & Baas-Becking

D. polymorpha Butcher

D. primolecta Butcher

D. pseudosalina Massyuk & Radchenko

D. quartolecta Butcher

D. ruineniana Massyuk

D. salina (Dunal) Teodoresco

D. terricola Massyuk

D. tertiolecta Butcher

D. turcomanica Massyuk

D. viridis var. palmelloides Massyuk

D. viridis Teodoresco

D. viridis f. euchlora (Lerche) Massyuk

D. viridis Teodoresco

Tabela 4. Usos gerais de espécies de Dunaliella

Espécie Aplicacdo proposta Referéncia
D. salina Produgao de biocombustivel 27
Terapia anticancer 28
Terapia antioxidante 29
Produgdo de acidos graxos 30
Tratamento de aguas residuais 31
D. salina e D. bardawil Remocao de metais pesados 32
D. tertiolecta, D. viridis e D.parva Producao de glicerol 33-35
D. tertiolecta Indicador ecolégico 36
Fonte de vitaminas 37
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4. Cultivo de Dunaliella para a
producgao de B-caroteno

Em condicGes favordveis de crescimento,

as microalgas Dunaliella  apresentam
ETJ\WM&\Q
a-Caroteno
OH
[+]
X X X X X X X A X
o
HO
Violaxantina
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coloragdo verde, pois possuem apenas o0s
pigmentos necessdrios para a fotossintese,
em concentracdo ndo muito elevada. ** Além
das clorofilas a e b, as microalgas Dunaliella
contém valiosos carotenoides tais como a-
caroteno, [-caroteno, violaxantina,
zeaxantina e luteina (Figura 3).*

A i VA Vi Vi W g

B-Caroteno

OH
A g A g i Vg i g
HO

Zeaxantina

OH

A Y T Vi VA Vi " Vg g

HO

Luteina

Figura 3. Principais carotenoides encontrados nas espécies do género Dunaliella

A capacidade de acumulagdo de f-
caroteno em Dunaliella é induzida por
diversos fatores de estresse no cultivo, tais
como alta intensidade de luz, alta
concentracdo salina, baixa temperatura ou
cultivo com deficiéncia de nitrato, conforme
demonstrado na Figura 4.* Nestas condicdes,
os cultivos de D. bardawil e D. salina
apresentam predominantemente a coloragdo

laranja devido a grande quantidade de pB-
caroteno produzido. Um exemplo pratico de
carotenogénese pode ser observado na
Figura 5, desenvolvido em nosso laboratério
do Instituto Nacional de Tecnologia, INT-RJ.
Cabe ressaltar que, sob condi¢gdes de
estresse, o numero de células por unidade de
volume de cultura é reduzido, pois estes
fatores afetam a viabilidade celular.”*
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Estresse salino

v

Estresse porluz | P Sinal <« | Deficiéncia de nitrogénio

v

Transducdo do sinal intracelular

v

Ativacdo dos genes da via de biossintese dos carotenoides

\ 4

5uper acumulaggo do B--rﬁtem

(= carotenogénese)
Célula verde # Célula Iaranja

Figura 4. Resumo da carotenegénese em Dunaliella. Adaptada da ref 25 com autorizacao.
(Fotos: Natdlia A. B. Tinoco)

a) b)

Figura 5. D. bardawil cultivada em condi¢bes de carotenogénese no Instituto Nacional de
Tecnologia (INT). a) Cultivo realizado em mesa agitadora com 300 mL de cultivo; b) Cultivo
realizado em estantes com 1,5 L de cultivo; c) Células de D. bardawil com aumento de 1000x;
d) Filtro de fibra de vidro com biomassa de D. bardawil; e) Culturas de D. bardawil sob
diferentes intensidades de luz (Fotos: Natdlia A. B. Tinoco)
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Um fluxograma dos aspectos gerais do
cultivo comercial de Dunaliella para a
producdo de B-caroteno e outros produtos,
realizado em diferentes sistemas, pode ser
observado na Figura 6. O cultivo em tanques
abertos é o mais comum para a producdo de

Cultivo em tanques
_’ abertos:
Extensivo / Intensivo
v
Biomassa rica em
carotenoides +
v
Colheita por:
Recuperagdo do - Centrifugagdo,
meio de cultivo ‘_ - Floculagdo, seguida de
em lagoas de centrifugacio,
maturagdo - Filtragdo com terra de
* diatomaceas
A\
Processamento Lavagem da pasta
para obtencdo de =
fertilizante liquido el

Produtos finais:

-1,5-30% de solugdo de bleo;

- Capsulas de gel com 4% B-caroteno;

- Emulsdo com 2% B-caroteno;

- Emulsdo dispersivel em agua de B-caroteno em po;
- Mix de carotendides;

- 9-cis-B-caroteno com alta pureza.

P
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biomassa de Dunaliella (Figura 7). *° As
instalacbes para a produgdo de Dunaliella
devem estar localizadas em dreas onde a
radiacdo solar é maxima, a nebulosidade é
minima, o «clima é quente e haja
disponibilidade de agua hipersalina.**

Cultivo em sistemas
fechados

A4 v

Fotobiorreatores
industriais tradicionais

Fotobioreatores
de duas fases
(Fase agquosa)

+

| Embalagem em cdpsulas |

7'\

PG de Dunaliella

A

Desidratagdo por:
- Spray drying,
- Secagem em tambor,
- Liofilizagdo
- Fluido de secagem em leito

v

Extragdo de carotenoides por:
- Solventes orgdnicos,

- Oleo comestivel,

- Fluido pressurizado "

(Fase orgdnica)

Extragdo seletiva com solventes
organicos biocompativeis ‘

Figura 6. Fluxograma dos processos de cultivo e pds-cultivo de D. salina em diferentes
sistemas (adaptado da ref 39 com autorizagdo. Copyright © 2014 Copyright Clearance Center,
Inc.)

Figura 7: Cultivo de D. salina com 250 ha de area, em Eilat, Israel (Cortesia. Ami Ben-Amotz)
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Existem dois tipos principais de sistemas
em tanques abertos: os que compreendem
os sistemas de forma extensiva, onde ha
controle dos fatores que influenciam o
crescimento e a composicdo celular através
do emprego da biotecnologia; e os sistemas
de forma intensiva, onde ha controle minimo
das condi¢cbes de cultivo, empregando alta
concentracao salina no meio de cultivo como
forma de evitar predadores naturais da
microalga e, como consequéncia, o
crescimento da microalga é mais lento.***

As empresas Western Biotechnology e
Betateno (hoje conhecida como Cognis
Nutrition and Health), localizadas na
Australia, foram as primeiras empresas a
iniciar, em 1986, o cultivo de D. salina em
maior escala visando a producdo de pB-
caroteno, pelo modo extensivo. Isto permitiu
gue a producdao comercial de D. salina se
tornasse a terceira maior industria no ramo
de producgdo de biomassa de microalgas. *
De acordo com o relatério elaborado pela

Vo

BCC Research “FOD025C - O mercado
mundial de carotenoides”, publicado em
2011, o [P-caroteno ¢é considerado o
carotenoide de maior relevancia no mercado,
estimado em cerca de USS 250 milhdes em
2007 e USS 261 milhdes em 2010, com
estimativa para alcancar USS 334 milhdes em
2018 numa taxa de crescimento anual de
3,1%.% Segundo SPOLAORE (2006), o preco
do PB-caroteno produzido a partir de
Dunaliella apresenta varia¢gdo de USS 300 a
3000 por quilo, de acordo com a pureza.*

Conforme pode ser observado na Tabela
5, as espécies de D. salina podem produzir
até 21 mg g" de B-caroteno , enquanto que
na cenoura encontra-se apenas 0,058 mg g"l.
O B-caroteno produzido por Dunaliella tem
tido uma demanda crescente, com uma
grande variedade de aplicacdes no mercado,
tais como corante nos alimentos
industrializados, componente em produtos
farmacéuticos e cosméticos e em alimentos
da industria dietética.**

Tabela 5. Teor de metabdlitos em matrizes fornecedoras de carotenoides®

D. salina Spirulina Cenoura
(mgg?) (mgg?) (mgg?)
Proteina 74 570 10
Acidos graxos 70 80 0
Carboidratos 297 240 100
B-Caroteno 11-21 0,00342 0,058
a-Caroteno 0,531 0 0,028
Luteina e zeaxantina 0,543-0,976 0 0,002
Criptoxantina 0,234-0,465 0 0,001
Clorofila 22,1 10 0

5. Carotenoides como precursores
de compostos de aroma

Além dos efeitos benéficos dos
carotenoides para a saude e sua utilizagdo

como pigmentos, os carotenoides servem de
base para a producdao de aromatizantes. Os
principais constituintes volateis produzidos a
partir de carotenoides estdao representados
na Tabela 6, com seu respectivo odor.
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Tabela 6. Compostos volateis originados a partir de carotenoides

Nome Estrutura Odor %
CI
Safranal Doce, erva
B-Ciclocitral Hortela

10

i i j HO
Diidroactinodiolida -
0

B-lonona

a-lonona

4-Oxo-B-ionona
5,6-Epoxi-B-ionona
B-Damascenona
3-Oxo-a-ionol

B-Damascona

Doce, floral, tabaco

Rosa

Algas marinhas, violeta, flor, framboesa

Madeira, violeta

Madeira

Frutado, doce, Madeira

Maga, rosa, mel

Especiarias

Maga

Por apresentarem duplas ligagGes
altamente conjugadas em sua estrutura, os
carotenoides sofrem reagdes diversas via
agentes externos como temperatura, luz,
oxigénio e alteracdo na acidez, ou por via
enzimatica/microbiana, gerando varios
compostos, alguns dos quais possuem aroma
intenso que podem ser detectados em

concentragdes bastante reduzidas (Tabela 6).
Estes produtos de degradagdo, conhecidos
como norisoprenoides, mantém o grupo
terminal do composto de origem, e sdo
preferencialmente compostos carbonilados
com 9, 10, 11 e 13 atomos de carbono
(norisoprenoide C-9, C-10, C-11 e C-13)
(Figura 8)."®
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Vo

Ci3

Figura 8. Formagdo dos norisopronoides Cq (p. ex. 2,2,6-trimetil-ciclo-hexanona), C,o (p. ex. B-
ciclocitral), Cy; (p. ex. diidroactinodiolida) e Cy3 (p. ex. B-ionona), a partir do B-caroteno

Damasconas e iononas sdo bastante
difundidas na indudstria de aromas e
fragrancias. *° Por apresentarem baixo limite
de percepcdo (threshold), como 0,007 e
0,009 pg L' em é&gua para B-ionona e B-

damascenona, respectivamente, sdo
compostos de aroma altamente potentes, o
que os torna importantes aditivos na

indUstria alimenticia, contribuindo para os
atributos florais e frutados em vinhos, chas,
tabacos e uvas.”>** No ambiente natural, os
norisoprenoides parecem ter a¢ao fungicida,
afastam herbivoros e atraem agentes
polinizadores.”® Mas a obtengio de
compostos de aroma através da extragao de
plantas é um processo de baixo rendimento,
e sua principal fonte é sintética.”***

A degradacdo dos carotenoides presentes
na madeira do carvalho (Quercus petraea)
utilizada na elaboragdo de barris para vinho
foi investigada, e diferentes fatores de
degradacdo de carotenoides, como luz,
temperatura e oxidacdo promovida pelo
cobre, utilizando como matriz apenas o B-
caroteno, foram avaliados.*® Foram
encontrados quatorze compostos de aromas
na madeira de Q. petraea, como: 7-oxo-
diidroteaspirano; megastigmatrienona;
diidroactinodiolida; megastigma-4,7,9-trien-
3-ona; 4-oxo-B-ionona; 3-hidroxi-B-
damascona; 3-oxo-7,8-diidro-a-ionol; 3-oxo-
a-ionol;  4-oxo-B-ionol;  diidro-B-ionona;

diidro-3-oxo-B-ionol; 2-hidroxi-B-ionona;
blumenol C e blumenol A. A grande maioria
dos norisoprenoides encontrados nesse
estudo é Cy3, e contribuem para as diferentes
nuances olfativas e de sabor presentes nos
vinhos. Apdés 30 min de exposicdo a luz
ambiente, a concentracdo do B-caroteno foi
reduzida a metade. Sob o efeito da
temperatura (temperatura ambiente, 40 e 70
°C), foi observado que a temperatura
ambiente e no escuro, a degradacdo do B-
caroteno ocorre lentamente. Ao elevar a
temperatura, ha um aumento na degradagao
do B-caroteno. Apds 20 minutos a 70 °C foi
observada a degradagdo instantanea do B-
caroteno. A oxidagdo promovida pelo cobre
(0 °C e no escuro) se mostrou mais eficiente
do que o emprego da luz, uma vez que apds
120 minutos de exposi¢dao a concentragao do
B-caroteno encontrou-se préxima de zero.

Uenojo e cols (2010) avaliaram a
formacdo de compostos de aromas através
da biotransformacdo do PB-caroteno. A
selecdo das linhagens foi realizada através do
método de placa, e das 300 linhagens
investigadas, cerca de 80 apresentaram
capacidade de producdo de aromas, e sete
cepas apresentaram aromas com descritores
e intensidade de interesse. A B-ionona foi o
principal produto obtido da degradacdo de B-
caroteno, encontrado em maior
concentragdo nas linhagens CS1 (34,0 mg L)
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e CF9 (42,4 mg L") em 72 e 24 horas de
fermentacdo; B-damascona e pseudoionona
foram encontrados em baixa concentracgao, e
o 1,1,6-trimetil-1,2,3,4-tetraidronaftaleno
(TTN) foi apenas identificado e nao
quantificado.”’

Bechoff e cols (2010) avaliaram os efeitos
da temperatura de armazenamento (10; 20;
30; 40 °C), atividade de &agua (0,13; 0,30;
0,51; 0,76) e nivel de oxigénio (0; 2,5; 10;
21%) na degradacdo de carotenoides e sua
relacdio com a formacdo de compostos
volateis durante o armazenamento de batata
chips secas. B-lonona, 5,6-epoxi-B-ionona,
diidroactinodiolida e B-ciclocitral foram
identificados neste estudo. A formacdo de
norisoprenoides durante o armazenamento
de batatas fritas secas oriundas da batata
doce de polpa alaranjada foi correlacionada
com a degradacdo do B-caroteno, presente
nesta matriz. A degradacdo do B-caroteno
mostrou-se diretamente proporcional a
formacdo dos norisoprenoides. A 40 °C e em
amostras armazenadas sob ar, menor é a
atividade de agua e mais rdpida ocorre a
degradacdo B-caroteno. A alta atividade de
agua preservou o B-caroteno e foi registrada
a menor concentragcdo de norisoprenoides,
de maneira similar ao observado com baixo
nivel de oxigénio nas amostras.”®

Ningrum e Schreiner (2014) estudaram a
clivagem do B-caroteno e B-apo-8'-carotenal
através de enzimas isoladas das folhas de
Pandan wangi ou pandano, um importante
flavorizante da cozinha do sudeste asiatico
(Pandanous amryllifolius). Foi avaliada a
dependéncia da atividade enzimatica com a
temperatura e o pH. A temperatura 6tima
para a a¢do das enzimas foide 70 °Ce pH 6. A
B-ionona foi identificada como o principal
composto voldtil na incubacdo dos dois
substratos avaliados (B-caroteno e B-apo-8'-
carotenal). As enzimas utilizadas nesse
estudo foram escolhidas devido a sua

potencial aplicacao na biocatalise,
principalmente na industria de aromas
naturais.”

Evidéncias preliminares de que espécies
de Dunaliella podem ser de utilidade no

Tinoco, N. A. B. et al.

processo biotecnoldgico de producdo de
aromas foram obtidas por Donadio e cols
(2010), ao estudar os compostos volateis do
sal marinho conhecido como “fleur de sel”,
das salinas solares de Saint-Armel (Bretanha,
Franca), uma especiaria valiosa na culindria
internacional. Além da cor deste sal,
intimamente correlacionada com a
concentracdo de Dunaliella no meio salino,
foi sugerido que seu aroma estivesse
correlacionado a concentracdo e ao numero
de norisoprenoides detectados, derivados de
carotenoides.®

Herrero e cols (2006), por sua vez,
avaliaram a composicdo quimica e atividade
antimicrobiana do extrato pressurizado de D.
salina, onde norisoprenoides como a-ionona,
B-ionona, PB-ciclocitral, neofitadieno e fitol
foram observados.® A atividade
antimicrobiana do extrato foi associada a
presenca desses compostos, pois é sabido
gue alguns norisoprenoides, como a B-
ionona, inibem a cadeia respiratdria
impedindo o consumo microbiano de
oxigénio.”

6. Consideragoes Finais

As diferentes
Dunaliella  tém

espécies do género
amplo emprego na
biotecnologia, como produgao de
biocombustiveis, tratamento de d4guas
residuais, remogdo de metais pesados,
produgao de glicerol e acidos graxos, fonte de
vitaminas, indicadores ecoldgicos, produgao
de carotenoides e de aromas. Focar sua
produtividade em biocombustiveis é apenas
uma parcela de seu amplo potencial
econdémico. Estudos avancados devem ser
realizados, especialmente em nosso pais,
devido a abundancia de nossas aguas salinas,
visando aprimorar seu cultivo e os processos
de pods-cultivo em escala comercial,
ampliando o emprego da biomassa de
microalgas para aplicacdes mais nobres e de
menor impacto ambiental.
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