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PROPPI / DOT

HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS: REVISAO

RESUMO

O cultivo de microalgas apresenta um grande potencial biotecnolégico, principalmente
para a produgdo de substancias bioativas naturais, as quais podem ser empregadas na
industria farmacéuticas e especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais,
gragas as suas propriedades nutricionais. Entre as microalgas comercialmente importan-
tes, a Haematococcus pluvialis é considerada a principal fonte produtora de astaxantina
natural, um carotendide de alta agdo antioxidante e com amplas aplicages nas industrias
de nutracéuticos, cosméticos, alimenticios e aquicola. Esta revisdo teve como objetivo
abranger os aspectos mais importantes da biologia, composi¢do bioquimica, biossintese
e acumulo de astaxantina nas células de H. pluvialis, além de sua ampla aplicagdo para
humanos e animais. A metodologia utilizada neste trabalho foi uma revisdo sistematica
da literatura, apresentando as lacunas e oportunidades de pesquisa. Esse trabalho pro-
porcionou uma visdo mais ampla sobre as tecnologias e metodologias utilizadas para pro-
dugdo da H. pluvialis, proporcionando um norte aos futuros trabalhos a serem realizados.
Durante o levantamento bibliografico, observou-se que informagdes referentes ao cultivo
de H. pluvialis, visando a producdo de astaxantina, ainda é muito incipiente no Brasil,
com resultados observados apenas em escala laboratorial, dificultando o entendimento
real dos custos de implantagdo para uma possivel produgdo comercial. Esse trabalho deu
inicio a uma pesquisa maior e servird como base para o exercicio de futuras atividades,
principalmente para dirimir dividas que possam vir a existir.

Palavras-chave: astaxantina; carotendides; nutracéuticos; antioxidante; aquicultura.
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1. INTRODUCAO

As microalgas podem ser definidas como organismos uni-
celulares de crescimento rapido que apresentam clorofila-a,
além de outros pigmentos fotossintéticos, cuja principal fun-
¢do é a manutencgado, desenvolvimento e reproducao celular
por meio da fixagdo do carbono, aumentando assim a sua
biomassa. As microalgas respondem por aproximadamente
60% da producdo primaria do planeta, e quando cultivadas,
alguns fatores devem ser levados em consideragdo, dentre
eles estdo os nutrientes (carbono e sais), luz (tipo e intensi-
dade), pH e temperatura (Santos, 2015).

Nos ultimos anos, houve um aumento no interesse em
realizar estudos sobre a producdo de microalgas. Isso se
deve pela importancia destes microrganismos nas diversas
cadeias troficas, bem como na possibilidade do seu uso em
areas como a saude humana e animal, nutricdo, meio am-
biente, producdo de energia e na obteng¢do de compostos
de interesse das industrias, alimenticia, quimica e farmacéu-
tica, dentre outras (Bruno, 2001; Derner et al., 2006; Grob-
belaar, 2004; Richmond, 2004).

Alguns paises como a China, Israel, EUA, dentre outros,
ja produzem microalgas em escala comercial. Dentre as va-
rias espécies que sdo cultivadas, pode-se destacar a Chlo-
rella Beyerinck (Chlorophyceae) e Arthrospira Stizenberger,
(Cyanophyceae) para a adicdo em alimentos naturais, e a
Dunaliella salina Teodoresco (Chlorophyceae) e Haemato-
coccus pluvialis Flotow (Chlorophyceae), para a obtengao de
carotendides, como o betacaroteno e a astaxantina (Becker,
2007; Derner et al., 2006).

Neste trabalho, o objetivo principal foi realizar um le-
vantamento bibliografico que mostrasse as principais
metodologias e tecnologias utilizadas na produgao da mi-
croalga Haematococcus pluvialis, visando a obtengdo de
astaxantina.

Haematococcus pluvialis

A microalga Haematococcus pluvialis pertence ao reino
Plantae, Filo Chlorophyta, Classe Chlorophyceae, Ordem
Chlamydomonadales, Familia Haematococcaceae e géne-
ro Haematococcus (Algaebase, 2020). A microalga Haema-
tococcus lacustres também é considerado um sinGnimo
taxonOmico de Haematococcus pluvialis. Atualmente, sdo
conhecidas 16 espécies dentro deste género e as primei-
ras observagdes do género Haematococcus datam de 1797,
efetuadas por Girod-Chantrans, tendo a primeira descri¢do
de Haematococcus pluvialis realizada por Flotow, em 1844
(Lorenz, 1999).

A primeira descricdo mais detalhada sobre o ciclo de vida
da H. pluvialis foi publicada por Hazen, em 1899, no boletim
do Torrey Botanical Club. Nesta descri¢do, foi notado que a
microalga se encontrava, frequentemente, com uma colo-
racao avermelhada. Assim, comegou a descrever o ciclo de
vida como se em sua primeira fase, a H. pluvialis, existisse
em estado de cisto, na qual as células apresentariam uma
coloragdo avermelhada e, respectivamente, um estado mo-
vel, com células apresentando uma coloragao verde e flage-
los, seguindo-se novamente um estado de cisto com colo-
ragcdo vermelha. Hazen ndo identificou a natureza quimica
deste corante avermelhado, assim denominou a substancia
de hematocromio. Atualmente, sabe-se que se trata do ca-
rotendide astaxantina (Martins, 2014).

A microalga Haematococcus pluvialis é unicelular movel,
biflagelada e uninucleada. As suas células apresentam uma
forma ovoide, elipsoide ou elipséidecilindrica (Algaebase,
2020). Durante o seu crescimento, tanto pode apresentar
formas mdveis como imdveis. Quando se apresenta movel,
as células ovoides podem alcangar 8 a 50 um de diametro
(Boussiba, 2000; Martins, 2014), apresentam um protoplas-
ma muito afastado da parede celular, sendo esta relativa-
mente fina e separada do plasmalema por um espago muci-
laginoso atravessado por fios protoplasmaticos finos (Hoek
et al., 1995) (Figura 1).

Figura 1. microalga Haematococcus pluvialis (Flotow).
Fonte: O proéprio autor.

Quando em sua forma imovel, denominada de cisto,
possui uma parede mais espessa, existindo um pequeno
espaco periplasmatico limitado internamente por um plas-
malema bastante sinuoso. As caracteristicas estruturais do
protoplasma sdo semelhantes as das células mdveis, com
excecdo dos flagelos que estdo ausentes, no entanto, ndo
se observam estigma nem vacuolos contracteis (Figura 2)
(Martins, 2014).



Figura 2. Haematococcus pluvialis (Flotow) em forma de cistos
verdes.
Fonte: Elaborado a partir de Martins (2014).

A Haematococcus pluvialis se reproduz de maneira asse-
xuada, com a formagdo de zodsporos biflagelados, cistos ou
aplandsporos e também se reproduz sexuadamente por iso-
gamia. Em condig¢Oes de estresse, como escassez de nutrien-
tes, elevada radiacdo, salino, entre outros tipos, a forma ve-
getativa movel transforma-se num imdvel mais resistente,
denominada de cisto (Martins, 2014). Nesta forma, suas cé-
lulas sdo facilmente visiveis devido a coloragao avermelhada
que adotam. Esta coloragdo deve-se ao acumulo do pigmen-
to carotendide astaxantina (Hoek et al., 1995).

Durante o ciclo de vida, ocorre um crescimento das cé-
lulas vegetativas flageladas, e elas predominam desde que
existam quantidades de nutrientes suficientes (Kobayashi
et al., 1997b; Martins, 2014). Quando as condi¢des ambien-
tais se tornam desfavoraveis, 0s cistos sdo vistos com mais
frequéncia (Lorenz, 1999). Kobayashi et al. (1997a, 1997b),
estudaram o ciclo de vida de H. pluvialis ao longo de duas
semanas e investigaram os mecanismos das alteragdes mor-
folégicas, dividindo o ciclo de vida em quatro fases: 1- cres-
cimento das células vegetativas; 2- encistamento; 3- matu-
ragdo; 4- germinacdo (Figura 3).

Célula vegetativa
FASE 4

Germinaga% é

resamento das
células vegetativa

Cisto 66
maduro
FASE 2
FASE 3 Inicio da
Maturagdo . formac@o dos
cistos

Cisto imaturo
Figura 3. Esquema evidenciando as principais fases do ciclo de
vida da Haematococcus pluvialis (Flotow). Fonte: Elaborado a
partir de Martins (2014)
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Na fase 1, inicialmente, ocorre o crescimento das células
vegetativas, que esta ligado diretamente a fatores ambien-
tais como nutrientes, temperatura, luz, humidade, dentre
outros. Na fase 2, as células vegetativas apresentam forma-
to elipsoidal e aumentam em numero, além de movimen-
tarem-se ativamente devido aos dois flagelos (Kobayashi et
al., 1997b).

Na fase 3, as células tornaram-se cistos esféricos imoveis,
designando-se esta fase de encistamento. Nesta fase, o cisto
encontrava-se imaturo, ocorrendo uma série de alteragdes
fisicas e ao nivel do contetdo intracelular (Kobayashi et al.,
1997b). O volume das células cresceu drasticamente e entra-
ram em uma fase de inatividade, na qual a célula fica envol-
vida por uma parede de celulose muito resistente, composta
por substancias tais como a esporopolenina. O protoplasto
apresentou uma cor avermelhada devido ao amplo acumu-
lo de astaxantina (Boussiba, 2000). A biossintese de carote-
noides nos cistos torna-se bastante significativa, ocorrendo
assim a fase de maturagdo, em que o cisto imaturo se torna
maduro (Martins, 2014).

Quando o meio de cultivo se torna livre de agentes es-
tressores, verifica-se o reaparecimento de células moaveis,
sendo esta quarta fase denominada de germinac¢do (Mar-
tins, 2014).

Vale ressaltar que durante o ciclo de vida, as células ve-
getativas tém elevados percentual de clorofila e proteina, e
baixos niveis de carotendides. Durante o encistamento ocorre
diminuicdo de clorofila e proteinas e 0 aumento da biossinte-
se de carotendides. A germinagdo coincide com a sintese de
clorofila, proteinas e degradagdo de carotendides (Martins,
2014). Devido ao crescente interesse na produgdo da astaxan-
tina natural, torna-se muito importante o conhecimento do
ciclo de vida da H. pluvialis (Kobayashi et al., 1997b).

O habitat natural caracteristico da H. pluvialis é quase
sempre limitado a pequenas piscinas temporarias, tais como
cavidades rochosas periodicamente preenchidas com 4gua
da chuva, bacias de concreto e banhos de passaros. Estes
locais estdo propicios a flutuagGes rapidas e extremas de pa-
rametros fisicos, como intensidade luminosa, temperatura e
concentragao de sais, ou condigdes limitantes para qualquer
forma de vida. (Burchardt et al., 2006). Ocasionalmente, a
H. pluvialis surge também em grande quantidade em rios ou
as margens de lagos, quando expostos a condigdes extremas
(Canter-Lund; Lund, 1995).

2. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DA
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

As tendéncias relacionadas ao consumo de alimentos natu-
rais para melhorar a saide humana estdao mudando e o interes-
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se por esses produtos alimentares estdo aumentando. Portan-
to, aindustria de alimentos estd desenvolvendo novos produtos
alimenticios enriquecidos com ingredientes funcionais que po-
dem fornecer beneficios a saude, além dos nutrientes tradicio-
nais (Yao et al., 2020). Dessa forma, as microalgas podem ser
de grande relevancia, visto que sdo uma fonte importante de
nutrientes funcionais com varias aplicagdes biotecnoldgicas em
potencial comprovadas (Michalak; Chojnacka, 2015).

Diversos trabalhos constataram que as microalgas con-
tém varios compostos bioativos que apresentam alto valor
agregado no mercado com aplicagdes importantes, princi-
palmente, nas industrias de alimentos, cosméticos, farma-
céutica e biocombustivel (Amaro et al., 2011; Gouveia et
al., 2008). Esses compostos bioativos sdo reconhecidos por
prevenir uma variedade de doengas e manter boa saude em
humanos (Plaza et al., 2008; Rao; Rao, 2007).

Destes compostos bioativos, os carotendides sdo a classe
mais extensa de pigmentos sintetizados por microalgas.
Cerca de 30 deles desempenham um papel direto na
captacdo de luz e na transferéncia de energia durante a
fotossintese (Varela et al., 2015), enquanto outros estdo
envolvidos no mecanismo de defesa contra alguns radicais
livres que causam danos foto-oxidativos (LI et al., 2009). En-
tre a variedade de espécies de microalgas, a Haematococcus
pluvialis é amplamente conhecida por ser a melhor na sinte-
se de astaxantina, atingindo de 3 a 5% do pigmento natural
por peso seco (Saini; Keum, 2018).

Ruiz-Dominguez et al. (2019), em estudo realizado com a
H. pluvialis, mostrou que de todos os carotendides encontra-
dos, a astaxantina total (considerada a soma dos ésteres livres
de astaxantina e astaxantina) apresentou a maior concentra-
¢do seguido de B-caroteno, cantaxantina e luteina (Figura 4).
1% 2%
6% 1%

84%

B Astaxantina livre M Luteina
Cantaxantina Astaxantina total

m B-Caroteno Outros

Figura 4. Concentragdo (%) de carotendides individuais e totais
extraidos da microalga Haematococcus pluvialis. Fonte: Elaborado
a partir de Ruiz-Dominguez et al. (2019).

A astaxantina é um carotendide pertencente a subclasse
das xantofilas, abundante em animais marinhos, tais como
peixes, crustaceos, algas e o plancton (Hussein et al., 2006).
E o principal carotendide encontrado nos salmdes selvagens,
conferindo sua cor vermelha escura Unica (Higuera-Ciapara
et al., 2006; Sébert et al., 2010). A astaxantina produzida a
partir de H. pluvialis é uma fonte natural primaria de asta-
xantina para consumo humano (Gong et al., 2020; Fassett;
Coombes, 2011; Sarada et al.,2002).

A astaxantina contém 40 dtomos de carbono, a qual é ca-
racterizada pela presenca de oxigénio em sua estrutura mo-
lecular. E estruturalmente similar ao B-caroteno e a outras
xantofilas, como a luteina, cataxantina e zeaxantina, que tém
em comum uma longa cadeia hidrocarbonada, com ligagdes
duplas conjugadas (cadeia poliénica), contendo um anel de
carbono em cada uma das extremidades. Difere dos outros
carotendides pela presenga de grupamentos hidroxila (-OH)
e cetona (C=0) nos anéis terminais (Figura 5), os quais ddo
a molécula uma maior polaridade e maior atividade antio-
xidante, quando comparado aos demais (Yang et al., 2013).

Em sua forma livre, a astaxantina é considerada instavel
e suscetivel a oxidagao, sendo encontrada na natureza na
forma conjugada com proteinas ou esterificada com uma ou
duas cadeias de acidos graxos. Em H. pluvialis, a forma este-
rificada predomina na forma de um monoester (Han et al.,
2013; Schiitz, 2014).

A astaxantina nao pode ser produzida por animais supe-
riores e eles a absorvem por meio do consumo de fontes na-
turais, tais como algas, bactérias e fungos (Yuan et al., 2011).
Animais, como salmao, lagosta, camarao e truta, adquirem
astaxantina consumindo algas ou bactérias que a contém,
e o0 acumulo desta em sua carne, pele ou exoesqueleto é
o que da aparéncia rosada ou avermelhada a eles (Kidd,
2011). Portanto, a astaxantina também é usada como ingre-
diente alimentar na aquicultura, para dar uma cor averme-
Ihada, principalmente no cultivo de salmao, truta e camarao
(Higuera-Ciapara et al., 2006). Os seres humanos sdo capa-
zes de obter astaxantina ao consumir frutos do mar que a
contém ou suplementos alimentares, sintéticos ou extraidos
de H. pluvialis (Kidd, 2011).

A astaxantina sintetizada pela H. pluvialis é formada a
partir do B-caroteno, quando em condi¢des estressantes du-
rante a biossintese de carotendides (D’Alessandro; Antonio-
si-Filho, 2016), e possui como caracteristica especial a sua
cor avermelhada (Gouveia et al., 2008; Spolaore et al., 2006;
Zhang et al., 2014).

Vdarios organismos sdo capazes de sintetizar astaxantina,
destes podemos destacas as microalgas Haematococcus plu-
vialis, Chlorella zofingiensis e Chlorococcum sp., as leveduras
Xanthophyllomyces dendrorhous e Candida utilis e algumas
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Figura 5. Estrutura molecular da astaxantina.

Fonte: Elaborado a partir de Yang et al., 2013.

bactérias como Agrobacterium aurantiacum, Halobacterium
salinarum, Mycobacterium lacticola e Brevibacterium spp.
(Ghiggi. 2007; Ip; Chen, 2005; Liu; Lee, 2000; Miao et al.,
2006; Schmidt et al., 2011; Yuan et al., 2002). A Tabela 1 lista
as principais microalgas produtoras de astaxantina.

Tabela 1. Microalgas produtoras de astaxantina, de acordo com as
concentragdes produzidas por biomassa seca (% massa / massa).

Tipo de Microalga % astaxantina

Chloromonas nivalis 0,004
Botryococcus braunii 0,01
Chlamydocapsa spp. 0,04
Scenedesmus sp. 0,3
Chlorella zofingiensis 0,7
Chlorococcum sp. 0,7
Scotiellopsis oocystiformis 1,1
Protosiphon botryoides 1,4
Neochloris wimmeri 1,9
Haematococcus pluvialis 4,0

Fonte: Elaborado a partir de Santos (2015).

Pesquisas realizadas com Chlorella zoofingiensis atraiu al-
guns interesses a esta microalga como produtora alternativa
astaxantina, devido a sua elevada velocidade de crescimento
em diversas condi¢des de cultivo: fotoautotrdficas,
mixotrdéficas e heterotrdficas (Del Campo et al., 2007; Ip et
al., 2004; Orosa et al., 2000; Sun et al., 2008). Entretanto,
das espécies apresentadas na Tabela 1, a microalga com o
maior potencial produtor de astaxantina na natureza é a
Haematococcus pluvialis, devido a sua capacidade de acu-
mular grandes quantidades do carotendide em condi¢Ges de
estresse (Boussiba, 2000; Lemoine; Schoefs, 2010).

Pelo maior controle dos processos, a produgdo de astaxan-
tina em escala industrial, costumeiramente, tem sido realiza-
da por sintese quimica derivada do petréleo (Boussiba et al.,
2000; Olaizola, 2003; Yoshihiro et al., 1997). Contudo, a forma
sintética, além de ter alto custo de producdo, pode apresen-
tar em seu produto final uma astaxantina com configuragao
estrutural diferente da natural (Boussiba et al., 2000).

Varios isdbmeros de astaxantina tém sido caracterizados
com base na configuragdo dos dois grupamentos hidroxi-
las da molécula. O estereoisomero 3S,3°S é a principal for-
ma encontrada na H. pluvialis, enquanto a forma sintética
contém principalmente o isdbmero 3R,3’S (Higuiera-Ciapara
et al., 2006; Hussein et al., 2006; Kidd, 2011). Esta diferen-
¢a aumenta a instabilidade da molécula e seu efeito pode
ser diferente da astaxantina natural, a qual é esterificada,
conferindo-lhe uma estabilidade maior e prevenindo contra
oxidac¢do (Santos, 2015; Schmidt et al., 2011).

A astaxantina sintética é produzida a partir de fontes pe-
troquimicas, o que levanta questdes de seguranca alimentar,
poluicdo e sustentabilidade (Li et al., 2011; Milledge, 2011).
Sua utilizagdo fica restrita ao uso como aditivo na alimen-
tacdo de peixes para fins de pigmentacao e esta proibida o
consumo direto pelos seres humano em alimentos ou suple-
mentos (Li et al., 2011). O uso de compostos quimicos sinté-
ticos tem sido estritamente regulado (Yamane et al., 1997),
tornando a fonte natural de astaxantina a preferivel (Kusdi-
yantini et al., 1998). Assim, como a sociedade estimula uma
transicdo para “solugdes verdes” e produtos naturais, a asta-
xantina derivada de algas parece estar ganhando potencial
no mercado. (Panis; Rosales-Carreon, 2016, Nguyen; 2013;
Pérez-Lépez et al., 2014).

Quanto ao uso da astaxantina produzida pela H. pluvia-
lis, talvez o seu maior potencial seja na aquicultura, princi-
palmente na adicdo em dietas para alimentacdo de peixes
e crustdceos, visando realcar a cor da carne e pele, o que
agrega valor ao produto (Lorenz; Cysewski, 2000).

Mais de 95% do mercado da aquicultura consume deriva-
dos da astaxantina sintetizados quimicamente. Em paralelo
a essa realidade, o aumento da demanda de consumo por
produtos naturais faz com que os pigmentos quimicamente
sintetizados sejam a cada dia menos desejaveis, sendo ad-
quirido apenas devido maior oferta no mercado, o que pro-
porciona uma oportunidade para a produgao de astaxantina
natural (Lorenz e Cysewski, 2000; Ni et al., 2005; Orosa et
al., 2005; Valduga et al., 2009).
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Outros segmentos de mercado que a astaxantina natu-
ral pode empreender sdo os de farmacos e alimenticios,
principalmente por possuir conhecidas propriedades anti-
-inflamatdrias e antioxidante (Gross et al., 2006; Guerin et
al., 2003). A astaxantina contribui amplamente para a me-
Ihora do sistema imunoldgico em seres humanos e animais,
além de possuir diversas propriedades protetoras contra
inflamacgdo, ulcera, cancer, neurodegeneragao, diabetes e
doengas cardiovasculares, como a arteriosclerose (Ciccone
et al., 2013; Lorenz; Cysewski, 2000), bem como efeitos pro-
tetores hepaticos (Yuan et al., 2011). Com a atual pandemia
provocada pelo surto de coronavirus, Talukdar et al. (2020a,
2020b) sugerem que o uso da astaxantina, associado a me-
dicamentos antivirais, beneficiaria muito os pacientes com
COVID-19, melhorando sua saude e reduzindo o tempo de
recuperagao.

A produgdo de carotendides com uso de biotecnologia e
de forma natural, como a astaxantina, € um campo de pes-
quisa de grande interesse devido ao seu alto valor de merca-
do e o crescimento da demanda por produtos naturais (Hui
etal., 2005).

O valor de mercado da astaxantina varia geralmente en-
tre USS$ 2.500 — 7.000/kg, enquanto seu potencial de merca-
do global foi estimado em mais de USS 1,5 bilhdo até 2020
(Borowitzka, 2013; Koller et al., 2014; Milledge, 2011; Pa-
nis; Rosales-Carreon, 2016; Pérez-Lopez et al., 2014). Des-
se mercado, mais de 95% refere-se a astaxantina produzida
sinteticamente, enquanto que a produzida a partir de algas
representa aproximadamente 1% da quantidade comercia-
lizada (Koller et al., 2014; Li et al., 2011; Pérez-Lépez et al.,
2014).

3. O CULTIVO HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

A produgdo da microalga H. pluvialis proporciona algumas
caracteristicas desfavordveis quando comparada com a pro-
ducdo em escala comercial de outras microalgas, principal-
mente devido a complexidade do seu ciclo de vida e ao seu
crescimento lento (Cifuentes et al., 2003). Estes mesmos
autores mostram que além da influéncia de fatores como
nutrientes, intensidade luminosa e estresse salino, o tempo
de cultivo também é crucial, visto que as células mais jovens
sdao mais sensiveis aos fatores que desencadeiam condigdes
adversas.

O processo de producdo de astaxantina pode ser limita-
do devido a baixa produtividade de células verdes nos cul-
tivos de H. pluvialis, uma vez que a astaxantina é acumu-
lada no interior dos cistos. Dessa forma, a otimizagdo da
fase de crescimento vegetativo é importante para alcangar
bons rendimentos de astaxantina (Garcia-Malea et al., 2006;
Ghiggi. 2007; Santos, 2015).

Diversos fatores limitantes levam a redugdo na taxa de
crescimento e, concomitantemente, reflete em menor nu-
mero de células produtoras de astaxantina. Tanto no am-
biente natural quanto em cultivos controlados, o crescimen-
to de uma populagdo de microalgas é resultado da interagdo
entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos (Vonshak; Torzil-
lo, 2004).

A manipulagdo de fatores ambientais e nutricionais, prin-
cipalmente a varia¢do da intensidade luminosa e na fonte
de nitrogénio, otimizam o crescimento da H. pluvialis (Zhang
et al., 2009). Cavalheiro et al. (2000), em trabalho realiza-
do por aproximadamente 38 dias, submeteram H. pluvialis
a um cultivo em que a intensidade luminosa foi de 70 UE m™
s, fotoperiodo de 12 horas, além do meio de cultura ade-
quado com a adigdo de vitamina B12 e biotina. Os autores
verificaram que as células moveis, que eram predominantes
nos primeiros dias, foram substituidas gradativamente pelos
cistos, que se tornaram dominantes a partir do 12° dia, atin-
gindo uma densidade maxima no 33° dia de cultivo.

Torzillo et al. (2005), depois de submeterem células fla-
geladas de h. pluvialis as vdrias intensidades luminosas,
concluiram que a de 200 umol m2s?era a intensidade ideal
para o crescimento, representando um limite acima do qual
ocorreriam alteragbes nos parametros fotoquimicos e na
composicao de pigmentos.

Goksan et al. (2011) analisaram as caracteristicas de cres-
cimento de H. pluvialis quando afetado pela fonte de nitro-
génio (nitrato de sddio, nitrato de potassio, nitrato de amo-
nio e ureia), vitaminas e luz. O melhor crescimento ocorreu
quando a concentragdo de nitrato de sédio erade 1,0 g/L e
a de nitrato de potassio de 0,5 g/L, com luminosidades entre
75 e 150 pmol m2 s,

Fatores bioldgicos estao relacionados com as taxas meta-
bélicas individuais da espécie cultivada, bem como a sua di-
namica da comunidade ao qual estd inserida, em que outros
organismos podem alterar o desenvolvimento da microalga.
Fatores quimicos relacionados a composi¢ao do meio de cul-
tura influenciam tanto o crescimento quanto a composi¢cdo
bioquimica, que varia com a disponibilidade de nutrientes,
salinidade e pH. J4 os fatores fisicos sao relativos ao fotope-
riodo, intensidade luminosa e temperatura (Devgoswami et
al., 2011; Fabregas et al., 2001; Garcia-Malea et al., 2009;
Guerin et al., 2003; Hata et al., 2001; Huang et al., 2019;
Imamoglu et al., 2007; Rousch et al., 2003).

Segundo Gladue (1991), a maioria das espécies de alga
é fotoautotrdéfica e sua produgdo de material organico é re-
flexo da atividade fotossintética, podendo ser expressa pelo
incremento da populagdo (Balech, 1977), ou seja, a taxa de
crescimento. Nos cultivos, a luminosidade apresenta ser um
dos fatores principais do crescimento das microalgas e varia



de acordo com profundidade, latitude e tempo (diariamente
e sazonalmente). De toda a radiagdo eletromagnética inci-
dente sobre os organismos fotossintetizantes, somente o
espectro visivel, ou seja, comprimentos de onda entre 400 e
720 nm (radiagdo fotossinteticamente ativa — PAR), podem
ser absorvidos e usados para a fotossintese (Lips; Avissar,
1990).

As clorofilas, os carotendides e as ficobilinas sdo os prin-
cipais pigmentos envolvidos na fotossintese em microalgas e
cada um absorve comprimentos de onda especificos. Apro-
ximadamente 40% da energia solar que incide sobre a su-
perficie terrestre num dia de céu aberto constitui a PAR e
equivale a cerca de 1800 — 2000 umol fétons m2s™. Uma vez
captada pelos pigmentos fotossintéticos, a energia lumino-
sa é transferida para os centros de rea¢dao onde serd utili-
zada para as reagoes fotoquimicas (Masojidek et al., 2013;
Santos, 2015). A quantidade de energia luminosa recebida
pelo sistema fotossintético ird impactar na quantidade de
carbono que pode ser fixado, determinando a produgao de
biomassa e sua taxa de crescimento (Tzovenis et al., 2003).
O regime de luz também é um componente critico na proje-
¢do da producdo de biomassa (Falkowski; Raven, 2007; Kirk,
1983; Tzovenis et al., 2003).

Apds estudos realizados, Litchman (1998) percebeu
como as taxas de crescimento do fitoplancton fotoautotro-
fico sdo afetadas em diferentes condi¢des de fotoperiodo
e irradiancia. Uma altera¢do no regime de luz também
pode influenciar a taxa de absorgdo de nutrientes, de modo
que o autor concluiu que o excesso de luz é prejudicial aos
fotoautotroéficos, pois pode gerar efeito de inibicdo sobre
os pigmentos por meio de sua foto-oxidagdo e também
das enzimas envolvidas no processo fotossintético (Boney,
1989).

Portanto, a intensidade de luz e seu fotoperiodo, como
também a sua qualidade, interferem no crescimento da mi-
croalga. Conforme Katsuda et al. (2004), H. pluvialis apre-
sentou maior crescimento vegetativo quando iluminada
com LED vermelho, mas quando submetida a LED azul, foi
observado uma supressdo no crescimento vegetativo e a in-
ducdo de intenso acimulo de astaxantina.

A temperatura, irradiagao, concentragdo de nitrato e fos-
fato, pH e da interagdo desses fatores, sdo responsdveis por
diferencas significativas no crescimento da microalga H. plu-
vialis (Borowitzka et al., 1991; Boussiba, 2000; Garcia-Malea
et al., 2006; Orosa et al., 2005; Tran et al., 2019).

Para a nutricdo, as microalgas necessitam de diversos
nutrientes minerais e algumas espécies tém melhor desem-
penho com o acréscimo de vitaminas. Os macronutrien-
tes requeridos pelas microalgas sdo: carbono, nitrogénio,
oxigénio, hidrogénio, fosforo, calcio, magnésio, enxofre e
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potdssio. Também é necessario micronutrientes, metais
tragco ou elementos minoritarios, e geralmente requerem
ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto (Barsanti;
Gualtierri, 2006).

As microalgas tém necessidades nutricionais especificas
e para otimizar a producdo das células verdes de H. pluvialis
€ necessario uma alta concentragdo de nitrato e fosfato (20
e 1 mM, respectivamente), pH entre 6,0 — 7,0 e adigdo de
acetato (0,25% p/v) como fonte de energia adicional (Boro-
witzka et al., 1991; Boussiba, 2000; Orosa et al., 2005).

Entre os macronutrientes, o carbono é o elemento uti-
lizado em maiores concentragdes, inclusive pelas espécies
mixotroéficas. Essa demanda deve-se ao carbono estar pre-
sente em todas as moléculas organicas produzidas, tais
como as proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, lipidios
e outras. Culturas de microalgas podem tornar-se limitadas
em carbono, mesmo em baixa densidade celular (Lombardi;
Maldonado, 2011; Tran et al., 2019) e, dependendo da velo-
cidade de crescimento, havera rapido consumo do carbono
disponivel com elevagdo do pH da cultura para valores su-
periores a pH 9.0 em sistemas ndo tamponados (Lourengo,
2006; Santos, 2015).

Quanto ao pH do cultivo, este deve ser controlado de
maneira especifica, visto que é importante para que os nu-
trientes estejam disponibilizados no meio de cultura e as mi-
croalgas possam utiliza-los (Han et al., 2020). A adi¢do de gas
carbbnico (CO,) pode servir como nutriente, mas também
auxilia como controlador do pH que naturalmente aumenta
em decorréncia do crescimento das microalgas (Lourenco,
2006; Santos, 2015; Tran et al., 2019).

Em cultivos realizados em sistemas fechados, o pH pode
atingir valores elevados e tornar o meio impréprio para o
crescimento. Dessa forma, o uso de tampdes de pH pode
evitar a sua variagdo ou mesmo torna-las discretas, além
de torna-las mais toleraveis para as microalgas (Han et al.,
2020; Lourengo, 2006; Santos, 2015).

Com relagdo a extragdo da astaxantina da microalga H.
pluvialis, as metodologias mais comuns sdo as seguintes:
extragdo assistida por microondas, ultrassom, homogenei-
zagdo por alta pressdo (HPH), extragdo com liquido pressu-
rizado (PLE), extragdo assistida por enzimas e extragdo su-
percritica de fluido (SFE), que geralmente é baseado no uso
de diéxido de carbono supercritico (SC-CO,). Esta ultima é
mais atraente do que outros métodos para a recuperagao
de compostos valiosos, mesmo apds considerar a prote¢do
ambiental (Yen et al., 2015), visto que muitos produtos na-
turais bioativos sdo termicamente pouco estaveis e podem
se degradar durante o uso dos métodos tradicionais de ex-
tracdo. Desta forma, o uso de SC-CO, tem demostrado mais
eficacia na extracdo de compostos bioativos (Da Silva et al.,
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2016; Gatuszka et al., 2013; Reyes et al., 2014), preservando
essas biomoléculas da degradacdo durante o processo de
extragdo.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse pela as-
taxantina natural produzida pela microalga H. Pluvialis em
detrimento da produzida artificialmente. Em vista disso,
muitas melhorias cientificas foram alcangadas, principal-
mente em inovagdo, tecnologia para producdo em larga es-
cala e de servigos, sempre visando obter uma astaxantina
mais refinada. No entanto, sua produgao comercial ainda é
muito onerosa, devido o investimento inicial depender de
tecnologia de ponta.

Apesar dos avangos significativos nas pesquisas e no de-
senvolvimento de novas tecnologia para a produgao de asta-
xantina pela microalga H. pluvialis, seu cultivo no Brasil ain-
da estd em escala laboratorial e enfrenta dificuldades para
ser implementado em escala comercial. Acreditamos que
para a melhoria na capacidade de produgdo da H. Pluvialis,
teremos que investir no desenvolvimento de inovagGes tec-
nolégicas, na redugdo do custo de produgdo, boas praticas
de cultivo e no beneficiamento da astaxantina.
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