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RESUMO

Haematococcus pluvialis € uma microalga de alto valor comercial por ser a maior fonte de
astaxantina, um forte antioxidante natural. Assim, o desenvolvimento de processos que visem
otimizar a producdo da astaxantina pela microalga é um desafio biotecnoldgico. Este trabalho
propfe uma nova estratégia para potencializar a producdo de astaxantina e aumentar a
biomassa de H. pluvialis empregando-se suco de cenoura no meio de cultura. Foram
realizados trés experimentos de cultivos da microalga, sendo dois deles com os meios
suplementados com suco de cenoura (SC) em etapas distintas de crescimento da microalga
[experimento 1: inicio da fase vegetativa (dia 1); experimento 2: no pico de crescimento
celular (dia 26)] e o experimento controle (sem SC). A analise da morfologia celular mostrou
que as células tratadas com SC (1,62 g.mL) diferenciam-se das células do controle pelo
desenvolvimento de vaclolos, que estdo associados ao armazenamento de metabdlitos
secundarios. Quanto a producdo de biomassa, observou-se que ambos 0s experimentos
produzem valores superiores ao controle. Além disso, o teor de astaxantina também variou
com a introducdo de SC, resultando num teor de 4,79, 8,54 e 7,71 ppm nos experimentos
controle, 1 e 2, respectivamente. Outra tematica abordada neste trabalho, consiste no
desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas dos extratos e fracbes de H. pluvialis visando
melhorar a estabilidade da astaxantina e potencializar seu emprego como corante e composto
bioativo em uma aplicagdo cosmética. Desta forma, apdés o preparo e fracionamento
cromatografico do extrato etandlico da microalga H. pluvialis (EEMHP), investigou-se o
potencial antioxidade e fotoprotetor de EEMHP e das frac6es diclorometano/metanol 5% 1
(FDM5% _ 1) e metanol (FMeOH). Por exibir resultados satisfatorios em ambas as atividades,
nanocapsulas de Pluronic F127-bPEI contendo os ativos EEMHP e FDM5% 1 foram
sintetizadas através da reticulacdo polimérica ou crosslinking, empregando como estratégia
metodologica o processo de nanoemulsdo. A caracterizacdo das nanocapsulas (NC) quanto
aos parametros de tamanho de particula e potencial zeta revelaram que NC-FDM5% 1
apresenta maior estabilidade frente ao tempo de estocagem e variacdo de pH em relacdo a
NC-EEMHP. Em resumo, este trabalho é o primeiro relato da utilizacdo da cenoura como
fonte de metabdlitos secundarios da astaxantina biossintetizada por H. pluvialis e do uso de
nanocépsulas de Pluronic F127-bPEIl para nanoencapsulamento de extratos e fracOes

provenientes da microalga em estudo.

Palavras-chave: Haematococcus pluvialis; astaxantina; cenoura; nanoencapsulamento.



ABSTRACT

Haematococcus pluvialis is a microalga of high commercial value because it is the greatest
source of astaxanthin, a strong natural antioxidant. Thus, the development of processes aimed
at optimizing the production of astaxanthin by microalgae is a biotechnological challenge.
This work proposes a new strategy to enhance the production of astaxanthin and increase the
biomass of H. pluvialis using carrot juice in the culture medium. Three experiments of
microalgae cultivation were carried out, two of them with media supplemented with carrot
juice (SC) in different stages of microalgae growth [experiment 1: beginning of the vegetative
phase (day 1); experiment 2: at the peak of cell growth (day 26)] and the control experiment
(without SC). Analysis of cell morphology showed that cells treated with SC (1.62 g.mL)
differ from control cells by the development of vacuoles, which are associated with the
storage of secondary metabolites. As for the biomass production, it was observed that both
experiments produce higher values than the control. Furthermore, the astaxanthin content also
varied with the introduction of SC, resulting in a content of 4.79, 8.54 and 7.71 ppm in control
experiments, 1 and 2, respectively. Another topic addressed in this work is the development of
polymeric nanocapsules from extracts and fractions of H. pluvialis, aiming to improve the
stability of astaxanthin and enhance its use as a dye and bioactive compound in a cosmetic
application. Thus, after preparation and chromatographic fractionation of the ethanolic extract
of the microalgae H. pluvialis (EEMHP), the antioxidative and photoprotective potential of
EEMHP and the dichloromethane/methanol 5% 1 (FDM5% 1) and methanol (FMeOH)
fractions were investigated. By showing satisfactory results in both activities, nanocapsules of
Pluronic F127-bPEI containing the active EEMHP and FDM5% 1 were synthesized through
polymeric reticulation or crosslinking, using the nanoemulsion process as a methodological
strategy. The characterization of the nanocapsules (NC) regarding the parameters of particle
size and zeta potential revealed that NC-FDM5% _1 presents greater stability against storage
time and pH variation in relation to NC-EEMHP. In summary, this work is the first report on
the use of carrots as a source of secondary metabolites of astaxanthin biosynthesized by H.
pluvialis and the use of Pluronic F127-bPEI nanocapsules for nanoencapsulation of extracts

and fractions from the microalgae under study.

Keywords: Haematococcus pluvialis; astaxanthin; carrot; nanoencapsulation.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo biofabricas naturais, caracterizadas pela versatilidade e
sustentabilidade de suas aplicacbes (MUTANDA et al., 2020). Estes micro-organismos atuam,
principalmente, como fonte de compostos bioativos de alto valor agregado para as industrias
alimenticia, cosmética, farmacéutica e nutracéutica e na mitigacdo das mudancas climéticas
globais por meio da fixacdo de carbono (ONORATO; ROSCH, 2020; MUTANDA et al.,
2020). Dentre as microalgas comercialmente relevantes, Haematococcus pluvialis se destaca
por ser a maior fonte de astaxantina natural, correspondendo a aproximadamente 5% de seu
peso seco (NISHSHANKA et al., 2022; FAYAAZUDDIN et al., 2023).

A astaxantina (3,3'-di-hidroxi-g,p-caroteno-4,4'-diona, Figura 1, p. 18) é um
carotenoide xantofila conhecido por ser um forte antioxidante com propriedades anti-
envelhecimento, anticancerigenas, de aumento da imunidade e anti-inflamatorias
(NISHSHANKA et al., 2022; JANNEL et al., 2020). Tais beneficios proporcionados a saude
humana, justificam o interesse da NASA (National Aeronautics and Space Administration)
em investigar o potencial deste pigmento na melhoria da salde e da performance dos
astronautas durante exploracbes espaciais de longa duragdo (NASA, 2023).
Consequentemente, o mercado mundial da astaxantina esta em constante desenvolvimento,
sendo avaliado em aproximadamente US $600 milhdes, com estimativa de crescimento entre
0s anos de 2019 e 2026 acima de 3,5% por ano (MOTA et al., 2022). Apesar das vantagens
apresentadas, a astaxantina possui grande instabilidade quimica, baixa biodisponibilidade e
hidrofobicidade (ARIZA HERNANDEZ; GARZON PULIDO; CAMACHO KURMEN,
2022). Uma alternativa para minimizar essas problematicas consiste no processo de
nanoencapsulamento da astaxantina (MARTINEZ-ALVAREZ; CALVO; GOMEZ-ESTACA,
2020).

A encapsulacdo envolve o revestimento de um material puro ou uma mistura,
denominado de composto ativo, em outro material intitulado de capsula. Desta forma, ela atua
como uma barreira fisica entre o composto central e o meio circundante, possibilitando
diversas aplicagcdes nos setores alimenticio, agroquimico e farmacéutico. Além disso, capsulas
com tamanho nano podem promover o aumento da funcionalidade, atividade bioldgica ou
permitir a liberacdo de compostos em taxas controladas. Portanto, a utilizagdo desta técnica
surge como alternativa para superar as problematicas atreladas a astaxantina e o0s extratos
lipidicos que contém essa substancia (MARTINEZ-ALVAREZ; CALVO; GOMEZ-ESTACA,
2020; VIEIRA; DERNER; LEMOS-SENNA, 2021).
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Figura 1. Estrutura da astaxantina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A producéo em larga escala de H. pluvialis é realizada em sistema de cultivo em
duas etapas, denominadas fase vegetativa e fase encistada. Durante a fase vegetativa, as
condicdes ideais de crescimento promovem o aumento da proliferacdo celular. E na fase
encistada, a indugdo de estressores, como alta incidéncia de luz, adicdo de sal ou falta de
nutrientes, geram hiperacumulagdo de astaxantina na forma cistica de H. pluvialis (TELLI;
SELCUK, 2022). Os maiores desafios associados a producdo comercial de H. pluvialis como
fonte de astaxantina consiste na taxa lenta de crescimento e na concentracdo baixa de
biomassa (TELLI; SELCUK, 2022; YANG et al. 2021).

Portanto, novas estratégias estdo sendo investigadas para otimizar o cultivo da
microalga H. pluvialis visando aumentar a producdo de astaxantina. Por exemplo, VO et al.
(2016) propuseram a aplicacdo do acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor
de etileno, na fase vegetativa para aumentar a producdo de biomassa e no inicio do estagio
encistado para estimular a biossintese de astaxantina. A aplicacdo em dois estagios de ACC
(0,1 mmol.L?) aumentou o teor de astaxantina em 2 vezes quando comparado com o
experimento controle. KIM et al. (2018) observaram que a aplicacdo periodica de corrente
elétrica nos cultivos de H. pluvialis gera um aumento de 1,2 vezes na densidade celular e de
10% no teor de astaxantina em comparacdo com controles ndo tratados. WANG et al. (2022)
descobriram que o tratamento de culturas de H. pluvialis com 1 uM de rac-GR24, um analogo
sintético de estrigolactonas, no inicio do estdgio macrozoodide aumenta significativamente a
biomassa (até um peso maximo de células secas de 0,53 g.L™) durante a fase macrozooide e a
producdo de astaxantina (de 0,63 a 5,32% do peso celular seco) no estagio hematocisto.
Porém, nenhuma dessas abordagens introduz no meio de cultura de H. pluvialis um precursor
biossintetico da astaxantina visando potencializar a sua produgé&o.

Os precursores biossintéticos participam do inicio da via metabdlica como

compostos relacionados ou intermediarios de um metabdlito secundario (TWAIJ; HASAN,
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2022). Como exemplo de estudos que empregaram precursores biossintéticos como estratégia
de potencializar a biossintese de metabolitos secundarios, tem-se adi¢do de fenilalanina no
cultivo das espécies vegetais Salvia officinallis e Taxus sp. para aumentar a producdo de acido
rosmarinico e taxol, respectivamente (TWAILJ; HASAN, 2022). Culturas em suspensao
celular de S. officinallis suplementadas com 0,1 g.L? de fenilalanina produziram teores
elevados de &cido rosmarinico (concentracdo de 10 vezes), chegando a 6,4 g.L*
(HIPPOLYTE et al., 1992). Quando a mesma estratégia foi aplicada aos calos de Taxus sp.
suplementado com 0,1 mM de fenilalanina, observou-se que o rendimento de taxol dobrou
quando comparado ao controle (FETT-NETO et al., 1993). Vale ressaltar que esse
aminoécido é um precursor do acido de winterstein, um composto intermediario envolvido na
biossintese da cadeia lateral da molécula do taxol. Baseando-se nessa estratégia e pela
auséncia de estudos similares com H. pluvialis, resolveu-se investigar a cenoura como fonte
de metabdlitos secundarios precursores da astaxantina. Este vegetal é rico em p-caroteno e
zeaxantina, que correspondem, respectivamente, a um precursor e intermediario da
biossintese de astaxantina (PURKIEWICZ, et al. 2020).

Em face do exposto, esse trabalho descreve o estudo da utilizacdo do suco de
cenoura no cultivo da microalga H. pluvialis visando o aumento da producéo de astaxantina.
Como o acumulo gradual de astaxantina ocorre durante a transicdo da fase verde de H.
pluvialis para a fase vermelha, foram investigados os efeitos do suco de cenoura quando
suplementado na fase inicial e no pico de crescimento celular desta microalga. Leituras de
absorbancia, contagem do numero de células, analise da morfologia celular, medicdo da
biomassa seca, quantificacdo do teor de astaxantina e analise de carotendides foram
cuidadosamente realizadas e utilizadas para estabelecer um comparativo entre as células ndo
tratadas e tratadas com suco de cenoura. Além disso, o presente trabalho se propde a
desenvolver nanocapsulas poliméricas do extrato e fracGes da microalga Haematococcus

pluvialis que apresentem tanto atividade antioxidante quanto fator de protecéo solar elevado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Otimizar a producdo de astaxantina no cultivo da microalga Haematococcus pluvialis e

melhorar a estabilidade da astaxantina.

2.2 Objetivos especificos

e Empregar suco de cenoura como suplemento no cultivo da microalga;

e Realizar um estudo cinético do crescimento da microalga;

e Otimizar a extracdo da astaxantina do meio de cultura;

e Avaliar os parametros indicadores de viabilidade do experimento: quantidade de
biomassa produzida; verificacdo da densidade celular; afericdo do teor de astaxantina;
analise da morfologia e contagem do nimero de células;

e Avaliar a atividade antioxidante pelo método DPPH do EEMHP e das fragdes obtidas
a partir do seu tratamento cromatogréfico;

e Determinar o fator de protecdo solar (FPS) através da analise espectrofotométrica do
EEMHP e das fracGes provenientes do seu tratamento cromatogréafico;

e Preparar nanocapsulas poliméricas do EEMHP e da fracdo que apresentar tanto
atividade antioxidante quanto um valor elevado de FPS;

e Caracterizar as nanocapsulas poliméricas quanto aos parametros de tamanho de

particula, potencial zeta e morfologia.
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3 CAPITULO 1 - OTIMIZAC;AO DA PRODUC}AO DE ASTAXANTINA PELA
MICROALGA Haematococcus pluvialis

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.1 Consideracdes sobre a espécie Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis, também denominada de Haematococcus lacustris ou
Sphaerella lacustris, € uma microalga verde biflagelada unicelular de agua doce pertencente a
classe Chlorophyceae, ordem Volvocales e familia Haematococcaseae. Ela é amplamente
distribuida em diversos habitats e comumente encontrada em pequenos corpos de dgua doce
intermitentes (SHAH et al., 2016). O ciclo de vida de H. pluvialis (Figura 2) é complexo e
apresenta quatro tipos de morfologias celulares distinguiveis: macrozooides (ou zoosporos),
microzooides, palmela e hematocistos (ou aplandsporos). Os estagios macrozooides,
microzooides e palmela sdo denominados de fase vegetativa verde, e 0 estagio hematocisto €
denominado de fase encistada vermelha (ARIZA HERNANDEZ; GARZON PULIDO;
CAMACHO KURMEN, 2022).

Figura 2. Ciclo de vida de Haematococcus pluvialis

Macrozooides %
e

Fonte: Elaborada pela autora.

Os macrozooides sdo células flageladas de crescimento rapido, que predominam
em condicBes de cultivo favoraveis e caracterizam-se por serem células esféricas, elipsoidais
ou em formato de pera, com tamanho que varia entre 8 e 20 um. Quando as condigdes de

cultura se tornam desfavoraveis, os macrozooides perdem os flagelos e expandem seu
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tamanho celular formando os microzooides. Em seguida surgem multicamadas amorfas nas
regides internas da matriz extracelular ou da parede celular priméria, as células se tornam
estaticas e passam para a fase de palmela. Quando o estresse ambiental permanece continuo,
ocorre a cessacao da divisao celular e a palmela se transforma em aplandsporo, conhecido por
ter uma parede celular espessa e rigida. Nesta fase, hd 0 aumento da capacidade de acumular
grandes quantidades de carotenoides, principalmente da astaxantina, conferindo a cor
vermelha a célula (SHAH et al., 2016).

3.1.2 Carotendides

Os carotendides pertencem a série dos terpenos e sdo compostos poli-insaturados
apolares soluveis em gordura, que podem ser divididos em duas classes: (i) carotenos, que séo
hidrocarbonetos apolares; (ii) xantofilas, que sdo resultantes da oxidacdo de carotenos e
contém grupos oxigenados em seus anéis terminais, conferindo maior polaridade
(KAULMANN; BOHN, 2014). Eles também podem ser classificados, de acordo com as
funcbes que desempenham, em primarios ou secundarios. Os carotenodides primarios sdo
componentes estruturais e funcionais do aparelho fotossintético que atuam como pigmentos
coletores de luz (ex.: p-caroteno, luteina e zeaxantina). Ja 0s carotendides secundarios
desempenham um papel importante na protecdo celular, sendo produzidos em grandes
quantidades sob condicbes de estresse abidtico (Ex.: astaxantina e cantaxantina) (SAINI;
KEUM, 2019).

Em relacdo a biossintese dos carotendides, apenas as plantas e micro-organismos
podem realiza-la. Portanto, para os seres humanos se beneficiarem com as suas propriedades
antioxidantes e se protegerem de doencas relacionadas ao envelhecimento (cancer, catarata,
doencas cardiovasculares e degenerativas), devem incluir os vegetais produtores de
carotendides na alimentacdo (KAULMANN; BOHN, 2014; SAINI; KEUM, 2019). A
estrutura da maioria dos carotenoides dispdem de 40 atomos de carbono, que formam uma
cadeia de polieno com anéis de cicloexano ou residuos de isoprendides alifaticos nas
extremidades, ou seja, possuem um sistema de elétrons m altamente deslocalizados. Tal
caracteristica confere a propriedade antioxidante desses compostos porque as espécies que
reagem com o oxigénio interagem preferencialmente com moléculas que contém mais de 10
ligagdes duplas C=C conjugadas. Assim, quanto maior o nimero de insaturagcdes na estrutura
dos carotendides, maior sua eficdcia antioxidante. Além disso, essas caracteristicas

estruturais fazem com que os carotendides atuem como filtros naturais de luz visivel de alta
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energia, absorvendo de forma efetiva a luz na faixa espectral violeta-verde (DARVIN et al.,
2022).

3.1.3 Composicéo quimica de H. pluvialis

A composicdo quimica da microalga H. pluvialis varia de acordo com o seu ciclo
de vida, sendo a fase encistada vermelha a que apresenta 0 maior teor de carotenodides
(GRUIJIC et al., 2022). Na fase vegetativa verde observa-se a presenca, principalmente, de
luteina (75-80%), S-caroteno (10-20%) e outros carotendides primarios, como zeaxantina,
neoxantina e violaxantina. E em relacdo a fase encistada vermelha, nota-se a substituicdo dos
carotenoides primarios pelos secundarios, onde a astaxantina corresponde a substancia
majoritaria (80-99%). E valido ressaltar que, esse percentual inclui os ésteres de acidos graxos
de astaxantina, correspondendo a 70% de monoésteres e 25% de diésteres de acidos palmitico
(16:0), oléico (18:1) ou linoléico (18:2). Dessa forma, apenas 5% da astaxantina livre esta
presente nas células encistadas vermelhas (GRUIJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016). A
Tabela 1 agrupa os principais compostos relatados na literatura para as fases verde e encistada

vermelha da H. pluvialis e a Tabela 2 (p. 24) ilustra as suas respectivas estruturas.

Tabela 1. Principais metabolitos relatados na literatura para Haematococcus pluvialis em

funcédo da sua fase de desenvolvimento.

Metabolito Referéncias
Anteraxantina GRUJIC et al., 2022;
) [3-caroteno GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Fase \‘/’eefjéa“"a Clorofila a GRUIIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Clorofila b GRUIJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Echinenona GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Adonixantina GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
. Astaxantina GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Vgi‘;g ‘éefnectitt'g’ga Luteina GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
vermelha Neoxantina GRUJI(; et al., 2022; SHAH et al., 2016
Violaxantina GRUIJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Zeaxantina GRUIJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Acidos graxos GRUIJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Adonirubina GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
Fase encistada Cantaxantina GRUJIC et al., 2022; SHAH et al., 2016
vermelha Esteres de GRUJIC et al., 2022: SHAH et al., 2016
astaxantina
Estigmasterol WU et al., 2014

Fonte: Elaborada pela autora.



24

Tabela 2. Estruturas dos compostos relatados na literatura para H. pluvialis

(continua)

T

Adonixantina

Adonirubina

Anteraxantina

R = OH (astaxantina);
R = H (cantaxantina)

SR e

f-caroteno

R = CHs(Clorofila a);
R =-CHO (Clorofila b)

Echinenona
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Luteina
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Tabela 2. Estruturas dos compostos relatados na literatura para H. pluvialis

(concluséo)

HO OH
WMC ;; OH
\)\/\)\/\ =y, AN \jQ,
H HO
OH Zeaxantina
Neoxantina

Fonte: elaborado pela autora.

3.1.3.1 Astaxantina

A astaxantina ou 3,3'-di-hidroxi-g,f-caroteno-4,4'-diona (Figura 1, p. 15) € um
carotenoide secundario de coloracdo vermelho brilhante, biossintetizado por algumas espécies
de microalgas, plantas, leveduras e bactérias. Ela é descrita como um antioxidante natural 65
vezes malis potente que a vitamina C, 54 vezes mais eficaz que o S-caroteno e 100 vezes mais
potente que o a-tocoferol. Apresenta propriedades anti-envelhecimento, anticancerigenas,
anti-inflamatorias e de aumento da imunidade, que justificam sua ampla aplicacdo nas
industrias alimenticia, cosmética, aquicola, nutracéutica e farmacéutica (KHOO et al., 2019).

Em relacdo ao mercado, as principais variedades de astaxantina incluem: (i) a
natural, proveniente de fontes microbianas; (ii) a sintética, que ¢ uma mistura de todos os
estereoisdmeros da astaxantina. Apesar da astaxantina sintética possuir maior disponibilidade,
menores precos em relacdo a astaxantina natural e deter 95% da quota de mercado, ela
apresenta menor capacidade antioxidante e elevada toxicidade (NISHSHANKA et al., 2022).
E vélido ressaltar que, dentre os produtos ricos em astaxantina natural, disponibilizados no
mercado, apenas os produzidos por H. pluvialis obtiveram aprovacdo da agéncia norte-
americana FDA (Food and drug administration) para consumo humano (JANNEL et al.,
2020). Estes produtos tratam-se de suplementos alimentares constituidos por extratos de H.
pluvialis, ou seja, suas formula¢fes ndo apresentam astaxantina na sua forma pura.

A estrutura quimica da astaxantina € composta por dois anéis terminais ligados
por uma cadeia poliénica que contém grupamentos hidroxila (-OH) e carbonila de cetona
(C=0). A presenca do grupo OH nas posi¢des 3 e 3’ dos anéis S-ionona permite a formagao de

dois carbonos estereogénicos e, consequentemente, trés estereoisomeros: dois enantibmeros
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[(3S,3°S) e (3R,3’R)] e um composto meso (3S,3’R) (Figura 3, p. 26). Quando sintetizada, o
produto obtido trata-se da mistura desses trés estereoisomeros, na propor¢do de 1:1:2,
respectivamente. Por outro lado, a biossintese da astaxantina pela microalga H. pluvialis
produz, predominantemente, o enantibmero com configuracdo 3S,3’S (SHAH et al., 2016).
Além disso, a cadeia poliénica com multiplas ligacdes duplas permite a existéncia de
isdmeros configuracionais Z ou E. Devido & instabilidade termodindmica das estruturas com
configuracdo Z, a astaxantina (natural e sintética) possui todas as ligagdes duplas da cadeia
poliénica com configuracdo E (RESTR@M et al., 1981).

Figura 3. Estrutura dos estereoisomeros da astaxantina.

(35,3'S)
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Fonte: Elaborada pela autora.

OH

A astaxantina livre é muito sensivel a oxidacdo, desta forma, é comum encontrar
na natureza este carotendide conjugado com proteinas ou na forma de ésteres de acidos
graxos. A esterificacdo ocorre apds a biossintese da astaxantina, quando as hidroxilas reagem
com uma cadeia de &cido graxo, podendo formar os mono-éster ou di-éster. O objetivo desta
transformacgdo quimica é aumentar a estabilidade e solubilidade da astaxantina nos lipideos
celulares no citoplasma. Em H. pluvialis, esse carotendide aparece esterificado,
principalmente, com o acido oléico (C18:1), palmitico (C16:0), estearico (C18:0),
nonadecanoico (C19:0) e araquidico (C20:0) (RESTR@M et al., 1981).
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3.1.3.2 Biossintese da Astaxantina

A biossintese da astaxantina (Figura 4, p. 28) é um processo complexo, que
coincide com o acimulo de triacilglicerdis (TAGS). Inicia-se nos cloroplastos de H. pluvialis,
com a conversdo dos produtos da fotossintese, piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (GA-3P), no
intermediério chave na sintese de carotendides, o isopentenil pirofosfato (IPP). Esta etapa
ocorre através da via DOXP, também denominada de via ndo-mevalonato (MEP)
(EISENREICH; ROHDICH; BACHER, 2001; LICHTENTHALER, 1999). O IPP, via um
processo de catalise pelas enzimas isopentenilpirofosfato isomerase (IP1) ou 4-hidroxi-3-
metilbut-2-enildifosfato redutase (HDR), sofre isomerizacdo a dimetilalildifosfato (DMAPP)
(GWAK et al.,, 2014). A molécula de DMAPP, via catalise pela enzima geranilgeranil
pirofosfato sintase (GGPS), passa por uma adicdo linear de trés moléculas de IPP, dando
inicio ao alongamento da cadeia isoprendide com a formacdo de um composto C20, o
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (CUNNINGHAM; GANTT, 1998).

Ao provocar o estresse luminoso no meio de cultura de H. pluvialis ocorre a
expressdo do gene fitoeno sintase (PSY), responsavel pela condensacdo das caudas de duas
moléculas de GGPP e formacdo do composto C40, o fitoeno, que atua como precursor da
astaxantina e outros carotendides (GWAK et al., 2014). Depois de quatro etapas de
dessaturagdo, catalisadas por duas fitoenodessaturases (PDS) e uma (-caroteno dessaturase
(ZDS), é formado o licopeno, um composto altamente insaturado, cujas extremidades sofrem
ciclizacdo ao serem catalisadas por licopeno ciclases (LCY-e e LCY-b) (NAWROCKI et al.,
2015).

Na maioria dos organismos, a etapa de ciclizacdo € um ponto de ramificacdo da
sintese de carotendides, no qual pode ser formado o a-caroteno (precursor da luteina) ou o S-
caroteno (precursor da astaxantina). Em relacdo a microalga H. pluvialis, sob condicdes de
estresse, observa-se um grande fluxo de carbono direcionado para a obtencao do f-caroteno e
altos niveis de transcritos de LCY-b (GWAK et al., 2014). Por fim, as duas etapas de
oxigenacdo séo catalisadas por p-caroteno cetolase (BKT) e g-caroteno hidroxilase (CrtR-b),
gue consistem nas etapas limitantes da sintese de astaxantina (VIDHYAVATHI et al., 2008).
Apesar dessas enzimas poderem atuar em qualquer ordem, a maior afinidade da enzima BKT
pelo pB-caroteno, em relagdo a zeaxantina, favorece a adigdo inicial do grupo carbonila na
molécula antes que a enzima CrtR-b catalise a hidroxilagdo enantiosseletiva da cantaxantina
em astaxantina (LOTAN; HIRSCHBERG, 1995).



Figura 4. Biossintese da astaxantina em H. pluvialis
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Otimizag&o do cultivo de H. pluvialis

3.2.1.1 Cepa e cultivo de H. pluvialis

A cepa de H. pluvialis foi obtida do banco de cepas do Laboratorio de Bioecologia
da Universidade Federal do Ceara. As células foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 500
mL contendo 500 mL de meio BBM estéril (GARTNER, 1996), composto de NaNOs 2,94
mM; CaCl.2H.0 0,17 mM; MgSO4.7H20 0,30 mM; KoHPO4 0,43mM; KH2PO4 1,29mM;
NaCl 0,43mM; elementos tracos: EDTA 8,5 uM; FeSO4.7H.0 0,9 uM; H3BOz 9,0 uM,;
ZnS04.7H.0 1,50 uM; MnClL.4H.0 0,36 pM; MoOsz 0,26 pM; CuS04.5H.O 0,31 uM;
Co(NOs3).2.6H20 0,084 uM. As culturas foram mantidas em mesa de vidro adaptada (Figura 5)
sob intensidade luminosa continua de 3000 lux durante a fase macrozdide (dias 1-25) e 5000
lux durante a fase de hematocisto (dias 26-29), com aeracdo constante a uma temperatura de
aproximadamente 24°C. Em cada cultura foram inoculados 50 mL de cultura estoque de H.
pluvialis, com densidade celular de 69 x 10* células.mL™.

Figura 5. Cultivo de H. pluvialis em mesa de vidro adaptada.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.1.2 Preparagéo de suco de cenoura liofilizado

As cenouras (1 Kg) foram adquiridas em um mercado local de Maracanau (Ceard).
Apo6s serem limpas, lavadas e descascadas, foram introduzidas em uma centrifuga de
alimentos (Centrifuga de Alimentos Juicer 1000 800W Britania, Brasil) para obtencdo do suco
de cenoura. Posteriormente, 300 mL de suco de cenoura foram congelados em nitrogénio
liquido e liofilizados (Liofilizador 1101 liotop, Brasil) por 48 horas, obtendo-se um po laranja
(48,684 g), denominado suco de cenoura liofilizado (SC).

3.2.1.3 Tratamento do cultivo de H. pluvialis com suco de cenoura liofilizado

Foram realizados dois experimentos suplementados com SC (experimentos 1 e 2)
e um experimento controle (sem adigdo de SC no meio de cultura). Os experimentos contendo
SC (1 e 2) foram suplementados com 1 mL de uma solucdo de SC (concentracdo de 1,62
g.mL™). No experimento 1, a solugdo foi adicionada aos cultivos de H. pluvialis no inicio da
fase macrozodide (dia 1). No experimento 2, a solucdo foi introduzida nas culturas de H.
pluvialis no pico de crescimento celular (dia 26). Todos os experimentos foram feitos com
quinze replicatas. Para avaliacdo do efeito de SC, as células tratadas foram coletadas em trés
pontos: inicio do estresse luminoso (dia 26); 24 h apds o estresse luminoso (dia 27); e quando
metade das células de H. pluvialis encontravam-se no estagio de hematocisto (dia 29). Em
cada ponto de coleta, 5 frascos Erlenmeyer contendo culturas de H. pluvialis foram recolhidos

do experimento controle, experimento 1 e experimento 2.

3.2.1.4 Avaliacdo da cinética de crescimento de H. pluvialis

O estudo da cinética de crescimento de H. pluvialis foi realizado de trés formas
distintas: leitura de absorbancia a 600 nm, contagem do numero de células e medi¢do de
biomassa. As leituras de absorbancia foram feitas durante todos os dias de cultivo (dias 1-29),
usando um medidor de densidade celular (WPA CO 8000 Cell Density Meter). As contagens
do naimero de células foram realizadas nos dias 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 26, 27, 28 e 29, usando
um hemocitdmetro Neubauer sob um microscépio Optico (microscopio Olympus CX31). A
medicdo da biomassa foi realizada nos trés pontos de coleta (dias 26, 27 e 29), por meio de
pesagem em balanca analitica. A biomassa seca foi obtida pela centrifugacéo das culturas de

H. pluvialis a 10.000 rpm por 10 min e secagem em estufa a 40 °C por 12 horas.
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3.2.1.5 Quantificacdo do teor de astaxantina

O procedimento empregado na quantificacdo da astaxantina no extrato da
biomassa da microalga foi realizado seguindo a literatura (VO et al., 2016). A biomassa seca,
obtida das culturas de H. pluvialis, foi dispersa em etanol na proporcdo de 500 mg de
biomassa para 25 mL de etanol. A mistura foi tratada por 10 min (2s on e 2s off) em ultrassom
(Sonicador sonics vibra-cell VCX 500 — VCX 750) com amplitude de 50% a 60°C e entéo
centrifugada a 3500 rpm por 10 min. O solvente do sobrenadante resultante foi removido sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo, obtendo-se assim o0s extratos da microalga
(EEMHP). A quantificacdo do teor de astaxantina foi realizada com o auxilio de um
espectrofotometro (Shimadzu, UV mini-1240). Uma amostra de 1 mg de cada extrato
EEMHP foi dissolvida em 90% de acetona e as amostras foram analisadas com base na
densidade oOptica no comprimento de onda de 474 nm (DOs7s). Em seguida, o teor de

astaxantina foi determinado empregando-se a Equacdo 1 relatada por VO et al. (2016):

Astaxantina (mg.L™) = (DO474 x 7,0881) — 0,5904 (Equagéo 1)

3.2.1.6 Anélise via HPLC

A composicdo de carotenoides (S-caroteno, astaxantina e analogos) nos extratos
etanolicos das 1% 22 e 32 coletas nos experimentos controle (C), 1 (E1) e 2 (E2) foi
determinada usando uma amostra de cada um desses extratos. Inicialmente, solucdes (1
mg.mL™?) das amostras (extratos etandlicos, padrdo de s-caroteno da Sigma-Aldrich (Missouri,
EUA) e suco de cenoura) foram preparadas e filtradas através de um filtro de membrana de
PTFE, 0,22 um (Merck Millipore, Massachusetts, EUA). Os extratos de etanol foram
dissolvidos em metanol grau HPLC (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil), enquanto o f-caroteno e o
suco de cenoura foram dissolvidos em acetona grau HPLC (Dindmica). O suco de cenoura foi
previamente submetido a extracdo liquido-liquido com uma mistura 1:3 de diclorometano e
agua. Todas as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
usando um cromatografo Shimadzu modelo LC solu¢do 20A (Kyoto, Japdo) equipado com
uma coluna de fase reversa Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5u) da Phenomenex® (Calif6rnia,
EUA). O forno foi regulado a 40 °C, o volume de inje¢do de 20 pL e o detector de UV a 400
nm. Os eluentes foram (A) acetona e (B) metanol:H20 (9:1 v/v). A coluna foi eluida a um

fluxo de 0,8 mL.min"t com um programa de concentragdo gradiente para B de 80 a 20% por
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25 min, 20% por 10 min e 20 a 80% por 5 min. Por fim, os dados resultantes do HPLC-DAD
foram exportados como um arquivo do Microsoft Excel e, em seguida, foram construidos
graficos tridimensionais no MATLAB versdes R2010a para avaliar a composicdo das

amostras.

3.2.1.7 Andlise dos dados estatisticos

Box plots foram usados para analisar os experimentos realizados. Os box plots
fornecem uma melhor visualizagdo dos dados, permitindo avaliar as semelhancas e diferencas
dos experimentos em uma Unica variavel, como producao de biomassa e contagem de células,
analisadas neste trabalho. Para a avaliagdo de cada experimento sobre o crescimento da
biomassa de H. pluvialis, foi realizado um box plot para a massa ponderada apos o termino do
experimento e para os valores de absorbancia registrados em 600 nm durante todos os dias de
cultivo. E para avaliar a influéncia dos diferentes experimentos na contagem de células, foram
construidos box plots englobando todas as morfologias celulares e diferenciando as células
vegetativas das celulas encistadas presentes nos cultivos de H. pluvialis. Os box plots também
foram separados por dia de analise para melhor avaliar a cinética dos experimentos. Todas as
analises foram realizadas em ambiente R 4.3.0 utilizando o aplicativo de manipulacdo de
dados (DARZE et al., 2022), que esta disponivel gratuitamente no github https://github.com
/Leams-UERJ-apps.



33

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Otimizag&o do cultivo de H. pluvialis

3.3.1.1 Efeito do SC no crescimento da microalga H. pluvialis

Para determinar as condic¢Ges experimentais do tratamento de H. pluvialis com SC,
realizou-se um cultivo inicial com 5 replicatas, em frascos Erlenmayer de 2 L dispostos em
estante vertical (Figura 6). Neste experimento, também foi comparado a eficacia das
metodologias de obtencdo da densidade celular por contagem direta do nimero de células
empregando um hemocitdmetro Neubauer, sob um microscépio Optico, e a leitura da
absorbancia em 600 nm utilizando densimetro celular. Os perfis das curvas de crescimento
obtidas (Figura 7, p. 34), revelaram que os dados de ambas as metodologias apresentam boa
correlacdo. A interpretacdo dessas curvas mostra que o pico de crescimento das células no
estagio vegetativo ocorre em aproximadamente 17 dias, com absorbancia média de 0,73 e
densidade média de células vegetativas e encistadas de 49 x 10* e 8 x 10* células.mL™,

respectivamente.

Figura 6. Replicatas do cultivo de H. pluvialis para estudo cinético. Da esquerda para a direita
observa-se a cultura estoque, reator 2 (R2), reator 3 (R3), reator 5 (R5), reator 4 (R4) e reator
1 (R1).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 7. Curvas de crescimento de H. pluvialis obtidas por contagem do nimero de células
(esquerda) e pela leitura da absorbancia em 600 nm (direita). Na contagem das células
realizada no microscépio pode-se distinguir a sua morfologia no decorrer dos dias, desta
forma, para cada reator (R) curvas distintas foram tracadas para as células vegetativas (V) e

encistadas (E).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tendo como base os dados obtidos do estudo cinético, foi possivel determinar os
parametros de anélise e estimar o momento ideal para a introducdo de SC no experimento 2. E
valido salientar que, 0 aumento do nimero de reatores inviabilizou o cultivo de H. pluvialis
nas estantes verticais, tendo sido necessaria a adaptacdo de uma mesa de vidro para
homogeneizar as condi¢cGes de cultivo para os 45 reatores. No entanto, esta modificacao
refletiu no crescimento celular de H. pluvialis, onde as células expostas ao novo ambiente
passaram por um periodo de aclimatacdo, alterando assim, o dia em que os cultivos atingiram
0 seu pico de crescimento. Desta forma, a introducdo de SC no experimento 2 foi realizada
qguando a média da absorbancia das células do experimento controle atingiram valores
proximos a 0,73.

Para avaliar a distribuicdo dos valores de absorbancia dos experimentos controle
(C), 1 (E1) e 2 (E2) durante os 29 dias de cultivo, utilizou-se a analise grafica box plot
(Figura 8, p. 35). Nesta analise, os graficos apresentam formas de caixas, das quais podem ser
obtidas informagdes sobre mediana, primeiro e terceiro quartis dos dados. J& as linhas
verticais expressam o maior e o menor valor esperado dos resultados e os pontos isolados,
denominados outliers, representam 0s possiveis valores discrepantes. Além disso, a largura da

caixa permite avaliar a dispersao dos dados obtidos.
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Figura 8. Box plot da absorbéncia registrada em 600 nm para controle, experimento 1 e
experimento 2, respectivamente em vermelho, verde e azul. Os dias registrados sdo

destacados na figura e zero € 0 box plot para a biomassa ponderada.
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Fonte: Elaborada pela autora.

As andlises dos graficos box plot para as leituras de absorbancia do primeiro dia
de cultivo (Figura 9a, p. 36) mostram que as amostras submetidas ao E1 possuem os maiores
valores de absorbancia, quando comparadas a C e E2. Este comportamento € esperado, Visto
que o SC foi introduzido no meio de cultura de tais amostras. A partir do segundo dia de
cultivo, observa-se que os valores de absorbancia para E1 atingem um maximo e permanecem
aproximadamente constantes até o dia 26 (Figura 9c, p. 36). Os valores de absorbancia para os
reatores dos experimentos C e E2 crescem gradualmente no decorrer dos dias e exibem perfis
analogos até o dia 25 (Figura 9b, p. 36), passando a se diferenciar a partir do dia 26 quando o
experimento 2 € iniciado através da adicdo de SC nos 15 frascos Erlenmayer destinados ao
seu cultivo. E valido ressaltar que, esta data marca o inicio do estresse luminoso, parametro
adotado para estimular a transicdo das células do estagio vegetativo para o estagio de
hematocisto e, consequente, producgéo de astaxantina. A Figura 10 (p. 37) mostra o perfil das

culturas de H. pluvialis para os experimentos C, E1 e E2 no dia 26.
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Figura 9. Box plot da absorbéncia registrada em 600 nm para os experimentos controle (C), 1
(E1) e 2 (E2), respectivamente, em vermelho, verde e azul, para os dias 1 (a), 25 (b), 26 (c),
27 (d), 28 (e) e 29 (D).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A comparacéo dos graficos para os dias 26 (Figura 9c) e 27 (Figura 9d) revela as
modificacdes causadas pelo estresse luminoso. Apesar do aumento no valor de absorbancia,
nota-se que cada experimento exibiu um comportamento distinto frente a incidéncia luminosa.
A principal diferenca encontra-se no grau de dispersdo dos dados de absorbancia dos cultivos,
no qual a largura dos box plots de C e E1 mostram uma reducdo e de E2 um aumento
acentuado. A maior dispersao dos dados de E2 sugere que os cultivos estdo passando por um
processo de transicdo para maiores valores de absorbancia, indicando que a abundancia
nutricional promovida pela introducdo de SC influencia o crescimento da microalga.

Por fim, os graficos dos dias 28 (Figura 9e¢) e 29 (Figura 9f) refletem as
absorbancias dos cultivos quando aproximadamente metade das células atingem o estagio
encistado. Os dados revelam que, no ultimo dia de cultivo (dia 29) os valores de absorbancia
dos experimentos 1 e 2 sdo superiores ao do experimento controle, indicando que a introdugédo
de SC influencia o crescimento da microalga H. pluvialis e é independente da etapa em que
sdo introduzidos no meio de cultura. No entanto, ao comparar os resultados dos experimentos
1 e 2 observa-se que E2 se destaca por atingir maiores valores de absorbancia, sendo um

indicio de que a introdugdo de SC no pico de crescimento causa maior acimulo de biomassa.
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Figura 10. Fotos de frascos Erlenmeyer de uma replicata de cada um dos experimentos (E1, C
e E2) no pico de crescimento (dia 26) da microalga.

Fonte: Elaborada pela autora.

A diferenciacdo da morfologia e contagem do nimero de células no estagio
vegetativo (Figura 11a) e encistado (Figura 11b) de H. pluvialis foi realizada através das
analises em microscopio dptico de aliquotas de 1 mL preservadas em lugol e recolhidas nos
dias 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 26, 27, 28 e 29 dos experimentos controle, 1 e 2. As células no
estagio encistado diferenciam-se das células no estagio vegetativo por terem a forma
arredondada, auséncia dos dois flagelos e presenca de uma parede celular espessa. Os dados
da contagem do numero de células totais, vegetativas e encistadas de C, E1 e E2 foram
esbocados em graficos box plots (Figura 12, p. 38). O perfil desses graficos (Figuras 14b e
14c, p. 43) nos revelam que a populacdo de células encistadas aumentam a partir do dia 26 em
todos os cultivos, confirmando a eficiéncia do estresse luminoso na transicdo das células do

estagio vegetativo para o estagio de hematocisto.

Figura 11. Imagens microscépicas da célula no estado vegetativo (a) e encistada (b) da

microalga H. pluvialis preservadas em lugol.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 12. Box plot do nimero de células dos dias 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 26, 27, 28 e 29. Os
primeiros onze box plots sdo os resultados para controle, seguidos por onze box plots para o
experimento 1 e por onze box plots para o experimento 2. Em (a) os box plots foram
construidos com células vegetativas e células encistadas; Em (b) incluem apenas as células

vegetativas; Em (c) incluem apenas as células encistadas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A anélise dos graficos da Figura 12 revela que os controles possuem o maior
nimero de células durante o experimento, com exce¢cdo do dia 29, cujos cultivos do
experimento 2 excedem o seu valor. Este resultado nos permite concluir que o aumento do
nimero de células ndo é o principal fator responsavel pelo aumento dos valores de
absorbéancia para E1 e E2. Isto é confirmado pela comparacdo da morfologia das células do
controle com as células tratadas com SC, onde as células vegetativas de E1 diferenciam-se
das células vegetativas do controle por desenvolverem vacuolos em seu citoplasma (Figura
13).

Figura 13. Fotos comparativas das células vegetativas do controle (a) e do experimento 1 (b)

preservadas em lugol.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O processo de vacuolizagéo influencia nos valores de absorbancia por causar um
aumento da area de superficie por unidade do citoplasma, ou seja, a presenga do vacuolo
promove um aumento do tamanho das células e maior distorcdo do seu formato
aproximadamente esférico (RAVEN, 1987). Além disso, sob condi¢cGes de saturagdo de
recursos, o processo de vacuolizacdo promove uma reducdo da taxa de crescimento especifica
maxima, motivo que explica a diferenca do nimero de células presentes nos cultivos E1 e E2
em relacdo ao C (RAVEN, 1987).

O dinamismo dos vacuolos confere beneficios as células, englobando tanto o
acumulo vacuolar de metabdlitos secundarios que auxiliam na sua adaptacdo a estresses
ambientais, quanto a sua participacdo ativa em processos biossintéticos como local de
biossintese de metabdlitos especializados (SHITAN; YAZAKI, 2019). Estas caracteristicas
estdo associadas aos resultados obtidos para os valores de biomassa e teor de astaxantina dos
experimentos C, E1 e E2.

A afericdo da biomassa seca para os cultivos em C, E1 e E2, nos trés pontos de
coleta, foram expressos na forma de graficos box plots (Figura 14, p. 40). Os dados das
massas agrupadas estdo em concordancia com a discussdo realizada para os valores de
absorbéancia obtidos nos dias 26, 27 e 29, que correspondem, respectivamente, a 1%, 2% e 32
coleta. Nota-se que, dentre os trés experimentos, o grafico para E1 revela um menor valor
esperado proximo a 0,4 g, contrastando com os graficos de C e E2, os quais possuem valores
esperados menores (préximos a 0,2 g). Este dado indica que na 1% coleta, os valores de
biomassa para as células do experimento 1 foram superiores aos de C e E2. A Figura 15 (p. 40)
mostra a coloracdo das biomassas dos experimentos na 1% coleta. Sugere-se que a coloracao
avermelhada observada em E1 deve-se ao acumulo de metabolitos secundarios do SC nos
vacuolos das suas células vegetativas, pois existem mais células no estagio vegetativo do que
hematocisto no dia 26 (Figura 12b e 12c, p. 38). Outra informacéo importante esta vinculada a
menor largura do gréafico de E1, que é um indicativo de que o grau de dispersdo foi pequeno,
ou seja, ndo ocorreu um aumento significativo no valor da biomassa apds o estresse luminoso.
Em contrapartida, os graficos de C e E2 apresentam larguras elevadas, consequentemente,
maiores dispersdes e aumentos significativos nos valores de biomassa entre as coletas. Ao
comparar 0s maiores valores esperados dos graficos de E1 e E2, observa-se que ambos 0s
experimentos atingem valores superiores ao controle, porém E2 se destaca por exibir uma

biomassa superior a 0,6 g.
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Figura 14. Box plot da biomassa (em gramas) para controle, experimento 1 e experimento 2,

respectivamente em vermelho, verde e azul.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 15. Foto das placas de Petri contendo as biomassas dos experimentos controle, 1 e 2 na

12 coleta.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.1.2 Efeito do SC no acumulo de astaxantina

Para comparar o acimulo de astaxantina nas celulas da microalga H. pluvialis
entre os cultivos de C, E1 e E2, quantificou-se o teor de astaxantina e obteve-se o fingerprint
dos extratos etanolicos. A partir dos extratos etandlicos (EEMHP) provenientes da biomassa
seca dos 45 frascos Erlenmeyer, foi possivel determinar o teor de astaxantina das células de H.
pluvialis empregando-se a metodologia descrita na literatura (VO et al., 2016). A média do
teor de astaxantina dos experimentos controle, 1 e 2, para cada coleta, foram agrupados no
grafico de barras ilustrado na Figura 16.

Figura 16. Teor de astaxantina (ppm) nos extratos etandlicos (EEMHP) das biomassas

geradas nos experimentos controle, 1 e 2.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados deste grafico mostram que a suplementacdo do meio de cultura da
microalga com SC aumenta o teor de astaxantina, independentemente do momento em que é
adicionado. Quando comparados com a média do controle na terceira coleta, 0s experimentos
1 e 2 resultaram num acréscimo de 78,1 e 60,9% no teor de astaxantina, respectivamente.

Visando uma andlise mais apurada da composicdo dos carotendides (5-caroteno,

astaxantina e andlogos), foram obtidos fingerprints para um padrdo de g-caroteno, SC e
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extratos etandlicos nos trés pontos de coleta usando a metodologia descrita na se¢do 4.1.6.
Fingerprint € uma metodologia analitica que utiliza impressdes digitais instrumentais para
obter informacGes sobre uma caracteristica de um material ligada a sua composi¢do quimica
(CUADROS-RODRIGEZ et al., 2021). Para uma melhor visualizagdo e consequentemente
uma melhor comparagdo entre os espectros de fingerprint HPLC-DAD, selecionou-se o
comprimento de onda de absorcdo de 350-600 nm para os cromatogramas 3D e 500 nm para
0s cromatogramas 2D e o intervalo de tempo de retencdo de 20-32 min, por ser uma regiao
que possui maior variagdo no perfil e maior variancia, conforme mostra a Figura 17. Os
comprimentos de onda escolhidos sdo proximos aos de maior absor¢do tanto para astaxantina
(489 nm) (HU et al., 2019) quanto para o padrao de S-caroteno (454 nm) (SONG; LU, 2023).
Os cromatogramas 2D na faixa de 0-40 min podem ser vistos na Figura 18 (p. 43).

Figura 17. Espectros de fingerprint HPLC-DAD da sobreposicdo de cromatogramas 2D de
extratos etanolicos de C, E1 e E2 para cada coleta, SC e padrdo de p-caroteno. E 0s
cromatogramas 3D individuais do EEMHP de C, E1 e E2 da 1?3 2% e 3? coleta.
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Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com PURKIEWICZ et al. (2020), o suco de cenoura da variedade
laranja € composto pelos carotendides: luteina, zeaxantina, a-caroteno, 13-cis-f-caroteno e S-

caroteno. Dentre os precursores biossintéticos da astaxantina (zeaxantina e f-caroteno), o -
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caroteno esté presente de forma majoritaria (55-56%). Assim, para comprovar a presenca de

[S-caroteno no SC utilizado neste trabalho, foi realizada uma comparacdo dos espectros de

fingerprint HPLC-DAD das respectivas amostras (Figura 19). A sobreposicdo dos

cromatogramas 2D revelaram a presencga de um pico em SC com alta intensidade no mesmo

tempo de retencdo do padrdo de p-caroteno (29,18 min) e o perfil exibido pelos

cromatogramas 3D para cada amostra mostrou que esse pico possui um espectro de absorgédo

UV-vis semelhante a do padrdo de f-caroteno, cujo perfil exibido esta em concordancia com o

espectro de absorgdo UV-vis do p-caroteno relatado na literatura (SONG; LU, 2023). Tais

resultados confirmam a presenca de S-caroteno em SC.

Figura 18. Espectros de fingerprint HPLC-DAD da sobreposicdo de cromatogramas 2D de

extratos etanolicos de C, E1 e E2 para cada coleta no intervalo de 0-40 min.
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Figura 19. Espectros de fingerprint HPLC-DAD da sobreposicdo de cromatogramas 2D de

padrdo SC e S-caroteno. E os cromatogramas 3D individuais do padréo f-caroteno e SC.
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A presenca de p-caroteno em culturas de H. pluvialis foi analisada pela

sobreposicao de cromatogramas 2D dos extratos etanolicos da 12 22 e 32 coleta de C, E1 e E2,



44

SC e padréo de p-caroteno (Figura 17, p. 42). Os resultados obtidos mostram que a presenga
de p-caroteno nos extratos etandlicos € muito pequena, sugerindo uma alta velocidade de
conversdo de S-caroteno em seus produtos biossintéticos (Figura 4, p. 28).

Em relacdo aos cromatogramas 3D do EEMHP para as 12 22 e 32 coletas de C,
El e E2, a presenca de astaxantina e seus analogos pode ser detectada pela presenca de picos
com espectro de absorcdo UV-vis semelhante ao da astaxantina relatado na literatura (HU et
al., 2019) (Figura 17, p. 42). Os cromatogramas 3D da 12 coleta mostram que apenas E1
apresenta picos (24,92 min; 25,29 min; 25,63 min) com espectro de absor¢cdo UV-vis
semelhante ao da astaxantina relatado na literatura, ou seja, a adicdo de SC no inicio do
cultivo e a subsequente formacdo de vacuolos dentro das células de H. pluvialis fez com que
as células dessa microalga iniciassem a producéo de astaxantina e andlogos antes do estresse
luminoso. Embora esta caracteristica possa estar associada a uma reducdo no numero total de
células (Figura 12, p. 38), ela ndo gera impactos negativos no valor da biomassa de E1
(Figura 14, p. 40).

Os cromatogramas 3D da 22 coleta revelam a presenca de picos em E1 (22,43 min;
23,71 min; 25,02 min) e E2 (22,78 min; 24,08 min; 25,40 min) com espectro UV-vis
semelhante ao da astaxantina relatado na literatura. A presenca de bandas caracteristicas de
astaxantina em E2 sugere que a adicdo de SC no inicio do estresse luminoso acelera e
aumenta a producdo de astaxantina, uma vez que o perfil cromatogréafico de E2 difere de C. E
por fim, nos cromatogramas 3D do 3% coleta é possivel observar a presenca de picos com
espectros de absorcdo UV-vis semelhantes ao da astaxantina descrito na literatura em todos os
experimentos (C: 22,67 min; 24,18 min; 25,18 min, E1: 22,65 min; 23,96 min; 25,27 min e
E2: 22,36 min; 23,68 min; 24,99 min). Porém, quando analisamos a sobreposicdo dos
cromatogramas 2D para os experimentos da 3?2 coleta, a varia¢do na intensidade desses picos

se torna evidente.

A intensidade do pico € diretamente proporcional a quantidade de uma substancia
em uma amostra, desta forma, a ordem crescente dos experimentos em relacdo a maior
composicao de astaxantina e seus analogos na 12 coleta corresponde a C~E2 <Elena2ie
32 coletas equivalem a C < E2 < E1. Comparando esses resultados com os valores do teor de
astaxantina obtidos por espectroscopia (Figura 16, p. 41), eles seguem a mesma tendéncia, ou
seja, as metodologias apresentam uma boa correlagdo e mostram que a adicdo de SC nas
culturas de H. pluvialis aumenta a acimulo de astaxantina nas células, principalmente quando

adicionada no inicio da cultura.
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4 CAPITULO 2 - NANOENCAPSULAMENTO DOS EXTRATOS PARAAUMENTO
DA ESTABILIDADE

4.1 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

4.1.1 Encapsulamento da astaxantina

Todas as tecnicas que consistem no revestimento de substancias puras ou misturas
sensiveis a fatores externos (material de nicleo) por outro componente que atua como uma
barreira protetora (capsula ou material de parede) sdo denominadas de encapsulamento
(GONZALEZ-PENA et al., 2023). Por ser capaz de aprisionar dentro de matrizes poliméricas
extratos sensiveis a fatores ambientais (temperatura, luz) e a condi¢Ges de processamento (pH,
tratamentos térmicos e interacdo com outras moléculas), o encapsulamento surge como
estratégia viavel e eficaz para proteger e liberar em condicdes especificas compostos bioativos
provenientes de extratos de diferentes especies vegetais e micro-organismos (FRANCO;
ARAZO; BENEVIDES, 2023).

Dentre as espécies de micro-organismos existentes, a microalga Haematococcus
pluvialis € constituida por carotendides de alto valor agregado para as industrias de diferentes
segmentos (Capituto 1, Topico 3.1.3, p. 23). Porém, o uso dos carotendides nas indudstrias
cosméticas e de alimentos € limitado devido a sua baixa biodisponibilidade, insolubilidade em
agua, altos pontos de fusdo e baixa estabilidade frente a fatores ambientais (luz e calor) e
quimicos (radicais livres, oxigénio e metais) (GONZALEZ-PENA et al., 2023). Neste caso, 0
encapsulamento pode promover melhorias na estabilidade, armazenamento, manuseio e
eficdcia dos carotendides devido a sua capacidade de retardar a degradacéo quimica através da
formacdo de uma barreira protetora que isola os carotendides do ambiente externo, de
aumentar a compatibilidade dessas moléculas fortemente hidrofébicas com matrizes
hidrofilicas e de mascarar odores e sabores desagradaveis associados aos carotendides
provenientes das microalgas (HAMED et al., 2023).

Em relacdo ao preparo das formulagbes de carotendides, as emulsdes sao
amplamente utilizadas (GONZALEZ-PENA et al., 2023). Miniemulsbes, também
denominadas nanoemulsdes, sdo sistemas heterogéneos criticamente estaveis preparados por
forcas intensas de cisalhnamento (por exemplo, alta pressdo ou irradiagdo ultrassdnica) de dois
liquidos imisciveis. Caracterizadas pela baixa polidispersividade, essas dispersdes geram

emulsBes nanoestruturadas quando surfactantes (aniénicos, catibnicos ou ndo aniénicos) sdo
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adicionados ao componente lipofilico e a fase continua. Para formar as nanocépsulas
poliméricas sdo realizadas reacGes de polimerizacdo com espécies anfifilicas na interface da
nanogota. As nanocépsulas poliméricas obtidas via sintese em nanoemulséo apresentam como
vantagem o elevado grau de controle sobre a microestrutura polimérica, visto que o tamanho
da nanogota controla a quantidade de reagente e € alcancada pela exploracdo da polimerizacdo
radicalar controlada (DE OLIVEIRA; FECHINE; FECHINE, 2020).

Nos ultimos anos, houve uma amplificacdo do uso tdpico da astaxantina visando
promover beneficios cosméticos e sanar problemas dermatoldgicos, como: inibicdo da sintese
de melanina, fotooxidacéo, fotoenvelhecimento, supressdo da hiperpigmentacdo e protecédo
contra o cancer de pele (GU et al., 2023). Entretanto, a insolubilidade em agua e a baixa
biodisponibilidade podem restringir a absorcdo pela pele da astaxantina. Associado a isto, a
estrutura altamente insaturada dessa molécula facilita o seu processo de degradacdo durante o
armazenamento e processamento. Uma alternativa para resolver essa problematica consiste no
processo de nanoencapsulamento da astaxantina (GU et al., 2023). A analise da literatura
sobre este tdpico sugere que as tecnologias de encapsulamento apresentam elevado potencial
para melhorar a funcionalidade da astaxantina e dos extratos lipidicos que a contém, seja
como um bioativo ou um ingrediente tecno-funcional (MARTINEZ-ALVAREZ; CALVO;
GOMEZ-ESTACA, 2020).

4.1.2 Envelhecimento da pele e as atividades antioxidante e fotoprotetora

Um dos principais fatores responsaveis pelo envelhecimento da pele consiste na
exposicdo a radiacdo solar. A radiacdo ultravioleta (UV) estimula a formacéo de radicais livres
que sdo responsaveis pelo estresse oxidativo e estdo diretamente relacionados com as
mutacbes e o fotoenvelhecimento. O fotoenvelhecimento é um processo cumulativo
influenciado pela frequéncia de exposi¢do ao sol e a pigmentacdo da pele. Dependendo da
radiacdo que a pele é exposta, diferentes danos podem ser causados. Por exemplo, a radiacéo
UVA quando penetra atraves da epiderme até a derme danifica o tecido conjuntivo e a matriz
extracelular promovendo perda de elasticidade, hidratacdo e firmeza da pele. J& a absorcéo da
radiacdo UVB é realizada na epiderme por moléculas de aminoacidos aromaticos de DNA,
RNA e proteinas, causando efeitos de maior gravidade, como danos diretos ao DNA, eritema,
espessamento do estrato corneo, melanogénese e fotoimunossupressdo, além disso, quando
absorvida pelas bases de DNA e RNA geram varias mutacdes e afetam a sintese proteica
celular (CANDIDO et al., 2022).
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Desta forma, proteger a pele dos efeitos nocivos da radiacdo UV se tornou uma
necessidade. Atualmente, existem diferentes formas de realizar esta atividade, porém a mais
popular consiste na aplicacdo tdpica de produtos que contenham moléculas capazes de
absorver ou refletir essa radiagdo solar. Esta diferenca no mecanismo de reagdo divide as
moléculas em agentes inorganicos e organicos, no qual, os protetores solares inorganicos
atuam refletindo e dispersando a radiacdo UV e visivel e os organicos absorvem a radiacdo
UV e reemitem energia na forma de calor ou luz. Os compostos naturais possuem beneficios
que conferem protecdo adicional frente as moléculas inorgénicas porque além de serem
capazes de absorver tal radiagdo, podem exibir outras propriedades bioldgicas, como a
atividade antioxidante (SAEWAN; JIMTAISONG, 2015).

Os antioxidantes sdo substancias de origem natural ou sintética capazes de
prevenir ou retardar o dano oxidativo celular. No qual, os recentes esforcos para o
desenvolvimento de produtos ecologicamente corretos, ndo toxicos e de origem natural
favorece a busca e obtencdo de antioxidantes naturais que possam substituir os de fonte
sintética. Em relacdo as fontes naturais dessas substancias, as microalgas apresentam maior
capacidade de producdo quando comparadas as plantas, onde uma Unica espécie é capaz de
produzir uma grande variedade de antioxidantes, como clorofila, vitaminas, flavonoides,
polifendis, esterois e carotendides (MARTINEZ-RUIZ et al., 2022).
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Preparacao das nanocépsulas poliméricas

4.2.1.1 Obtencdo do extrato etandlico da microalga H. pluvialis (EEMHP) para

nanoencapsulamento

O preparo de EEMHP para posterior nanoencapsulamento foi realizado
empregando 10,1309 g da biomassa seca de H. pluvialis. A biomassa foi dispersada em 500
mL de etanol, homogeneizada por 5 min em um banho sonicador e submetida ao processo de
ultrassom de sonda. O equipamento de ultrassom foi ajustado para um tempo de 15 min
(pulso 5s on e 5s off), amplitude de 40% e termopar com 50 °C (temperatura maxima).
Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 min e ap6s coleta do
sobrenadante, o solvente do mesmo foi removido por um rotaevaporador, sendo obtido 1,5784
g de EEMHP, perfazendo um rendimento de 15,6%.

4.2.1.2 Fracionamento do extrato etanolico da microalga H. pluvialis

Uma aliqguota de EEMHP (181,8 mg) foi submetida a um tratamento
cromatografico em uma coluna sob média presséo (flash) denominada Cr (L=14,0cme @ =
2,0 cm), utilizando 15,9754 g de gel de silica como adsorvente e diclorometano,
diclorometano:metanol (95:5) e metanol como eluentes, que foram evaporados em evaporador
rotatério sob pressdo reduzida. ApoOs analisar as fragdes coletadas por cromatografia em
camada delgada (CCD) foram obtidas 5 fracbes reunidas, cujos dados estdo descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Dados do fracionamento cromatografico de EEMHP (Cg)

Fracdes Cédigo \Volume Massa Rendimento
(mL) (mg) (%)
Diclorometano 1 FD1 200 14,0 7,7
Diclorometano 2 FD2 100 7.9 43
Diclorometano:Metanol
(0)
(95:5)_1 FDM5% 1 150 53,3 29,3
Diclorometano:Metanol
(0)
(95:5)_2 FDM5% 2 50 19 1,0
Metanol FMeOH 150 100,0 55,0
Total 1771 97,3

Fonte: Elaborada pela autora.
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Por apresentarem 0s maiores rendimentos as frages diclorometano:metanol

(95:5) 1 e metanol foram selecionadas para realiza¢do dos ensaios bioldgicos.

4.2.1.3 Ensaios bioldgicos

4.2.1.3.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante dos compostos foi avaliada atraves do método do
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), descrito por BRAND-
WILLIANS (1995), com modificagdes de HEGAZI (2002). A reacdo baseia-se na captura de
hidrogénio presente na substancia oxidante pela molécula DPPH, produzindo um composto
estavel (Figura 20).

Figura 20. Reacdo de captura de hidrogénio presente na substancia oxidante (AH) pela
molécula de DPPH.

O,N O,N
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Fonte: Elaborada pela autora.

Partindo de uma solugdo metandlica de 0,25 mg.mL™ das amostras EEMHP,
FDM5% 1 e FMeOH, preparou-se, através de diluicBes sucessivas, solucdes com
concentragBes variando de 0,01563 a 0,0002439 mg.mL™. Apos aferir a absorbancia das
mesmas (AbSamostra) adicionou-se DPPH 60 uM em cada solucdo. A reacdo foi incubada sob
auséncia de luz, em temperatura ambiente, durante 30 min. Em seguida, cada solucdo foi
transferida individualmente para uma cubeta de quartzo e realizou-se as leituras de
absorbancia em um espectrofotbmetro da marca Shimadzu, modelo UV mini-1240.
Previamente, o equipamento foi calibrado com metanol PA da marca Synth®, ajustado para
um comprimento de onda (A) em 515 nm e a medida da absorbancia do branco (AbSpranco) fOi
realizada com a mistura de 2 mL de metanol e 2 mL da solu¢do de DPPH. Realizou-se todo

procedimento em triplicata utilizando é&cido cafeico e o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) como padrGes positivos. E a porcentagem de

atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a Equagéo 2.

Absbranco

AA% = [1 - ( )] x 100 (Equagao 2)

AbSDPPH - Absamostra

Por fim, os valores de Clso (concentracdo do antioxidante necessaria para reduzir
em 50% a quantidade inicial de DPPH) tanto das amostras como do Trolox foram
determinados através da andlise da regresséo linear das curvas de concentragdo em mg.mL™

versus porcentagem da atividade antioxidante.
4.2.1.3.2 Fator de Protecdo Solar (FPS)

A metodologia para determinacdo do fator de protecéo solar (FPS) de EEMHP,
FDM5% 1 e FMeOH foi adaptada de MBANGA et al. (2014) e tem como base a analise
espectrofotométrica (espectrofotometria no ultravioleta) de solucgdes diluidas. Partindo de uma
solugdo mae com concentragdo de 0,2 mg.mL? de EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH
preparou-se por diluicdes sucessivas nove solucdes etandlicas com concentracdo variando de
0,035 a 0,024 mg.mL™. Em seguida, as amostras foram analisadas em um espectrofotdmetro
(Shimadzu, modelo UV mini-1240) utilizando uma célula de quartzo de 1 cm e etanol como
branco. Os dados obtidos permitiram determinar o coeficiente de absortividade molar (€) de
cada amostra e utilizando a lei de Lambert-Beer (Equacdo 3) pode-se calcular as absorcdes de
190 a 1100 nm para a concentragéo de 0,2 mg.mL™* de EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH.

A = ebc (Equagdo 3)

Em que, &: coeficiente de absortividade molar, b: comprimento do caminho 6ptico (distancia
que a luz percorre a solugdo) e c: concentracao do analito.

Por fim, selecionou-se os dados de absorcdo na faixa de 290 a 320 nm, com
intervalo de 5 nm, para serem aplicados na equagdo de Mansur (Equacdo 4), cujo resultado
corresponde ao FPS para o extrato e fragdes analisadas. Os valores de EE x | utilizados nesta

equacao sdo constantes e foram pré-determinados por SAYRE et al., 1979.

320
FPSEspectrofotométrico =C(CF X ZZ‘)OEE(;{) X I(;{) X Abs(/l)(Equagéo 4)
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Onde CF: fator de corregdo (=10); EE: espectro de efeito eritematoso; I: espectro de

intensidade solar e Abs: absorbancia da amostra.

4.2.1.4 Nanoencapsulamento do EEMHP e FDM5% _1

4.2.1.4.1 Sintese das nanocéapsulas via nanoemulsao

As nanocépsulas de Pluronic F127-bPEI foram sintetizadas através da reticulacdo
polimérica ou crosslinking, empregando como estratégia metodoldgica o processo de
nanoemulsdo, adaptado de ZHANG et al., (2010) e ilustrado na Figura 21 (p. 52).
Primeiramente, a fase organica (FO) foi preparada com 5 mg de ativo hidrofébico, EEMHP e
FDM5% 1, dissolvido em 400 pL e 300 pL de acetona, respectivamente, seguido da adicéo
em 1 mL de acido oléico, no qual foi introduzido em banho ultrassénico por 30 mina 25 °C. A
fase aquosa (FA) foi preparada pela solubilizacdo de 108 mg do surfactante Pluronic
F127COOH (copolimero tribloco carboxilado F127) (0,0084 mmol) em 19 mL de agua
destilada, acompanhada por agitacdo magnética durante 20 min a 25 °C. Decorrido o preparo
das duas fases imisciveis, a FA foi vertida na FO, no qual o sistema foi submetido a pré-
homogeneizacao sob agitacdo magnética por 20 min. Finalizado este procedimento a emulséo
foi submetida ao processo de ultrassonicacdo de sonda utilizando banho de gelo e com regime
de pulso de 2 s on e 1 s off durante 3 min, amplitude de 50% e temperatura maxima de 90°C.

Apos a irradiacao ultrassonica, 4,83 mg de EDC (Cloridrato de (3-Dimetilamino-
propil)-etil-carbodiimida) (0,0252 mmol) e 5,80 mg de NHS (N-hidroxissuccinimida) (0,0504
mmol), dois agentes reticulantes, foram dissolvidos em 1 mL de agua e adicionados na
nanoemulsdo sob agitacdo por 30 min. Em seguida, para ocorrer o crosslinking foram
adicionados gota a gota na nanoemulsdo a solucdo preparada pela dissolucdo de 210,00 mg de
b-PEI (polietilenoimina) em 4 mL de agua. Visando a completa reticulacdo polimérica, e
consequente formacdo das nanocéapsulas, NC-EEMHP e NC-FDM5% 1, o sistema foi
mantido sob agitacdo magnética por 24 h a 25 °C.

Por fim, ambas as nanocapsulas foram purificadas para remocdo do EDC e
residuos de polimero ndo reticulado, onde aliquotas de 4 mL de cada material foram
dialisadas empregando uma membrana de 50kDa imersa em aproximadamente 2L de agua
destilada. Este procedimento teve duracdo de 24h, com a troca da agua destilada decorrido 3h
para NC-EEMHP e 12h para NC-FDM5% 1. E valido salientar que as nanocépsulas foram

protegidas da luz e armazenadas em frascos ambar a temperatura ambiente.
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Figura 21. Representacdo da sintese das nanocapsulas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Apos a obtencdo das formulacdes, caracterizou-se as nanocapsulas, NC-EEMHP
e NC-FDM5% 1, pelo tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta
através da técnica de espalhamento de luz hidrodinamico (DLS); e pela analise estrutural por
meio da Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR); andlise da
morfologia via Microscopia de Forca Atémica (AFM); além disso, realizou-se a determinacao
do teor de sélidos (%TS).

4.2.1.5 Caracterizacéo
4.2.1.5.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas em um equipamento Perkin Elmer, modelo
16 PC, no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC. As amostras foram

maceradas em um almofariz de agata e prensadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr)

sob pressdo de 8 t e os espectros foram registrados no intervalo de 4000 a 400 cm™ em uma
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resolugdo de 4 cm™.

4.2.1.5.2 Tamanho de particula, indice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta

A distribuicdo de tamanho das particulas e o indice de polidispersividade (PDI)
foram determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons (ECF) e o potencial zeta por
anometria laser Doppler, utilizando o Zetasizer Nano ZS (Malvern®) do laboratério de
materiais funcionais avancados (LAMFA), localizado no departamento de fisica da UFC.
Ambos os procedimentos foram realizados em triplicata a 25 °C e as amostras, NC-EEMHP e
NC-FDM5% 1 foram diluidas em agua ultrapura (Milli-Q) na propor¢édo 1:100 V/V e 1:200
VIV, respectivamente. Visando a determinagdo do didmetro médio e PDI, transferiu-se cada
amostra para uma cubeta de poliestireno e as medidas efetuadas com angulo fixo de deteccédo
a 90°. Em relacdo as analises do potencial zeta as amostras foram depositadas em uma cubeta
potencial zeta. E valido ressaltar, que os valores obtidos para cada analise correspondem a

média £ desvio padrdo de dez medidas da formulacdo das nanocépsulas.

4.2.1.5.3 Microscopia de forca atbmica (AFM)

A morfologia das nanocapsulas foi observada utilizando o microscépio da Central
Analitica da Universidade Federal do Ceard, Asylum MFP 3D Bio, operando em modo
tapping, equipado com pontas de silicio fabricadas pela NanoWorld, com frequéncia de
ressonancia de 350 MHz e constante de forca de 42 N/m. As amostras foram preparadas,
diluindo-se as nanocapsulas dispersas em agua MiliQ na proporcéo (1:400) (NC:agua MiliQ)
(v/v) sendo posteriormente depositadas sobre um substrato de silicio e secas a temperatura

ambiente.

4.2.1.6 Teor de so6lidos

Para determinar a concentracdo das nanocapsulas, NC-EEMHP e NC-
FDM5% 1, presentes em g/g de solucdo antes e depois da dialise foi realizado o calculo do
teor de sdlidos através da Equacdo 5 (p. 54). O procedimento foi feito da seguinte forma:
inicialmente pesou-se um Eppendorf® vazio (mi), em seguida, pesou-se 0 mesmo
Eppendorf® contendo 1 mL da solugdo (mg), por fim, as amostras foram congeladas,

liofilizadas e o Eppendorf® foi pesado novamente (msz).
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ms — My N
———— x100 (Equagdo 5)

m; —my

%TS =

4.2.1.7 Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento dos ativos

A eficiéncia de encapsulamento (%EE) permite avaliar quantitativamente a
eficacia da sintese das nanocépsulas, através da obtencdo dos valores de ativo encapsulado em
termos de concentragdo. Inicialmente EEMHP e FDM5% 1 foram submetidos a uma
varredura no espectrofotometro (Shimadzu, UV mini-1240) visando determinar 0s
comprimentos de onda maximos (Amax) dos ativos presentes nas amostras encapsuladas. Em
seguida, uma curva de calibracdo foi determinada para cada amostra, na qual as leituras das
absorbéancias das solu¢des com concentracao de 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625 e 0,003125
mg.mL™ no Amsx permitiram a obtencéo de ambas as equacdes da reta.

Para quantificacdo dos valores de %EE de NC-EEMHP e de NC-FDM5% 1, as
respectivas dispersdes das nanocapsulas foram centrifugadas a 5100 rpm durante 60 min em
temperatura ambiente. Apos a coleta dos sobrenadantes, os mesmos foram liofilizados e
solubilizados em metanol para as subsequentes leituras de absorbancia em triplicata. O

calculo de %EE foi realizado utilizando a Equacéo 6.

[Ativototal] - [Ativosobrenadante]
%EE = 100% (E do 6
/0 [Ativototal] ¥ /0 ( quagao )

Onde [Ativowta] € a concentragdo de ativos na dispersdo de nanocépsulas e
[AtivoSsobrenadante] € @ concentracao de ativos no sobrenadante.

O célculo da capacidade de carreamento (CC) foi feito empregando a Equacdo 7
levando em consideracdo a massa de EEMHP e FDM5% 1 encapsulado e massa de

polimero (bPEI) utilizada na formulagédo da sintese.

%CC = Massa de ativo encapsulado (mg) 100% (B s
T Massa de polimero (mg) X 0 (Equagdo 7)
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4.2.1.8 Estudo da estabilidade de NC-FDM5% _1 frente a variacéo de pH

A estabilidade de NC-FDM5% _1 foi avaliada empregando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern®) através da obtencéo dos valores do diametro meédio das particulas, do indice de
polidispersividade e do potencial zeta. Desta forma, solucbes de NaOH e HCI com pH
variando de 2 a 12 foram preparadas e utilizadas para diluir a solucdo de NC-FDM5% _1 na
proporcao de 1:100 V/V. As solugdes obtidas foram analisadas de acordo com o procedimento
descrito no tépico 4.2.1.5.2.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Ensaios bioldgicos

4.3.1.1 Andlise da atividade antioxidante

Os valores de Clso obtidos na determinagdo da atividade antioxidante para
EEMHP, FDM5% 1, FMeOH e dos controles positivos encontram-se agrupados na Tabela
4. Para interpretar os dados dessa tabela deve-se ter o conhecimento de que quanto menor o
valor de Clso mais poderosa é a atividade antioxidante. Desta forma, a comparacao dos valores
de Clspentre os padrdes e as amostras testadas revelam se EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH
apresentam potencial sequestrador de radical. Portanto, pode-se concluir que as amostras
analisadas possuem compostos que inibem ou retardam a oxidagé@o por inativacdo de radicais
livres, pois quando comparadas com o acido caféico, EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH,
exibiram um valor de Clso inferior, ou seja, possuem uma atividade antioxidante superior a
dessa substancia. E em relacdo ao trolox, a FMeOH apresentou maior proximidade com o
valor de Clspdeste padrdo positivo, com uma variagdo de 35,9%. Além disso, os resultados
obtidos foram consistentes com o valor de Clso de 5,15 ppm relatado por AL-TARIFI et al.

(2020) para a astaxantina extraida da microalga H. pluvialis com metanol.

Tabela 4. Dados de Clso para EEMHP, FDM5%_1, FMeOH e dos controles positivos

Amostra Clso (ppm) Desvio Padréo
EEMHP 5,386 +1,0771
FDM5% 1 6,812 +0,6188
FMeOH 3,536 +0,7272
Trolox 2,602 +0,2033
Acido caféico” 8,000 +0,0003

*HEGAZI, A. H.; ABD EL HADY, F. K., 2002.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1.2 Fator de Protecdo Solar (FPS)

Os valores de FPS para EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH foram agrupados na
Tabela 5 (p. 57). Nota-se que dentre as amostras testadas, FDM5% 1 e EEMHP possuem o0s
valores de FPS mais elevados indicando o potencial da incorporagdo dessa fracdo e extrato em
formulacbes cosméticas, pois quanto maior o FPS, maior serd a protecdo contra os efeitos
nocivos dos raios UV. Trabalhos como o de ZAKARIA, ZAMZURIE E HARITH (2021)
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mostram que a incorporacdo em creme protetor solar de 0,5 e 1% do pigmento astaxantina
extraido da microalga H. pluvialis melhoram significativamente o valor de FPS do produto

cosmético.

Tabela 5. Valores de FPS para EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH

Amostra FPS
EEMHP 28,1
FDM5% 1 44,1
FMeOH 13,4

/Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 CaracterizacOes das nanocapsulas sintetizadas

4.3.2.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

Utilizou-se a espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR) para
investigar quimicamente a formacdo e composicdo das nanocapsulas através da andlise da
modificacdo no perfil espectral do F127COOH, antes e depois da reacdo de reticulacdo que
ocorre entre 0s grupos C=0 do éster-NHS presente no surfactante ativado, com grupamentos
NH. advindos das moleculas de bPEI. Os perfis espectrais das amostras estdo ilustrados na
Figura 22 (p. 58).

No espectro FTIR das nanocapsulas observa-se bandas em superposicdo de
deformacéo axial de C=0 em 1643 cm™ com bandas de deformagdo angular de N-H em 1552
cm? de amidas I1. A presenca dessas bandas, confirmam a ocorréncia da reacio de reticulagéo
(Figura 23, p. 59) entre os grupos C=0 do F127COOQOH ap0ds ser ativado pelo EDC/NHS, com
grupamentos de aminas | das moléculas de bPEI, cuja banda de deformacéo angular encontra-
se em 1590 cm™. Nota-se que nos espectros das nanocéapsulas, as bandas de amida 1l em 1552
cm? sdo bastante aparentes indicando que na reacdo de reticulagdo entre bPEI e Pluronic
F127COOH ativado ocorreu a conversao de grupos de amina primaria (NH.) para secundaria
(NH). Além disso, a auséncia da banda de deformacéo axial C=0 (1734 cm™) no espectro
FTIR das nanocépsulas é um indicio de que todos os terminais carboxila do F127COOH
formaram uma ligacdo amida com o bPEI. As principais regides observadas nos espectro de

FTIR, bem como suas respectivas atribui¢des estdo esbogadas na Tabela 6 (p.58).
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Figura 22. Espectro comparativo na regido do infravermelho, entre as nanocépsulas

sintetizadas (NC-EEMHP e FDM5% _1), o copolimero surfactante F127COOH e polimero
bPEI.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 6. Atribuicdes das bandas do espectro na regido do infravermelho para NC-EEMHP,
NC-FDM5% 1, F127COOH e bPEI.

Bandas AtribuigOes Bandas AtribuicOes Bandas AtribuicOes
cm? nanocapsulas cm? F127COOH cm? bPEI
1552 0-NH- 1734 0C=0 1116 vC-N
1643 0C=0 2887 o0C-H 1456 ONH2
2854 o0C-H 2975 o0C-H 1590 o-NH-
2926 o0C-H 2808 0C-H

2926 0C-H
3276 vN-H

6 = deformacdo; v = estiramento.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23. Representacdo da reagdo de reticulagcdo do F127COOH
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2.2 Tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta

A técnica do espalhamento de luz hidrodindmico (DLS) é amplamente utilizada
para promover a caracterizacdo do dimensionamento de particulas em dispersdo, sendo capaz
de determinar o didmetro hidrodinamico e avaliar a polidispersividade dos sistemas de estudo
(GEORGE; SHAH; SHRIVASTAV, 2019). Estes parametros sdo importantes, pois o tamanho
das particulas reflete a estabilidade cinética das nanocépsulas que quando obtidas pelo
processo de nanoemulsdo devem possuir diametros que variam na escala de 50 a 500 nm
(ARTUSIO et al.,, 2018). E o indice de polidispersividade (PDI) indica o grau de
heterogeneidade do tamanho do diametro hidrodindmico das particulas, que em sistemas
nanoestruturados os valores encontram-se na faixa de 0-0,4. Sistemas contendo particulas com
valores de PDI entre 0-0,1 sdo classificados como monodispersos; 0,1-0,4 moderadamente
dispersos e > 0,4 polidispersos (SHARMA et al., 2018). Por sua vez, o potencial zeta ({)

permite avaliar as interacOes elétricas entre particulas carregadas presentes em sistemas
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coloidais. Essa medida é influenciada pelas mudancas na interface com o meio dispersante,
em virtude da dissolugdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de disperséo. Ele também fornece uma medida da
carga liquida na superficie da particula e da distribuicdo de potencial elétrico na interface,
atuando como parametro de estabilidade, no qual valores acima de + 30 mV indicam sistemas
com elevada resisténcia a agregacdo de particulas (RAVIADARAN et al., 2018).

Desta forma, os nanossistemas foram avaliados quanto ao tamanho em funcéo do
tempo de estocagem e os resultados obtidos para os didmetros médios das particulas (Z-médio)
PDI e potencial zeta estdo esbocados na Tabela 7 (p. 61). Analisando os dados desta tabela,
observa-se que os valores de Z-médio para ambas as nanocédpsulas pertencem a escala
nanometrica e os valores de PDI, considerando os dois sistemas, variam entre 0,183 + 0,014 e
0,332 £ 0,013, evidenciando que as formulagdes sintetizadas apresentam comportamento
moderadamente polidisperso frente a distribuicdo das particulas, como ilustrado no grafico de
distribuicdo dimensional (Figura 24, p. 61). Em relacdo ao potencial zeta, observa-se que a
analise do dia 22 de outubro de 2022 das nanocapsulas sintetizadas apresentam valores
positivos, resultado esperado vista que os atomos de N dos grupamentos amina presentes na
molécula de bPEI sdo protonados. O valor elevado do potencial Zeta confere alta estabilidade
fisico-quimica das suspencdes coloidais das nanocapsulas, pois indica maior repulséo entre as
particulas do sistema e consequentemente, menor risco de ocorrer aglomeracao.

Nota-se que a amostra NC-FDM5% _1 possui maior estabilidade cinética quando
comparada a NC-EEMHP porque ndo apresentou variacdo significativa nos tamanhos das
particulas e nos valores de PDI com o decorrer do tempo. A analise do potencial zeta das
nanocapsulas de NC-EEMHP mostram que desde a sua formulagédo o valor de seu potencial é
inferior a + 30 e vai decrescendo no decorrer dos dias indicando menor estabilidade e maior
probabilidade de agregacdo das particulas. Além disso, macroscopicamente, apés 50 dias de
armazenamento, era possivel observar a presenca de grumos nas paredes do frasco de
acondicionamento da suspencdo de NC-EEMHP, fator que corrobora com a confirmacéo do
processo de degradacdo da amostra. Além disso, a diminuicdo do valor de Z-médio indica que
as particulas maiores precipitaram e apenas as menores permaneceram em solucdo nesse
sistema. Como foi empregado a mesma metodologia de preparo para NC-EEMHP e NC-
FDM5% 1, supde-se que tais diferencas estejam relacionadas com a variagédo do tempo de

troca da dgua durante o processo de dialise.



Tabela 7. Estabilidade das nanocépsulas NC-EEMHP e NC-FDM5% 1 com a varia¢do dos

dias.
Dias Amostras Z-médio (d, nm) PDI Potencial Zeta (mV)

22/08/2022 | NC-FDM5%_1 167,3 £ 1,5950 0,183 £ 0,014 34,40 £ 0,379
NC-EEMHP 219,2 + 2,3640 0,328 £ 0,041 16,40 = 0,819

04/10/2022 | NC-FDM5% _1 182,1 + 0,6506 0,194 £ 0,018 38,00 £ 0,361
NC-EEMHP 176,8 = 4,0550 0,227 £ 0,006 -3,36 £ 0,699

11/10/2022 | NC-FDM5% _1 178,7 £1,7690 0,218 £ 0,010 51,7 £ 3,57
NC-EEMHP 65,74 + 0,9322 0,332 £ 0,013 -

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 24. Gréfico de distribuicdo dos didmetros hidrodindmicos médios de particulas das

nanocéapsulas sintetizadas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2.3 Analise morfoldgica via AFM

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma técnica importante para caracterizar
interfaces, devido a sua capacidade de fornecer informacdes sobre as forcas de interacdo de
superficie em escala nanométrica e a 1imagem da topografia de superficie
micro/nanoestruturada em diferentes condi¢Ges ambientais (HO; ABIK; MIKKONEN, 2022;
SITTERBERG et al., 2010). Desta forma, o0 AFM permitiu obter uma visdo geral do tamanho
e caracterizar a forma e a estrutura da superficie de NC-EEMHP e NC-FDM5% 1. Os

resultados sdo mostrados na Figura 25 (p. 62).
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Figura 25. Imagens topograficas (a; c) e de fase (b; d) obtidas com o AFM das nanocépsulas
NC-EEMHP (a; b) e NC-FDM5% _ 1 (c; d). Coluna da esquerda: imagens 2D e coluna da
direita: perfis de altura (a; c) e de fase (b; d).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A analise das imagens topograficas (Figura 25a e 25c) revelam que NC-EEMHP

e NC-FDM5% _1 possuem geometria esférica e a variagdo do valor maximo indicado no eixo
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vertical para cada uma das particulas nos gréaficos do perfil de altura confirmam que as
distribuicdes das particulas desses sistemas sao moderadamente polidispersas.

A imagem de fase permite detectar as variagdes na composicdo e realizar um
mapeamento das alteracfes das propriedades da superficie da amostra (EMAM-DJOMEH,;
PURE; PURE, 2020). As imagens e os graficos de fase ilustrados na Figura 25b e 25d (p. 62)
confirmam a reacdo de crosslinking, pois a variacdo dos sinais dos picos nos graficos de fase e
a mudanca de coloragdo nas extremidades das particulas de NC-EEMHP e NC-FDM5% 1,
evidenciam uma diferenca em sua constituicdo, ou seja, indicam que as extremidades das

particulas apresentam uma composicao diferente do material presente no seu interior.

4.3.3 Teor de solidos

O teor de sdlidos (%TS) é uma técnica gravimétrica utilizada para avaliar
guantitativamente a massa de materiais sélidos. A mensuragédo deste parametro é realizada em
funcéo da razédo entre a massa de solidos presentes na solugao por massa da solucao em (g/g).
Neste trabalho as massas de solidos referem-se a quantidade de nanocépsulas presentes na
solucdo antes e apds a etapa de didlise do material obtidas depois do processo de liofilizagéo,
cujos percentuais calculados para os sistemas analisados foram agrupados na Tabela 8.

Tabela 8. Teor de sélidos das nanocépsulas.

Amostras Teor de solidos (%)
Antes da dialise Apos didlise
NC-EEMHP 2,7011 2,2380
NC-FDM5% 1 2,4396 2,2725

Fonte: Elaborada pela autora.

Analisando a Tabela 8 nota-se que a percentagem do teor de solidos das
nanocapsulas NC-EEMHP e NC-FDM5% 1 antes da dialise foram superiores comparados
aos valores obtidos ap0Os a didlise. Este resultado indica que este processo em ambos 0s
sistemas foi eficiente, pois a reducdo do seu valor apds a dialise reflete a capacidade de
eliminar o excesso de EDC e residuos de polimero ndo reticulado. Além disso, por denotar a
concentracdo de nanocapsulas sintetizadas em funcdo da massa da solucéo, o resultado obtido
é importante porque a concentracdo de nanocarreadores esta diretamente relacionada com a
probabilidade de o sistema apresentar respostas eficientes frente as atividades bioldgicas

investigadas.



4.3.4 Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento dos ativos

solvente metanol revelou que o Amax para ambas as amostras correspondem a 364 nm.
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O espectro de varredura de EEMHP e FDM5% 1 (Figura 26) utilizando o

Figura 26. Grafico de varredura de EEMHP e FDM5% _1
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O Amax obtido foi utilizado para construir as curvas de calibracdo esbogadas na

Figura 27 (p. 65). Para EEMHP e FDM5% 1 as expressfes geradas pelas curvas

correspondem respectivamente a:

Appunp = 5,3895[EEMHP] — 0,0063 com R% = 0,9962

Appmsyw1 = 7,9202[FDM5%_1] + 0,0251 com R* = 0,9992

Empregando as expressdes acima pode-se quantificar EEMHP e FDM5% 1

presentes nas nanocapsulas sintetizadas. Desta forma, verificou-se que NC-EEMHP e NC-
FDM5% 1 possuem %EE de 78,50 £ 3,99% e 80,22 + 0,55%, respectivamente. Além

disso, foi possivel mensurar a capacidade de carreamento dos sistemas obtendo-se 0s
valores de 1,82% e 1,77% de %CC para as formulagdes NC-EEMHP e de NC-FDM5% 1,

respectivamente. Uma hipétese para justificar os valores obtidos para a eficiéncia de

encapsulamento consiste nas atracdes intermoleculares existentes entre algum constituinte

hidrossoluvel presente no extrato EEMHP ou na fragdo FDM5% _1 com a fase aquosa,

que seria responsavel por transporta-lo para a fase externa e consequentemente diminuir a

eficiéncia do sistema. Em relacdo a capacidade de carreamento, observa-se que NC-
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EEMHP e NC-FDM5% 1 possuem valores proximos, denotando aos dois sistemas

potencialidade para aplicagdes no campo farmacéutico.

Figura 27. Curva de calibragcdo de EEMHP e FDM5% _1
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.5 Avaliacao da estabilidade de NC-FDM5% _1 frente a variacédo de pH

Devido a sua maior estabilidade frente ao tempo de estocagem, 0 nanossistema
NC-FDM5% 1 também foi avaliado em funcgéo da variacdo de pH. A anélise da Tabela 9 (p.
66) permite concluir que os valores de Z-médio continuaram dentro da faixa nanométrica, 0s
valores de PDI permaneceram moderadamente polidispersos e ambos o0s parametros
apresentaram pequena variacdo frente a mudanca de pH (Figura 28, p. 66). Em relacdo ao
potencial Zeta, nota-se uma inversdo do sinal positivo para o negativo a partir do pH 10. Do
ponto de vista estrutural, especula-se que a inversdo de potencial na interface das
nanocapsulas esta relacionada com a desprotonacdo da cadeia policatidnica contendo
nitrogénio (grupamentos amina presentes na molécula de bPEI) pelo excesso de ions hidroxila
presentes na solugdo. Estes resultados evidenciam que o nanossistema NC-FDM5%_1 possui
elevada estabilidade frente a variacdo de pH, pois a alteracdo na estrutura da interface das

nanocapsulas deste sistema ocorre apenas em meios basicos com pH > 10.



Tabela 9. Estabilidade das nanocdpsulas NC-FDM5% _1 frente a variagdo de pH

pH  Z-médio (d, nm) PDI Potencial Zeta (mV)
2 200,4 + 2,307 0,200 £ 0,009 16,8 £ 2,09
3 201,5 £ 0,529 0,226 £ 0,010 25,4 +1,50
4 246,9 + 2,384 0,344 £ 0,020 3,74 + 0,805
5 181,5 + 1,229 0,205 £ 0,018 46,5 + 1,87
6 181,8 + 2,444 0,210 £ 0,014 29,7 £ 0,737
7 186,3 + 3,194 0,259 £+ 0,008 13,0 £ 0,493
8 181,6 + 1,550 0,203 £ 0,006 43,8 + 0,416
9 181,8 + 2,120 0,220 £+ 0,006 24,8 + 0,950
10 156,1 + 3,386 0,379 £ 0,022 -0,141 + 0,0486
11 171,2 + 1,493 0,260 £+ 0,012 -39,7 £ 0,819
12 165,1 + 1,457 0,215 + 0,030 -26,0+1,01

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 28. Gréafico de distribuicdo dos diametros hidrodinamicos meédios das particulas de

NC-FDM5% 1 frente a variacao de pH.
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5 CONCLUSAO

A utilizagdo de SC como fonte de metabolitos secundérios precursores de H.
pluvialis revelou ser uma estratégia promissora para potencializar a producdo de astaxantina e
aumentar a sua biomassa, independentemente da etapa em que € adicionada no meio de
cultura. A introducdo de SC foi capaz de elevar o teor de astaxantina em 78,1 e 60,9% nos
cultivos dos experimentos 1 e 2, respectivamente. Tais efeitos foram atribuidos ao surgimento
de vacuolos nas células submetidas ao SC, que além de acumular os metabolitos secundéarios
provenientes da cenoura no interior celular de H. pluvialis, gera distor¢cbes no formato
aproximadamente esférico e aumento do tamanho das células, fatores que influenciam
diretamente os valores de absorbancia obtidos ao longo do experimento. Os resultados s&o
melhores em relacdo aos descritos na literatura envolvendo outras estratégias de aumento da
producéo de astaxantina por H. pluvialis.

A atividade antioxidante do extrato EEMHP e das fracbes FDM5% 1 e FMeOH
pelo metodo de sequestro do radical livre DPPH, revelou que todas as amostras possuem
compostos que inibem ou retardam a oxidacdo por inativacdo de radicais livres. E o fator de
protecdo solar (FPS), obtido por metodologia baseada na analise espectrofotométrica de
solugdes diluidas, das amostras EEMHP, FDM5% 1 e FMeOH, mostrou que FDM5% 1 e
EEMHP possuem maior potencial para a sua incorporacdo em formulacbes cosméticas
devido aos valores de FPS elevados. Por exibir resultados satisfatorios em ambas as
atividades, EEMHP e FDM5% 1 foram selecionados para serem 0s ativos das nanocapsulas
de Pluronic F127-bPEI.

A sintese de NC-FDM5% 1 e NC-EEMHP foi realizada através da reticulacdo
polimérica ou crosslinking, empregando como estratégia metodoldgica o processo de
nanoemulsdo. Através da caracterizacdo por FTIR a ocorréncia da reacdo de reticulacdo entre
0s grupos C=0 do F127COOH com grupamentos de aminas | das moléculas de bPEI foi
confirmada. Os parametros de tamanho de particula e potencial zeta revelaram que NC-
FDM5% 1 apresenta maior estabilidade frente ao tempo de estocagem e variacdo de pH em
relacdo a NC-EEMHP. Os valores para a eficiéncia de encapsulamento permitem concluir a
presenca de algum composto no extrato e na fracdo com afinidade pela dgua, responsavel por
reduzir a eficiéncia da sintese. E que a capacidade de carreamento dos ativos sdo proximas, ou
seja, ambas as formulacgdes apresentariam comportamento semelhante quando utilizadas em

aplicagdes no campo farmacéutico.
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