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INTRODUGAO

O cultivo de microalgas recebe atencao estratégica pelos pesquisadores, pois as
mesmas requerem nutrientes comuns e em pouca quantidade para produzir
biomassa suficiente para aproveitamento (Williams and Laurens, 2010; Raja et al.,
2014). Entretanto, a presenca de parede celular em microalgas dificulta o acesso
aos metabdlitos. A ruptura celular de microalgas interessa aos pesquisadores pois o
uso e a quantificacido de moléculas alvo dependem de sua liberagao da célula para o
meio em boas condicbes de preservagdo com menor requerimento energético
(Postma et al., 2015; Nunes et al., 2023). Diante disso, destaca-se o pré-tratamento
de microalga a partir de processos fisicos, pois apresenta satisfatéria eficiéncia

energética e baixo impacto sobre as macromoléculas (Nunes et al., 2023).

Baseado nisto, o presente estudo propds investigar o rendimento da ruptura celular
de Chlorella sp. (L06) pela combinagao de diferentes condicbes de processos fisicos
por meio de um planejamento fatorial de modo a revelar (1) quais variaveis
influenciam a eficiéncia de ruptura celular e (2) encontrar o ponto 6timo de

aproveitamento da biomassa microalgacea pelo método de superficie de resposta.
METODOLOGIA

A triagem feita pela literatura permitiu selecionar trés processos fisicos: massa de
microesferas (MM), tempo de moagem (TM) e tempo de ultrassom (TU). Os niveis
das trés variaveis foram determinados por estudo preliminar. A partir disso,
montou-se um planejamento fatorial com trés variaveis e trés niveis igualmente
distantes (-, 0, +): MM (400 mg, 800 mg, 1200 mg), TU (0 min, 10 min, 20 min) e TM

(5 min, 15 min, 35 min).



A microesfera de silica de 0,5 mm foi adquirida pela Scientific Industries, Inc.© com
de acordo com a especificacdo contida no manual do Disruptor gene. Scientific
industries ©. A massa de microesfera e o tempo de moagem foram duas variaveis
testadas pelo mesmo método: moagem. Esse método consiste na ruptura mecanica
das células pelo atrito entre as esferas de vidro e as células provocado pelo
movimento rotacional na camara de moagem. O tempo de ultrassom foi testado no
Ultra-som bioLogics Inc. © modelo 300v/T com frequéncia de X e com 20% da

poténcia.

Foram realizados trinta ensaios randomizados com trés repeticdes do ponto central
com a coleta 200 yL do sobrenadante apds centrifugacédo de 3.000 rpm por 10
minutos para leitura da absorbancia clorofila livre em espectrofotémetro Leitor Elisa
com monocromador EPOCH (Fig. 1). Os resultados do processamento fisico foram
interpretados pelo programa Statistica no qual foi produzido o Diagrama de Pareto
para analise de influéncia das variaveis e seus niveis e feito a selegdao do ponto
6timo para aproveitamento de biomassa microalgacea pelo método de superficie de
resposta (RSM).
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Figura 1. Fluxograma da metodologia aplicada no estudo.
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RESULTADO E DISCUSSAO

O impacto de trés variaveis foi testado por meio do fatorial completo 3° para
determinar quais as variaveis mais significativas na ruptura celular pelo
processamento fisico. O Diagrama de Pareto revelou que TU e TM ultrapassaram a
linha de significancia (p> 0.005) com efeito negativo (Fig. 1). Dessa forma, conforme
aumenta-se os niveis dos fatores estudados menores é a quantidade de clorofila a
livre presente no sobrenadante. A variagdo na massa de microesferas de vinho néo

apresentou influéncia significativa na quantidade de clorofila a no sobrenadante.
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Figura 2. Diagrama de Pareto referente ao fatorial completo 3°.

Em seguida, os dados foram avaliados pelo RSM combinando os diferentes niveis
de ultrassom e moagem para cada massa de microesferas de vidro (Fig. 2a, 2b e
2c). Os trés cenarios experimentais descrevem a condicdo 6tima pela superficie de
resposta da clorofila proxima ao menor nivel de TU e TM (Fig. 2a, 2b e 2c). Os
ensaios 800 mg e 1200 mg de microesfera e com menor nivel de TU (0 minutos) e
TM (5 minutos) apresentaram maior absorbancia da clorofila a, portanto, maior
rendimento de ruptura celular: 57,4% e 53,75% respectivamente. Diante disso, a
melhor combinagao é aquela com menor massa, pois com 1/3 a menos de esferas
alcangou-se rendimento proximo. Ademais, o grafico de superficie concordou com
Diagrama de Pareto ao elucidar MM como dispersivel a clorofila livre no

sobrenadante, uma vez que a mesma condi¢cao de TU e TM em diferentes condigbes



de MM gerou resposta muito proxima (Fig. 3a, 3b e 3c). Duas hipoteses séo
consideradas nesse cenario: (1) a menor massa de microesfera foi capaz de romper
o maximo de células pelo menor tempo de moagem e (2) o efeito muito significativo
e negativo do TU e TM ocultaram a real contribuigdo da MM pela sobreposi¢ao das
variaveis. As duas respostas 6timas mais o ponto central foram selecionadas para
testar a reprodutibilidade do modelo. O modelo experimental mostrou-se
reprodutivel, pois as trés combinacdes reproduzidas apresentaram resposta proxima

a descrita no modelo experimental (Fig. 2e, 2f e 2g).
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Figura 3. RSM do Planejamento Fatorial Completo 3% a) RSM 400 mg (b) RSM 800 mg e (c) RSM

1200 mg. Graficos de reprodutibilidade: (d) ponto central (PC), (e) P10: (400 mg MM, 0 minutos TU, 5
minutos TM) e (f) P19 (800mg MM, 0 minutos TU, 5 minutos TM).

Contudo, espera-se que maior esforgo para ruptura celular apresenta melhor
resposta. Dessa forma, maior teor de clorofila a livre no sobrenadante é esperado
conforme aumenta-se os niveis das variaveis. A partir disso, realizou-se analise da
eletromicrografia dos para caracterizar o impacto dos processos fisicos na ruptura
celular. Foi observado na micrografia células inteiras invés de rompidas para
menores niveis das trés variaveis (Fig.4a). O impacto do ultrassom na ruptura celular

foi bem documentado (Fig. 4c). E possivel observar dois tipos de ruptura celular:



células estouradas com a parede celular estirada conforme a seta branca da figura
4c e células colapsadas com parede celular muito enrugada conforme a seta
vermelha da figura 4c. A moagem, por outro lado, apresentou células rompidas com

parede celular fissurada, comprimida e/ou fragmentada (Fig. 4d).

%x5,000 Sum e x5,000 Sum

Figura 4. Eletromicrografia do impacto na ruptura celular de Chlorella sp.. a) amostra controle. b) 0
minutos de ultrassom e 5 minutos de moagem. C) 20 minutos de ultrassom. D) 35 minutos de
moagem.

A partir da eletromicrografia € possivel afirmar o efeito positivo das variaveis na
ruptura celular da microalga. No entanto, ao final do processamento fisico a
absorbancia da clorofila coletada para indicar a ruptura celular foi reduzida sugerindo
reducdo no rendimento conforme ampliou-se o esfor¢go energético. Em virtude disso,
sugere-se que o processamento fisico da amostra levou ao comprometimento da
clorofila a. O possivel comprometimento da clorofila a no processo fisico de ruptura
celular de Chlorella sp. em maiores tempos de ultrassom e moagem indica que ha

um falso negativo quanto a ruptura celular.
CONSIDERACOES FINAIS

O planejamento fatorial da ruptura celular de Chlorella sp. por processos fisicos por
meio da interpretagdo do Diagrama de Pareto revelou a influéncia significativa e

negativa TU e TM na clorofila a. O método de superficie de resposta descreveu o



perfil de clorofila livre no sobrenadante conforme as variaveis foram combinadas. A
faixa 6tima de clorofila livre no sobrenadante foi identificada em curto tempo de
ultrassom e tempo de moagem. Embora o ponto 6timo (P10) para aproveitamento da
biomassa microalgacea apresentado pelo planejamento fatorial indique ruptura
celular superior a 50% o modelo experimental baseado em clorofila a ndo indica
adequadamente o rendimento da ruptura celular na presenca de tempo de ultrassom

e moagem prolongado.
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