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RESUMO GERAL

O uso da tecnologia de bioflocos vem se destacando, por oferecer a aquicultura uma
ferramenta sustentavel de producdo, caracterizada pela troca minima ou zero de agua.
No entanto apesar de ser um sistema mais sustentavel ambientalmente do que sistemas
tradicionais, ainda realiza descarga de efluentes ao final de ciclos de cultivos, além de
processos de clarificacdo para remocdo de excesso de material particulado em
suspensdo durante o cultivo. Desta forma, o desenvolvimento de métodos de tratamento
de residuos eficientes e sustentaveis sdo partes importantes para 0 uso mais amplo
desses sistemas. Extratos de bioflocos demonstraram presencga de compostos fenolicos e
capacidade antioxidante, e poderiam ser exploradas aplicagdes tecnélogicas como, por
exemplo, a utilizacdo como suplementos nutricionais. A extracdo de polifendis por meio
da técnica assistida por ultrassom é uma alternativa simples, eficiente e de baixo custo.
A metodologia de superficie de resposta (MSR) € um mecanismo estatistico utilizado
em processos de otimizacdo, eficaz para avaliar a influéncia de diferentes fatores na
resposta esperada de um determinado processo. O objetivo do estudo foi examinar os
parametros como temperatura (25 - 65 °C), tempo de extracdo (30 — 150 min),
concentracdo do etanol no solvente (0 — 100%) e a proporcao de solvente — sélido (sol —
sol) (5-25 mL/g) em extracGes de bioflocos, para obter os melhores niveis de polifendis
e atividade antioxidante, e realizar a analise econdmica do processo. Os resultados
mostraram que todos os fatores estudados foram significativos para extracdo de
polifenois. Para a atividade antioxidante contra o radical DPPH, a concentragédo do
etanol e a relacdo solvente — solido foram significativos. O tempo e concentragcdo do
etanol foram determinantes nos custos de producdo. Apenas a concentracao do etanol
foi significativo para a relacdo beneficio custo. A MRS foi uma ferramenta eficiente
para aperfeicoar o processo de extracdo de polifendis e na atividade antioxidante do
bioflocos para sua utilizagdo como composto bioativo, no entanto as analises

econdmicas mostraram custo elevado na etapa de producéo.
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ABSTRACT

The use of biofloc technology has been highlighted, as it offers aquaculture a
sustainable production tool, characterized by minimal or zero water exchange.
However, despite being a more environmentally friendly system, it still discharges
effluents at the end of crop cycles, in addition to clarification processes to remove
excess organic matter during cultivation. In this way, the development of efficient and
sustainable waste treatment methods are important parts for the wider use of these
systems. Bioflocate extracts demonstrated the presence of phenolic compounds and
antioxidant capacity, and technological applications such as, for example, use as
nutritional supplements could be explored. Extraction of polyphenols using ultrasound-
assisted technique is a simple alternative, efficient and low-cost alternative. The
response surface methodology (RSM) is a statistical mechanism used in optimization
processes, effective to assess the influence of different factors on the expected response
of a given process. The objective of the study was to examine the parameters such as
temperature (25 - 65 ° C), extraction time (30 - 150 min), concentration of ethanol in the
solvent (0 - 100%) and the proportion of sovent - solid (5-25 mL/g) extractions of
bioflocs, to obtain the best levels of polyphenols and antioxidant activity in the
combination of these parameters in the extraction process using RSM, and to carry out
the economic analysis of the process. The results showed that all the factors studied
were significant for the extraction of polyphenols. For the antioxidant activity against
the DPPH radical, the concentration of ethanol and the solvent - solid ratio were
significant. The time and concentration of ethanol were decisive in the production costs.
Only the concentration of ethanol was significant for the cost-benefit ratio. RSM was an
efficient tool to improve the extraction process of polyphenols and antioxidant activity
of bioflocs for use as a bioactive compound, however, economic analyzes showed a

high cost in the production stage.

INTRODUCAO GERAL

Tecnologia de Bioflocos

A Aquicultura é uma atividade em expansdo desde a década de 90, apresentando

crescimento com taxa média de 5,3 % por ano de 2001 a 2018, obtendo a maior

2
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producdo ja registrada de 114,5 milhGes de toneladas de peso vivo no ano de 2018
(FAO, 2020). Dentro dos diferentes meios de producdo para camardo e peixes, a
producdo superintensiva em tecnologia de bioflocos vem se destacando, por oferecer a
aquicultura uma ferramenta de producdo com menor impacto ao ambiente (Wasielesky
et al., 2006; Crab et al., 2012; Krummenauer et al., 2014; Henares et al., 2020).

A tecnologia de biofocos (BFT) € um sistema de troca minima ou zero de agua,
baseada na manutencdo da qualidade de agua (Avnimelech, 1999; Hargreaves, 2006). O
sistema estimula o desenvolvimento de biomassa bacteriana heterotrofica, balanceando
a relacdo carbono e nitrogénio, através da adicdo de uma fonte de carbono orgéanica
externa, para que diferentes grupos de micro-organismos se desenvolvam e possibilitem
a remocdo de aménia do sistema, evitando sua acumulacdo e toxicicidade, além de
tornar-se fonte adicional de alimento para os animais cultivados (Avnimelech, 1999;
Wasielesky et al., 2006; Hargreaves, 2006; Crab et al., 2012; Krummenauer et al.,
2014; Kumar et al., 2018).

O biofloco consiste em um agregado de diatoméceas, dinoflagelados, ciliados,
cianobactérias, clorofitas, nematoides, residuo de alimentos, restos fecais,
exoesqueletos, bactérias, e micro invertebrados, e contém compostos bioativos como
carotendides, bromofenois, fitoesteroides, vitamina A, D, E e K (Hargreaves, 2006; Ju
et al., 2008; Ray et al., 2010; Jatoba, 2014; Pinho et al., 2017). Esses componentes da
biomassa do floco influenciam positivamente na digestibilidade, absorcéo, assimilacédo e
salde de animais cultivados neste sistema (Ju et al., 2008; Kumar et al., 2016). Estudos
vém demonstrando outros impactos positivos do ponto de vista produtivo, como melhor
desempenho zootécnico quando cultivado em sistema de flocos do que em método
tradicional (Ju et al., 2008). A utilizacdo do biofloco como alimento, possibilita 0 uso
de ragbes com menos proteina, influenciando na diminui¢do do custo (Avnimelech,
1999; Hargreaves, 2006; Wasielesky et al., 2006; Jatoba, 2014; Kumar et al., 2016) e no
impacto em estoques pesqueiros naturais, ja que a farinha de pescado é utilizada na
formulacdo de ragdes (Wasielesky et al., 2006). Também reduz a taxa de conversao
alimentar, aumenta a taxa de eficiéncia proteica e de crescimento especifico (Kumar et
al., 2016). Por ser um sistema fechado proporciona um maior nivel de biosseguranca,
diminuindo incidéncia de doencas do meio externo, e diminuindo o impacto ambiental

causado pelas renovacdes de agua constantes de sistemas tradicionais (Wasielesky et
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al., 2006; Maicé et al., 2012). Todas estas caracteristicas integram aspectos ambientais,
sociais e econémicos, tornando um meio de producdo mais sustentavel (Crab et al.,
2012).

No entanto apesar de ser um sistema mais sustentavel ambientalmente do que
sistemas tradicionais, ainda realiza descarga do efluente de biofloco ao final de ciclos de
producdo, e processos de clarificacdo para remocéo de seu excesso durante o cultivo,
necessarios para manutencdo da qualidade de agua (Gaona et al., 2011). O aumento do
material particulado em suspensdo acarreta na diminuicdo da concentracdo de oxigénio,
aumento da demanda bioquimica de oxigénio, e o estresse gerado nessas condicOes
pode afetar o desempenho zootécnico dos organismos cultivados (Gaona et al., 2011;
Ray et al., 2010)

O desenvolvimento de métodos de tratamento de residuos eficientes e
sustentaveis sdo partes importantes para 0 uso mais amplo desse sistema na aquicultura
(Van Rijn, 2013). Algumas estratégias tém sido estudadas, como utiliza¢éo do biofloco
em formulacdo de rag6es como substituicdo a farinha de soja e farinha de pescado
(Anand et al., 2014; Kuhn et al., 2016), o uso de efluentes como uma alternativa para a
producdo aquapdnica (Pinho et al., 2017; Pickens et al., 2020) e reutilizacéo da 4gua do
BFT em outros ciclos de cultivo (Krummenauer et al., 2014).

Uma alternativa ao tratamento do bioflocos pode ser sua utilizacdo na obtencéo
de polifenois, ja demonstrado que ha a presenca destes compostos bioativos e
capacidade antioxidante frente ao radical peroxil em extratos metanolicos (Leon et al.,
2018). Silva Martins et al. (2015) indicam que o BFT pode estimular a maior
competéncia antioxidante no camardo Litopenaeus vannamei. Esses trabalhos reforcam
a necessidade de mais estudos voltados ao aproveitamento desse residuo, explorando a

presenca de compostos bioativos e suas aplicacoes.

Polifenois e atividade antioxidante

Os polifendis sdo compostos quimicos comumente encontrados em plantas
(Maleki et al., 2020). Os compostos polifendlicos sdo geralmente divididos em varias
classes, de acordo com os anéis fendlicos que contém e as diferencas estruturais na
ligagdo entre esses anéis. Assim, estas moléculas séo classificadas principalmente em

flavonoides, acidos fendlicos, taninos (hidrolisaveis e condensados), estilbenos e
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lignanos (Figura 1) (Stavrou et al., 2018). Os beneficios da utilizacdo destes compostos
estdo associados a seu potencial bactericida, propriedades anticancinonogénicas, anti-
inflamatoria, antiobesidade, e no tratamento da diabetes e aterosclerose, alem de suas
propriedades antioxidantes (Sandeep & Nisha, 2012; Pasrija & Anandharamakrishnan,
2015).

R= H: Flavones Flavanones Flavan-3-ol monomers
R= OH Flavonols

o
? g
| OH
0, (o}
0 O J
0
7 OH OH

Isoflavones Anthocyanins

Flavan-3-ol oligo- and polymers
(cond. d ins or pr hocyanidins)

Phenolic acids

Ry R 0
g /
Ry Ry OH
OH
Ry
Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids
R=R,=Ry= OH: Gallic acid R,=OH, Ry=H: Coumaric acid

R=R,= OH, Ry= H: Protacatechuic acid R,=R,=OH: Caffeic acid

Li ns

CH,0H

Stilk
HO, H4yCO.
/ OH O
Q HO CH,0H
HO Resveratrol
] OCH;4

OH

Secoisolariciresinol

Figura 1: Classificacdo dos polifendis. Fonte: Kontogianni (2014).

O estresse oxidativo desempenha um papel na interrupcdo do equilibrio entre a
producéo de radicais livres e o sistema de defesa antioxidante, esses radicais livres estdo
presentes na classe de especies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) e
possuem alta reatividade, um exemplo cléssico é a produgdo de ROS no processo de
fosforilagdo oxidativa nas mitocéndrias (Ward et al., 2014; Kong et al., 2016). Quando

em excesso, 0s ROS e RNS abrem caminho para uma variedade de doengas patologicas,
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como doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina e sindrome metabdlica (Bansal et
al., 2012; Maleki et al., 2020). Biomoléculas como proteinas, lipidios e DNA séo
oxidadas quando a concentracdo de ROS/RNS ¢ elevada, e antioxidantes exdgenos
como os compostos fendlicos podem mitigar estes efeitos, seja de forma direta atuando
como potentes antioxidantes doando um atomo de hidrogénio do grupo hidroxila para as
espécies quimicas radicalares ou por protecdo indireta por meio da regulacdo das
atividades de enzimas antioxidantes (Alia et al., 2006; Miquel, 2009; Kong et al., 2016;
Shen et al., 2016; Maleki et al., 2020). Vérios estudos tém demonstrado a competéncia
de compostos fenolicos em combater radicais como DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico], hidroxila
e anion superoxido dentre outros (Ge et al., 2020; Ofosu et al., 2020; Gémez-Garcia, et
al., 2020; Islam et al., 2020).

Otimizacao da extracao de polifendis

Diferentes técnicas podem ser aplicadas no processo de extracdo de compostos
fendlicos, e o principal objetivo ao selecionar o método, € que este possa promover a
extracdo completa desses metabdlitos secundarios antioxidantes sem ocorrer sua
modificagio quimica, e cada técnica tem suas vantagens e desvantagens (Cuji¢ et al.,
2016). As técnicas incluem a extracdo assistida por ultrassom, extracdo por fluido
supercritico, extracdo acelerada por solvente e extracdo assistida por micro-ondas
(Sahin, & Samli, 2013; Wang et al., 2013; Hammi et al., 2015). Dentre essas técnicas, a
extracdo assistida por ultrassom é uma alternativa simples, eficiente e de baixo custo
(Hammi et al., 2015). A extracdo por meio desta técnica é mais satisfatoria na obtencao
destes compostos devido ao efeito de cavitagdo acustica produzida no solvente pela
passagem de ondas ultrassénicas (Hammi et al., 2015). Essas ondas podem levar a
diminuicdo do tamanho da particula, e a ruptura da parede das células e aumentar a area
de superficie de contato entre as fases sélida e liquida, favorecendo a transferéncia de
massa aprimorada através da membrana celular devido ao colapso das bolhas
produzidas pela cavitacdo (Rostagno, Palma, & Barroso, 2003; Hossain et al., 2012;
Teh & Birch, 2014; Hammi et al., 2015; Dang et al., 2017).

A qualidade e quantidade de compostos fendlicos biologicamente ativos sdo

pontos criticos para a industria farmacéutica, cosmética e alimenticia, e a extragdo é a
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primeira etapa para completa obtencdo dos compostos ativos, para posteriores processos
de isolamento e purifica¢do (Cuji¢ et al., 2016). A eficiéncia de extragio é influenciada
por varios fatores, como tipo e concentracdo de solvente, relacdo solvente/solido,
tempo, temperatura, entre outras. O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica
eficiente e simples, que permite avaliar os efeitos gerados em uma resposta pelos
fatores, e suas interacOes, a fim de alcancar a melhor otimizacdo (Hammi et al., 2015;
Chen et al., 2015; Cujié et al., 2016).

Anélise de superficie resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma ferramenta estatistica
utilizado em processos de otimizacdo, mostrando ser bastante eficaz para avaliar a
influéncia de diferentes fatores na resposta esperada de um determinado processo
(Myers et al., 2009). Essa metodologia é comumente utilizada na otimizacdo de
extracdo de polifendis e atividade antioxidante (Tabela 1). Diferentes MSR sdo
utilizados em diferentes campos da ciéncia, como quimica, biologia e alimentos, dentre
esses modelos estdo o planejamento Box-Behnken, experimentos fatoriais completos de
trés niveis, e composto central rotacional (DCCR) (Chen et al., 2015). Dentre estes, 0
DCCR € um modelo de planejamento muito utilizado e eficiente para 0 MSR (Chen et
al., 2015; Hammi et al., 2015; Lamarra et al., 2016; Yal¢in et al., 2018; Mu’azu et al.,
2018). Esse procedimento consiste em um planejamento fatorial composto de pontos
axiais para estimar a curvatura e pontos centrais para avaliar a reprodutibilidade
experimental (Lamarra et al., 2016).

A MSR € usual na analise de modelos empiricos que descrevem o efeito de
diversas variaveis independentes, como concentra¢do de solvente, tempo de extracdo,
entre outros, e suas interacfes, em uma ou mais variaveis respostas (Wong et al., 2017)
(Tabela 1).

Tabela 1: Uso da metodologia de superficie resposta (MSR) em diferentes métodos
de extracOes de fenolicos

e Método de Parametros do Parametros A s
Mateéria prima « Referécia
extracao processo estudados
Macroalga Assistido por Tempera}urg; Tempo; Comp_osto§ Dang et al.,
(Hormosira ultrassom Poténcia de fenolicos ; 2017
banksii) ultrassonicagéao Atividade



antioxidante

Pimenta Tempo; Temperatura, Compostos
. Assistido por PO, P ’ fenolicos ; Ifticar et
(Capsicum Relagdo solvente — g
ultrassom atividade al., 2020
frutencens) soluto L
antioxidante
Losna Concentracédo de HCI;
- Assistido por Concentragéo de Compostos Sahin, et
(Artemisia ) 21
L ultrassom metanol; fendlicos al., 2013
absimthium) ]
Temperatura;, Tempo
Casc_a de Assistido por  Temperatura; tempo; Compostos Ghitescu et
madeira de | N | fendli I
abeto ultrassom Concentracgéo etano enolicos al., 2015
Inga-cipo Extracdo Concentragdo do Compostos  Silva, et al.,

etanol; Temperatura;

(Inga edulis)  convencional fendlicos 2007
Tempo.
Groselha Preta < Concentracao etanol; Cacace &
. Extracdo ) ~ Compostos
(Ribens . Temperatura; Relagdo . Mazza,
. convencional fendlicos
nigrum) solvente — soluto 2003
Extracéo Temperatura. Tempo: Compostos
Bagaco de uva convencional; P ' Po; fenolicos ; Pinelo et

Relagdo solvente —

(Vitis vinifera) Fluido _ x
soluto; pressao;

supercritico

Atividade al., 2007
antioxidante

Concentragédo do Compostos
Folha de . ] i SN .
oliveira (Olea Assistido por etano; Tempo; fenolicos ; Sahin &
) ultrassom Relacéo solvente — Atividade Samli, 2013
europaea soluto antioxidante
Oleo de Assistido por Teor de.umldage; Taghvaei et
3 Tempo; Relagao Compostos
semente de micro-ondas 1 al., 2014
< solvente — soluto fendlicos
algodéo
Temperatura; :I'empo; Compostos
. Concentracdo do S
Beterraba—  Assistido por scido: Concentracio fenolicos ; Chen et al.,
Sacarina ultrassom ’ ¢ Atividade 2015
do etanol o
antioxidante
Microalgae « Temperatura; :I'empo; Compostos Choi et al.,
) Extracdo Concentragédo do 1
(Tetraselmis . L fenolicos 2016
convencional acido
sp.)
198
199  Analise econdémica
200 E importante avaliar a influéncia das condicbes de extracdo, incluindo a

201 composicdo do solvente, proporcao de solvente, tempo e temperatura, nos rendimentos
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fendlicos, estimando o custo de fabricacdo dos extratos brutos, para obter informacoes
importantes na aplicagdo de uma planta quimica de producéo (Vieira et al., 2013). O
custo de fabricacdo (COM) é um método de simulacdo de custos utilizado na analise
financeira de processos de producdo quimica. O método de analise da COM é estimado
incluindo fatores que variam com a taxa de producdo (matérias-primas, tratamento de
residuos, servicos publicos, mdo de obra operacional, supervisdo direta e trabalho
administrativo, manutencdo e reparos, suprimentos operacionais, encargos de
laboratério, patentes e royalties), fatores ndo afetados pelo nivel de producédo
(depreciagdo, impostos locais e seguro, custos indiretos da fabrica), e custos associados
ao nivel de gestdo e atividades administrativas ndo relacionadas diretamente ao processo
de fabricacdo (custos de administracdo, distribuicdo e custos de venda, pesquisa e
desenvolvimento) (Turton et al., 2018). A Tabela 2 cita alguns estudos que utilizaram a

COM para estimar valores na extracdo de compostos bioativos.

Tabela 2: Utilizacao do custo de fabricacdo (COM) em diferentes métodos de
extracdes de compostos bioativos

Matéria prima Método de extracdo Referécia

Folhas de C_aju (Anacardium Fluido supercritico Leitdo et al., 2013
occidentale)

Polpa de JuGara (Euterpe Assistido por ultrassom Vieiraetal., 2013

edulis)

Casca de Jabl_Jtlcaba (Plinia Liquido pressurizado Santos et al., 2012
cauliflora)

Inhame roxo (Dioscorea Assistido por ultrassom Ochoa et al., 2020

alata)

Chapéu — do — Panama
Carludovica palmata

Galviz-Quezada et al.,

Assistido por ultrassom 2019

OBJETIVO
Objetivo geral
Otimizar a extragéo de polifendis e atividade antioxidante de bioflocos oriundos

de sistemas de producgéo BFT.



222 Objetivos especificos

223 o Avaliar os efeitos de diferentes parametros no processo de extracao de polifendis
224 e atividade antioxidante utilizando como matéria-prima o biofloco;

225 e Estabelecer condigdes 6timas dos pardmetros considerados para extracdo de
226 polifendis e atividade antioxidante;

227 e Determinar os custos para producdo dos extratos nas diferentes condi¢des de

228 extracéo.
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Sélidos sedimentaveis residuais do bioflocos: Otimizacgéo da extracdo de polifendis
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Resumo

O uso da tecnologia de bioflocos vem se destacando, por oferecer a aquicultura uma
ferramenta mais sustentavel de producdo comparado a sistema tradicionais, no entanto
continua descartando efluentes gerados neste sistema para o0 ambiente. O
desenvolvimento de métodos de tratamento destes efluentes, de forma eficientes e
sustentaveis sdo partes importantes para 0 uso amplo desses sistemas. A extracdo
assistida por ultrassom € uma alternativa simples, eficiente e de baixo custo, e pode ser
uma alternativa para a extracdo de polifenois do bioflocos. O objetivo do estudo foi
examinar através da metodologia de superficie resposta (MSR) os parametros de
temperatura (25 - 65 °C), tempo de extracdo (30 — 150 min), concentracdo do etanol no
solvente (0 — 100%) e a proporcao solvente - solido (5-25 ml/g) nas extracbes de
polifendis dos bioflocos, além de sua influéncia nos custos da extracdo. Os resultados
mostraram que todos os fatores estudados foram significativos na extragdo de polifenois
(maior resposta predita foi de 2.976 pg EAG/g, e foi obtida com 65°C, 150 minutos, 0%
de alcool e 21,3 de soluto), concentracdo do alcool e relacdo solvente — solido foram
significativos para atividade antioxidante contra o radical DPPH (maior resposta predita
foi de 1.504 uM ET/g, e foi obtida com 0% de alcool e 25 de soluto). No custo de
fabricagcdo (COM) o tempo e a concentracdo do etanol foram determinantes nos custos
de producéo, e para a relacdo beneficio custo (BC) somente a concentracdo do etanol. O
Biofloco € uma fonte residual de polifendis, e a MRS foi uma ferramenta eficiente para
aperfeicoar o processo de extracdo desses compostos, no entanto as analises econdémicas

mostraram que o custo de extracédo é elevado.

Palavras—chave: Aquicultura, Valorizagdo de residuos, Compostos bioativos, Atividade
antioxidante, Planejamento experimental, MSR.

Introducéo

A tecnologia de biofocos (BFT) vem ganhando destaque no meio de produgéo
aquicola, por usar menos recursos naturais como agua e terra, e realizar menor descarga
de efluente, com uma boa relacdo beneficio/custo (Crab et al., 2012). BFT é uma
técnica de troca minima ou zero de agua, e atua na qualidade de &gua através da

assimilacdo de residuos orgénicos nitrogenados por estimulacdo de bactérias
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heterotroficas, através da adicdo de uma fonte externa de carbono orgénico para
balanceamento da relacdo carbono e nitrogénio (Avnimelech, 1999; Hargreaves, 2006;
Crab et al., 2012; Kumar et al., 2016).

Estudos vém demonstrando que o biofloco se torna uma fonte complementar de
alimento aos animais, diminuindo o custo com rac¢des (Avnimelech, 1999; Hargreaves,
2006; Wasielesky et al., 2006; Jatoba, 2014; Kumar et al., 2016), além de favorecer
ganhos no desempenho zootécnico (Ju et al., 2008; Kumar et al., 2016). Menores taxas
de renovacdes promovem menor incidéncia de doencas e diminuem o impacto
ambiental desse sistema em comparagdo aos sistemas tradicionais (Wasielesky et al.,
2006; Maica, 2012). Todos esses fatores favorecem & expansdo desse sistema na
producdo de organismos aquaticos. Entretanto processos de clarificacdo sao
rotineiramente realizadas para manutencdo da qualidade de agua (Gaona et al., 2011;
Ray et al., 2010), contribuindo para o descarte desse residuo junto ao realizado no fim
de ciclos de producdo. Desta forma o desenvolvimento de métodos de tratamento
visando o aproveitamento dos residuos excendentes de bioflocos produzidos nos
sistema, tornara essa tecnologia em uma ferramenta mais sustentavel de producéo (Van
Rijn, 2013).

Compostos fendlicos naturais compreendem &cidos fendlicos, flavonoides,
cumarinas, taninos, lignanas e estilbeno (Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Varios
estudos tém demonstrado a competéncia de polifendis no combate a radicais livres
como DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)
6-acido sulfonico], hidroxil, anion superéxido, dentre outros (Ge et al., 2020; Ofosu et
al., 2020; Gémez-Garcia, et al., 2020; Islam et al., 2020). Ledn et al. (2018) reportaram
a presenca de flavonoides, um dos principais grupos de polifendis, e atividade contra
radical peroxil em extratos do bioflocos, tornando possivel a utilizagdo deste residuo
como fonte de polifenadis, visto que os antioxidantes naturais estdo com alta demanda no
mercado (Mu et al.,, 2018). O uso de antioxidantes exdgenos atenua os efeitos do
estresse oxidativo, promovendo protecdo contra a oxidacdo de biomoléculas, como
proteinas, lipidios e DNA, por meio de acdo direta contra esses radicais ou por protecao
indireta por meio da regulacdo das atividades de enzimas antioxidantes (Alia et al.,
2006; Miquel, 2009; Kong et al., 2016).
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A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma ferramenta bastante
utilizada em processos de extracdo de compostos ativos de diversas matérias primas
(Chen et al., 2015; Hammi et al., 2015; Lamarra et al., 2016). Diversos planejamento
experimentais sdo utilizados em otimizagdes, como, Box-Behnken, experimentos
fatoriais completos de trés niveis, e composto central rotacional (DCCR) (Chen et al.,
2015). Dentre esses planejamentos, 0 DCCR é um modelo muito utilizado e eficiente de
MSR (Chen et al., 2015; Hammi et al., 2015; Lamarra et al., 2016; Y Yalgn et al.,
2018; Mu’azu et al., 2018). Este método consiste em um planejamento fatorial
composto de pontos axiais para estimar a curvatura e pontos centrais para avaliar a
reprodutibilidade experimental (Lamarra et al., 2016). Este modelo proporciona avaliar
de maneira simples os efeitos e interacdes de diferentes fatores no processo de
otimizacdo de extracdo de compostos bioativos, a fim de alcancar uma melhor
otimizagdo (Hammi et al., 2015; Chen et al., 2015; Cuji¢ et al., 2016).

No presente estudo, a influéncia de quatro fatores (temperaturas, tempo,
concentracdo do etanol, e relacdo de solvente — soluto) no processo de extracdo de
compostos bioativos dos bioflocos foi otimizada utilizando a metodologia MSR e 0
planejamento fatorial DCCR. Além disso, foi efetuada a analise econémica dos

processos de extracao.

Materiais e Métodos

Obtencéao do biofloco

O biofloco foi coletado de cultivos superintensivos do camardo-branco-do-
pacifico (Litopenaeus vannamei) em sistema BFT, realizados na Estacdo Marinha de
Aquicultura (EMA) da Universidade Federal de Rio Grande (FURG), Rio Grande do
Sul - Brasil. As amostras de biofloco foram deixadas em repouso durante 15 minutos,
para sedimentacdo, a fracdo liquida foi descartada, e a fragdo solida foi centrifugado a
800 x g por 15 minutos a 4 °C para remocdo de &gua residual. Apos, as amostras foram
liofilizadas em liofilizador de Bancada Horizontal (SL-405/E), a 0°C sob -760 mmHg,
maceradas e estocadas em ultrafreezer a -80°C.
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Reagentes e padroes

O reagente 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi obtido da Sigma-Aldrich
(Alemanha), e o trolox [(x)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid]
foi obtido da Sigma-Aldrich (Suica). O reagente Folin—Ciocalteu e o acido galico foram
obtidos da Dindmica Quimica (Brasil). O etanol (95%) e o carbonato de sddio foram
obtidos da Synth (Brasil), e a &gua ultrapura foi preparada usando sistema Milli-Q de

purificagéo.
Procedimento de extracdo dos compostos antioxidantes

A extracgdo foi realizada em banho ultrassonico Eco-sonics modelo Q3.0L com
frequéncia de 40 kHz. A temperatura foi mantida com a utilizacdo de banho
termostatizado em um sistema de circulacdo com auxilio de bombas de agua. Foram
utilizadas amostras com peso de 0,4 g e ajustada aos volumes de solvente para as
diferentes relaces de solvente — solido, homogeneizadas em bequers de 200 mL, nas
diferentes temperaturas (°C), tempos (min), concentracdo do etanol em agua (%), e
relacBes de solvente — soluto (mL/g). Apos a extracdo, as amostras foram centrifugadas
a 10.000 x g por 5 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado para determinar o contetdo
de polifendis totais e atividade antioxidante.

Polifenois totais

O contetdo total de Polifendis foi medido de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu (FC) conforme descrito por Waterhouse (2002). Foi utilizado 20 pL de
amostra, adicionado 1,58 mL de &gua, seguido de 100 pL de reagente FC, logo
incubado por 8 min. Posteriormente foi adicionado 300 pL de solucdo de carbonato de
sodio, e incubado por 2 horas a temperatura ambiente. As absorbancias das amostras
foram lidas a 765 nm. Para o padréo de calibracdo foi utilizada uma solucéo de acido
galico, e os valores foram expressos em microgramas relativas do padrdo por grama de

amostra (ug EAG/ g).

Capacidade antioxidante contra radical DPPH

A avaliagdo contra o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi
realizado segundo o método modificado por Vianna et al. (2012). Utilizando 50 pl do
extrato, foi adicionado 150 pL da solucdo de DPPH 0,06 mM em metanol, apos 30
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minutos foi realizada a leitura da absorbancia a 515 nm. A atividade antioxidante foi
expressa por equivaléncia a capacidade antioxidante do Trolox contra o radical DPPH

por grama de amostra (uM ET/g).

Andlise estatistica

Varredura preliminar para niveis e fatores

O processo de varredura foi realizado para determinar os fatores que séo
significativos dentro dos niveis estudados, para a otimizacéo do processo de extracdo de
polifendis totais através de um delineamento experimental do tipo Plackett & Burman
com 12 ensaios (com adicdo de 3 pontos centrais), e 4 fatores, sendo os fatores,
temperaturas (X3), tempo (X3), concentracdo do etanol (X3), e relacdo de solvente —
soluto (X4), e 3 niveis (Tabela 1 e 2). Os efeitos dos fatores foram analisados através da
ANOVA, com nivel de significancia de 10%. Para esta analise foi utilizado o software
STATISTICA versdo 13.3 (TIBCO Software Inc., EUA). Este processo determinou as

variaveis e os niveis utilizados na etapa de otimizacao.

Tabela 1. Faixa de valores codificados para a varredura no processo de otimizacao da extracgéo de polifenois de
amostras de biofloco.

o Niveis
Fatores Variaveis 2] 0 1
Temperatura (°C) X1 25 45 65
Tempo (min) X2 30 90 150
Concentracéo do etanol (%) X3 0 50 100
Relac&o solvente - soluto (g/mL) X4 0,050 0,125 0,200

Tabela 2: Delineamento de Plackett & Burman com valores codificados no processo de otimizagdo da extracdo
de polifenois de amostras de biofloco.

Variaveis independentes

Ensaios Temperatura ~ Tempo  Concentracdo do etanol ~ Relagéo solvente -

(°C) (min) (%) soluto (mL/qg)
1 1 -1 1 -1
2 1 1 -1 1
3 -1 1 1 -1
4 1 -1 1 1
5 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1
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7 -1 1 1 1
8 -1 -1 1 1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 -1
11 -1 1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1
13 (PC) 0 0 0 0
14 (PC) 0 0 0 0
15 (PC) 0 0 0 0

Planejamento fatorial para otimizacéo

Ap0s a varredura, foi utilizada MSR para investigar as influéncias e interacGes
dos fatores dentros dos niveis indicados na Tabela 3, na quantidade de polifénois totais

e atividade antioxidante das extra¢cdes com o intuito de otimizar o processo.

Tabela 3: Faixa de valores codificados no processo de otimizacao da extragdo de polifenois de amostras de
biofloco.

L Niveis
Fatores Variavels —— > E] 0 1 2
Temperatura (°C) X1 25 35 45 55 65
Tempo (min) X 30 60 90 120 150
Concentragéo do etanol (%) X3 0 25 50 75 100
Relagdo solvente- soluto (mL/g) X4 S 10 15 20 25

Para o processo de otimizacdo foi utilizado o modelo de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR 2%, sendo que o nimero de experimentos foi

calculado a partir da equacao a seguir:
Nexp: 2“+2%k + PC

Onde k € o numero de fatores, e PC é o niumero de pontos centrais adicionado ao
delineamento experimental (Sahin et al., 2013). Desta forma foram definidos um total
de 29 ensaios (Tabela 4), com 16 do fatorial completo (2%) entre niveis altos e baixos (-

1
1, +1), 8 (2*K) como pontos axiais (o = +2, calculado a partir da formula (2%)%), e por

fim 5 pontos centrais para determinar a variabilidade dos ensaios (Singh et al., 2011).
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Foi utilizada para calcular as respostas preditas uma equacdo polinomial de segunda

ordem incluindo todos os termos (Tabela 4).

4 4 3 4
Y= BO+ZBiXi +ZBiiXi2+z Z Bjj XiX;
im1 i-1

i=1 j=i+1

Onde Y € a resposta, B, € o intercepto, (;X;€ o efeito linear, BiiX? é o efeito
quadratico, B;; X;X; € o efeito de interacdo entre as variaveis independentes (X; e X;). Os
efeitos dos fatores e suas interagcGes foram analisados através da ANOVA, com nivel de
significancia de 5%, e foi utilizado o software STATISTICA versdo 13.3 (TIBCO
Software Inc., EUA).

Tabela 4: DCCR com valores codificados no processo de otimizagdo da extragdo de polifenois de amostras de
biofloco.

Variaveis independentes

Ensaios Temperatura Tempo Concentragéo Relacdo solvente -
(°C) (min) do etanol (%) soluto (mL/qg)
1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1 1
3 -1 -1 1 -1
4 -1 -1 1 1
5 -1 1 -1 -1
6 -1 1 -1 1
7 -1 1 1 -1
8 -1 1 1 1
9 1 -1 -1 -1
10 1 -1 -1 1
11 1 -1 1 -1
12 1 -1 1 1
13 1 1 -1 -1
14 1 1 -1 1
15 1 1 1 -1
16 1 1 1 1
17 -2 0 0 0
18 2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 2 0
23 0 0 0 -2
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24 0 0 0 2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0

Analise econbmica

Todos os dados relacionados a avaliagdo econémica (custo de fabricéo,e relacdo
beneficio custo) foram analisados seguindo os valores gerados pela matriz de ensaios
gerados para 0 processo de otimizacdo utilizando o planejamento DCCR, realizando a

mesma analise estatistica.

Custo de fabricacéo

O custo de fabricacdo (COM) foi utilizado para realizar a avaliacdo econémica
dos processos de extracdo de polifendis dos bioflocos, e os valores foram estimados de
acordo com a metodologia proposta por Turton et al. (2018). O COM é calculado com a

equacéo a seguir:
COM =0,280 x FCI + 2,37 X COL + 1,23 X (CUT + CWT + CRM)

Este custo é estimado em fungdo de cinco custos principais: capital fixo de
investimento (FCI), custo de mdo de obra operacional (COL), custo de utilidades
(CUT), custo de tratamento de residuos (CWT) e custo de matéria-prima (CRM). O
COM foi expresso em USD/ano tomando como referéncia a cotagéo do Banco Central
do Brasil (USD equivalente a R$ 5,34 em 03/02/21) e foi estimado para todos 0s
ensaios de otimizacdo além do ponto 6timo de extracéo.

Todos os dados para a realizagcdo da simulacdo da analise econémica estdo na
Tabela 5. O nimero de operadores foi estimado de acordo com Turton et al. (2018). O
custo com equipamento foi estimado a partir de precos do mercado dos Estados Unidos,
e utilizada taxa de depreciacdo de 10%. O CWT foi negligenciado devido a etapa de
extracdo ja ser um processo de tratamento de residuo. O COL foi obtido a partir de
dados fornecidos pelo Conselho Nacional de Quimica (CNQ) do Brasil. O custo com
energia e agua foram os praticados no laboratorio, obtido de acordo com valores locais
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para industria da Companhia Estadual de Energia Elétrica do Rio Grande do Sul
(CEEE) e a Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN). Os custos com a
obtencdo de material prima (Biofloco) também foi negligenciado por se tratar de um

residuo da aquicultura.

Tabela 5: Parametros econdmicos utilizados no custo de fabrica¢do (COM).

Custos Valor
Capital fixo de investimento
Liofilizador (USD) 4.315,00
Banho ultrassom (USD) 4.352,13
Banho Maria (USD) 325,58
Millipore Milli-Q (USD) 10.836,00
Centrifuga (USD) 5.670,00

Custo de operagéo laboratorial
Taxa basica hora trabalhador (USD) 0,780

Custo de obtencéo de matéria prima
Etanol (USD/L) 3,409
Agua (USD/L) 0,001

Custo de utilidades
Eletricidade (USD/KWHh) 0,150
Agua (USD/L) 0,001

Ganho financeiro
Preco de venda (USD/Kg)* 427,60
* Valor do écido galico (Sigma—Aldrich)

Relagdo beneficio custo

A relacdo beneficio custo (BC) foi obtida através da seguinte equacéo:

LB

BC = —
C=Com

Onde LB representa o lucro bruto da producdo, e COM os valores de custos de
fabricacdo. O valor de BC menor que 1 representa saldo negativo financeiro, igual a 1

demonstra que o valor obtidico com o ganho financeiro cobre o valor gasto para a
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producdo, e o valor acima 1 demonstra saldo positivo financeiro onde ha presenca de

lucro liquido.

Resultados e discussao

Processo de varredura

O processo de varredura mostrou que todas as varidveis dentro dos niveis
estudados foram significativas no processo de extracdo (Tabela 6), desta forma as
variaveis temperatura, tempo, concentracdo do alcool e a relacdo solvente — soluto

entraram no processo de otimizacao.

Tabela 6: Analise de variancia (ANOVA) para fatores do processo de varredura.

Fator Efeito Erro padréo valor t valor p
Xo 1013,02 10,61 95,49 <0,0001
X1 421,88 23,53 17,93 0,0004
Xa 126,56 23,53 5,38 0,0126
X3 -1240,10 23,53 -52,71 <0,0001
X4 -135,63 22,72 5,97 0,0094

Ajustando os modelos

O conteudo de polifendis totais e a capacidade antioxidante contra o radical
DPPH dos extratos de biofloco dos 30 experimentos realizados estdo apresentados na
Tabela 7. Dentre 0s experimentos o maior valor para o contetido de polifendis totais foi
obtido com o ensaio 14 (55°C, 120 min, 25% de etanol, e 20mL/g) no qual o extrato
apresentou um valor de 1.918,57 ug EAG/g, e o menor valor foi obtido com o ensaio 22
(45 °C, 90 min, 100% de etanol, e 15 mL/g) com 303,21 ug EAG/g. Para a atividade
antioxidante contra o radical DPPH o ensaio 14 (55 °C, 120 min, 25% de etnaol, e 20
mL/g) apresentou o valor maximo de 1.278,97 uM ET/g, e o menor valor foi observado
no ensaio 23 (45°C, 90 min, 50% de etanol, 5 mL/g), sendo de 286,41uM ET/g de
biofloco. A Tabela 8 mostra os efeitos e os p-valores inferiores a 0,05 que indicam o
efeito significativo das variaveis independentes (fatores estudados) em relagdo as

respectivas variaveis respostas. Os dados mostram que nenhum coeficiente quadratico
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foi significativo (p>0,05), apenas coeficientes lineares tiveram significancia (p<0,05) no
modelo estimado. A concentracdo de alcool e a concentracdo de solvente apresentaram
valores significativos (p<0,05) para ambas as variaveis resposta (Polifendis totais e
Capacidade antioxidante contra radical DPPH) apresentando o mesmo efeito para as
duas (efeito negativo para concentracéo do alcool, e efeito positivo para a concentragdo
de solvente), enquanto as varidveis temperatura e tempo (ambos com efeito positivo)
foram apenas significativo para o conteudo de polifendis totais. Houve interacdes
significativas entre alguns fatores para as duas variaveis respostas. A interacdo entre a
variavel temperatura e a concentracdo do etanol, e entre a variavel tempo e concentragao
do etanol foram significativas para polifendis totais, e interacdo entre concentracdo do
etanol e a relacdo solvente — soluto, foi significativo para atividade contra o radical
DPPH.

A andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 9 mostrou que 0s
modelos de regressdo multipla foram significativos (p<0,05) tanto para o contetdo total
de polifendis como para atividade contra o radical DPPH. A andlise de falta de ajuste
foi ndo significativa (p>0,05) e mostra que os dois modelos se ajustaram bem aos dados
experimentais obtidos. As Figuras 1 e 2 apresentam as dispersdes dos dados observados
em relag#o aos preditos, e demonstra graficamente os coeficientes de determinagéo (R?),
que foram de 0,98 e 0,76 para o contetdo total de polifendis e atividade antioxidante

contra o radical DPPH, respectivamente.

Tabela 7: Condicoes e respostas medidas usadas no projeto experimental para metodologia de superficie
reposta (MSR).

Varidveis independentes Varévies Repostas

Relc¢ao
solvente —  Polifendis (ug EAG/g) DPPH (uM ET/g)
soluto (ml/g)

Ensaios i
Temperatura (°C) Tempo (min) Cgtr; %%TE?/E; 0

1 35 60 25 10 887,86 565,13
2 35 60 25 20 1.070,95 1.002,05
3 35 60 75 10 562,86 516,41
4 35 60 75 20 747,14 722,56
5 35 120 25 10 1.087,86 568,97
6 35 120 25 20 112571 1.071,28
7 35 120 75 10 470,00 412,56
8 35 120 75 20 675,71 566,15
9 55 60 25 10 1.549,76 557,44
10 55 60 25 20 1.540,00 1.073,85
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25
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748,57
897,14
1.723,57
1.918,57
741,43
825,71
588,93
1.449,64
988,93
1.042,50
1.808,57
303,21
790,36
1.085,71
1.017,50
1.090,71

1.026,43
1.067,50

1.026,43

343,33
609,74
580,51
1.278,97
411,28
984,10
584,23
630,39
740,00
780,39
828,46
757,31
286,41
883,97
691,92
709,23
640,00
807,31
715,00

Tabela 8: Regressdo com efeitos e interacdes dos modelos de regressao multipla previstos para polifendis total

e atividade contra radical DPPH.

PI(\)/llic:‘C;?]Iéois Fatores Efeito Erro padrao Valor t Valor p

Xo 1028,83 10,96 93,85 <0,0001

X1 419,84 24,10 17,42 <0,0001

Xa 55,95 24,10 2,32 0,0299

X3 -687,20 24,10 -28,51 <0,0001

X4 134,98 24,10 5,60 <0,0001

Xi3 -225,30 29,52 -7,63 <0,0001

X3 -131,25 29,52 -4,45 0,0002
Modelo
DPPH

Xo 700,65 21,66 32,35 <0,0001

X3 -189,53 47,62 -3,98 0,0005

X4 379,02 47,62 7,96 <0,0001

Xa4 -119,39 58,33 -2,05 0,0500
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728 Tabela 9: Analise de variancia (ANOVA) dos modelos de regressao multipla para polifendis e atividade contra

729 radical DPPH.

Fonte de variacao SQ GL QM valor F valor p
Polinendis (R*=0,98)
Regresséo 4.131.548 7 616.364 145,457  <0,0001
Residuais 66.361 22 4.237
Falta de ajuste 59.643 17 3.509 0,5224 0,8553
Erro puro 6.716 S) 6.716
Total 4.380.908 29
DPPH (R?=0,76)
Regresséo 1.134.948 3 378.316 28,1138  <0,0001
Residuais 349.871 26 13.457
Falta de ajuste 135.072 5 27.015 2,6411 0,0528
Erro puro 214.799 21 10.229
Total 1.484.819 29
730
731
Observed vs. Predicted Values
4 factors, 1 Blocks, 29 Runs; MS Residual=3485213
DV: Polifendis (ug EAG/g)
2200 . -
2000 P
1800 - %
1600 2 alli
g 1400 e
§ 1200 5%
§ 1000 ﬁtﬁ
g 800 /Ocjo’@}
600 e % °
400 o o
200
00> 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
732 Observed Values
733 Figura 1: Valores preditos e observados para polifendis totais.
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Figura 2: Valores preditos e observados para atividade contra radical DPPH.

Efeitos e superficie de resposta para andlise de conteudo total de polifenois

O modelo obtido com base nos termos que apresentaram significancia estatistica

(p<0,05) foi o seguinte:

Polifendis (pg/g) = 1.028,83 + 419,8 X; + 55,95 X, — 687,2 X3 +134,98 X4 — 225,3 Xi3
—131,25 Xa3

Onde o fator representado pela varavel X; é a temperatura, X, o tempo, X3 a
concentracédo do etanol, X, a relacdo solvente — soluto, X;3 a interagdo entre temperatura
e concentracao do etanol e X3 a interacdo entre tempo e concentragao do etanol.

O modelo gerado demonstra uma relacdo linear entre o contetdo total de
polifendis e as variaveis independentes utilizadas no processo de extracdo, com um
coeficiente de determinagdo muito elevado (R* = 0,98). Os resultados das interagdes
significativas entre os fatores utilizados no processo de otimizacdo dos extratos de
bioflocos foram plotados em gréaficos de superficie reposta tridimensionais apresentados
na Figura 3. Na Figura 3a pode ser observada a interagcdo entre a temperatura e a
concentracédo de alcool em funcdo da quantidade de polifendis totais, demonstrando um
efeito positivo na extracdo de polifendis com o aumento da temperatura, € 0 inverso
para a concentracdo do etanol no solvente. Os melhores resultados foram observados

para a temperatura de 65 °C junto com o solvente contendo apenas agua (0% de etanol).
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A Figura 3b mostra a interagcdo entre o tempo e a concentracdo do alcool na extracéo de
polifenois, com efeito positivo para o tempo, e efeito negativo para a concentracao de
alcool. Os melhores resultados foram observados para o tempo de 120 minutos e
utilizando somente agua como solvente.

Os maiores valores para polifendis na maior temperatura podem ser devido ao
efeito desta variavel em propriedades que podem melhorar o rendimento da extracdo
como viscosidade, difusividade, solubilidade e tensdo superficial com o consequente
aumento da solubilidade do soluto e do coeficiente de difuséo (Boonkird et al., 2008;
Wang et al., 2008; Wan et al., 2011; Chen et al., 2015; Kumar & Sharma, 2017). Esse
aumento também contribui com a liberacdo dos polifendis associados com a quebra de
constituintes celulares, devido ao aumento da permeabilidade da membrana celular
possibilitando a penetracdo do solvente (Wan et al., 2011). Além disso, a liberacdo de
componentes, ligado com o aumento da temperatura pode ainda mais reduzir as chances
desses polifenois coagularem com lipoproteinas (Wang et al., 2008; Wan et al., 2011;
Kumar & Sharma, 2017). O aumento da temperatura também leva a um acréscimo no
numero de bolhas de cavitacdo formadas e ao aumento nas taxas de transferéncia de
massa (Rostagno & Barroso, 2003). Park & Lee (2020) em extratos de cha de omija
demonstraram que em temperaturas de torrefacdo (120 a 180°C) € possivel fazer
extracdo destes compostos fendlicos, mostrando sua estabilidade a temperaturas bem
elevadas.

No entanto alguns trabalhos demonstram que o aumento da temperatura é
eficiente para a extracdo destes compostos ativos até um determinado nivel, como
relatado em extrato de microalga do género Tetraselmis, onde o incremento do
rendimento foi observado a medida que a temperatura foi aumentada da faixa de 50 para
80°C, e queda no rendimento a partir desse valor (Gam et al., 2020). O aumento da
temperatura até 65 °C levou a um aumento significativo da concentragdo de polifenois
de extratos de farelo de centeio, porém houve decréscimo com a temperatura de 75°C
(Iftikhar et al., 2020). Isto pode estar relacionado com a possibilidade destes compostos
fenolicos em altas temperaturas sofrerem degradacdo (Chen et al., 2015; Ghitescu et al.,
2015; Kumar & Sharma, 2017).

O contetdo fendlico total de todas as amostras aumentou de forma constante em

funcdo do tempo. A extensdo do tempo da extracdo com o ultrassom pode resultar em
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um maior rendimento do extrato (Sahin & Samli, 2013). A dissolugdo dos constituintes
solGveis ocorre primeiro em ou proximo as superficies das particulas da amostra
(chamadas de lavagem), e segundo, na transferéncia de massa de constituintes solUveis
do material na solucdo por difusdo, sendo este Gltimo estagio mais lento que o anterior e
é responsavel por limitar a taxa do processo de extra¢do, por isso 0 tempo pode ser
importante no processo de extragdo (Velickovi¢ et al., 2006; Sahin ¢ Samli, 2013)
Porém alguns trabalhos relatam diferentes tempos 6timos de extracdo desde curtos
como 20 minutos a mais longos como 120 minutos (Sahin et al., 2013; Wang et al.,
2013; Ghitescu et al., 2015; Gam et al., 2020).Diferente dos dados obtidos nesse
trabalho, alguns estudos indicam que a superexposi¢éo ao tratamento com ultrassom por
maior tempo de extracdo associadas as temperaturas mais elevadas podem causar
degradac@o dos compostos bioativos. (Sahin & Samli, 2013; Ghitescu et al., 2015).

A melhor eficiéncia de extracdo com adicdo de agua ao solvente pode estar
associada a polaridade relativa desses compostos e ao aumento da propagac¢do de ondas
ultrassbnicas em solventes aquosos, as mudangas na proporcdo de agua para etanol
resultam em uma mudanca na polaridade do solvente e aumentam a extracdo de
materiais com uma polaridade especifica (Rostagno & Barroso, 2003; Gam et al.,
2020). Alguns estudos mostram efeitos contrarios ao aumento da concentragdo do
etanol, a exemplo de extratos em casca de madeira de abeto, onde o aumento da
concentracdo de etanol melhorou o rendimento de polifendis totais, aumentando de 8,81
para 12,43 mg EAG/g com um aumento simultdneo da concentracdo de etanol de 50 a
70% (Ghitescu et al., 2015). Em trabalho com extrato de folha de oliveira, a melhor
extracdo foi com 50% de etanol, embora a agua pura seja o solvente mais polar de
todos, o solvente mais polar ndo produziu os melhores resultados na extracdo de
polifendis (Sahin e Samli, 2013). Este fendmeno foi atribuido a maior viscosidade da
agua do que a dos outros solventes, no qual diminuiu com a inclusdo do etanol,
acelerando a transferéncia de massa entre liquido e solido e aumentando a solubilidade
dos compostos polifenolicos polares (Sahin & Samli, 2013; Ghitescu et al., 2015).

Em extratos de farelo de centeio o aumento da proporcao de solvente para soluto
de 20 mL/g para 40 mL/g melhorou a eficiéncia de extragcdo, porem diminui com o
aumento desse valor (Iftikhar et al., 2020). Em estudo com Ardnia seca (Aronia

melanocarpa) também foi observado melhores resultados de extragdo de polifenois para
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um aumento na relacdo de solvente — soluto, com melhor desempenho na relacdo de
1:30 (peso/volume), proxima da melhor resposta neste trabalho (d’Alessandro et al.,
2012; Cujié et al., 2016). Como o aumento da quantidade de solvente esta diretamente
relacionado com os principios de transferéncia de massa, uma vez que o gradiente de
concentracdo que é a forca motriz € suposto ser maior quando se usa uma proporgao
menor de sélido para solvente, isto levaria a uma maior difusdo, aumentando a

eficiéncia de extragdo (Sahin & Samli, 2013).
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Figura 3: Gréficos de superficie de resposta para polifendis totais como uma funcdo de interacles
significativas entre os fatores: (A) Concentracéo de etanol e temperatura; (B) Concentragdo de etanol e tempo
Os valores dos outros fatores foram mantidos nos pontos centrais.

Efeitos e superficie resposta para anélise de atividade antioxidante contra o radical
DPPH

O modelo obtido com base nos termos que apresentaram significancia estatistica

(p<0,05) foi o seguinte:
DPPH (uM/g)= 700,65 - 189,53 X3 + 379,02 X, — 119,39 X34

Onde o fator representado pela varavel X3 € a concentracdo do etanol, X, é a relagéo
solvente — soluto e X34 € a interacdo entre a concentragdo do etanol e a relacéo solvente
— soluto.

O modelo gerado apresentou um coeficiente de determinacéo satisfatério (R? =
0.76) entre a atividade contra o radical DPPH e as variaveis independentes utilizadas no

processo de extracdo. O resultado da interacdo significativa entre os fatores dos extratos
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de bioflocos foram plotados em graficos de superficie reposta tridimensionais
apresentados na Figura 4.

O grafico gerado na Figura 4 apresenta a interacdo entre a concentracdo do
etanol e a relagéo solvente — soluto, expressando um efeito negativo para essa interacéo,
com maiores valores estimados para concentracdo 0% de etanol juntamente da relagédo
de solvente — soluto de 25 mL/g. Em concordancia com os dados deste trabalho, em
extratos de melaco de beterraba houve aumento da capacidade antioxidante com a
diminuicdo da concentracdo de etanol que foi diretamente relacionada com a melhor
extracdo de antocianinas (Chen & Yu, 2015). No entanto diferentes trabalhos mostram
diferentes atividades para diferentes concentracdes de alcool no solvente. Em microalga
do género Tetraselmis foi observado o aumento do rendimento de extracdo com o
aumento da concentracdo do etanol até 58,3%, e depois disso com o acréscimo do
alcool diminuiu o rendimento (Gam et al.,, 2020). Em extrato do vegetal Taro
(Colocasia esculenta) foi observado que a atividade antioxidante frente ao radical
DPPH foi constante até a concentracdo de solvente de 60% e, posteriormente, diminuiu
com o aumento da concentracdo do alcool acima desta faixa (Kumar e Sharma, 2017).
Melhores valores para atividade antioxidante em extrato da fruta Acgai (Euterpe
oleracea) foram encontrados com o aumento da concentracdo do etanol até 90%, no
entanto houve diminuicéo, seguindo relacdo direta com a dosagem de antocianinas, mas
diferente para polifenois que houve descéscimo a partir de 70% (Pompeu et al., 2009).
Em de folha de Oliveira (Olea europaea) os extratos de etanol puro apresentaram maior
capacidade antioxidante, por outro lado, os extratos de agua pura exibiram capacidade
antioxidante relativamente menor (Sahin & Samli, 2013).

Com extracBes de residuos de cervejaria, realizados atraves de trés etapas
consecutivas de extracdo, com proporc¢des de solubilizacdo de 1:0,25 a 1:10 (g/mL), nas
mais baixas relacdo entre o solvente e a matéria prima processo de extracdo foi menos
eficiente, onde mesmos com os trés processos os valores foram inferiores em relagéo a
apenas um unico processo de extracdo das maiores relaces de dilui¢cdo, demonstrando
um efeito positivo no aumento no volume sobre a eficiéncia de extracdo de compostos
bioativos, e tendéncia semelhante foi observada para todas as atividades antioxidantes
expressas em EC50 (Barbosa-Pereira et al., 2014). A capacidade antioxidante em

extratos de casca de Manga (Mangifera pajang) diminuiu com o aumento do fator de
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diluicdo, alta atividade antioxidante foi evidente quando a proporc¢édo liquido-solido era
baixa (20-30 mL/g, préximos do nivel de maior atividade para este fator no presente
trabalho) (Prasad et al., 2011). E importante estudar a relevancia deste fator em
processos de otimizacgdo, pois 0 aumento da proporcdo do solvente pode aumentar a
chance de componentes antioxidantes entrarem em contato com o solvente melhorando
a extracdo ou acarretar uma diluicdo destes na solucdo extratora e resultar em diferentes

respostas de atividade antioxidante (Prasad et al., 2011).

Fitted Surface; Variable: DPPH (uM ET/g)
4 factors, 1 Blocks, 29 Runs; MS Residual=13867,03
DV: DPPH (uM ET/g)

B > 1600
I < 1600
B < 1400
[ < 1200
[ < 1000
[ < 800
I <600
< 400
B <200

Figura 4: Grafico de superficie de atividade antioxidante contra radical DPPH como uma fungéo de interacdes
significativas entre os fatores: Concentracéo de etanol e relagdo solvente — soluto. Os valores dos outros fatores
foram mantidos nos pontos centrais.

Analise econdmica

Os modelos obtidos com base nos termos que apresentaram significacia

estatistica (p<0,05) foram os seguintes:
COM = 153982,08 — 129496,84 X, + 56245,08 X,* +151361,63 X3 — 53163 X3

Onde o fator representado pela varavel X, é o tempo, X3 é a concentracdo do
etanol X3 é a interacdo entre tempo e concentracdo do etanol.
BC =-0,05 X3 +0,04

Onde o fator representado pela varavel X3 é a concentragdo do etanol.
O grafico de dispersdo da Figuras 5 e 6 demonstram a relacdo dos dados observados e
preditos gerando um coeficiente de determinagéo elevado (R? = 0.97) para o0 COM e
bom (R? = 0.73) para BC. Dentro dos 29 tratamentos (Tabela 10), 0 COM do ensaio 19
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(45°C, 30 min, 50% de etnaol,15 mL/g) apresentou maior custos no valor de 447.417,36
USD, e 0 menor COM foi do ensaio 21 (45°C, 90 min, 0% de etanol, 15 mL/g) com
18.098,34 USD. A melhor relacdo beneficio custo foi do ensaio 21, devido ao uso
apenas da agua como solvente, e a pior relacdo foi a do ensaio 22, sendo o &lcool
responsavel pela diminuicdo da relagdo. Os valores da relagdo beneficio custo mostram
que os ensaios de extracdo utilizados no processo de otimizacdo sdo economicamente
inviaveis, todos os valores abaixo de 1, ou seja, os lucros gerados na venda do produto
ndo superam 0s gastos gerados na etapa de extracdo, e isso estd associado a baixa
quantidade de polifendis extraida do biofloco em relagdo ao investimento para extrai-
los.

Os resultados (Tabela 11) mostram que o fator tempo teve um efeito linear
negativo e um efeito quadratico positivo, e o fator concentracdo do etanol teve um efeito
linear positivo para o COM. O fator concentragdo do etanol teve um efeito linear
negativo e um efeito quadratico positivo para BC. Houve interacdo entre a variavel
tempo e concentracdo do etanol para 0 COM (Figura 7)

A Tabela 12 apresenta os percentuais relacionados a todos os custos principais,
FCI COL, CUT, CWT, CRM. Foi possivel notar que 0 CRM foi o principal custo no
processo de extracdo para todos 0s ensaios com excessdo do ensaio 21, no qual o maior
percentual de custo foi o COL, isso € devido a utilizacdo de dgua como solvente, no que
difere dos outros ensaios que utilizaram o alcool como solvente, ja que os Unicos
insumos considerados no CRM foram o alcool e a &gua, e o biofloco foi desprezado por

ser um efluente.

Tabela 10: Condicdes e respostas medidas usadas no projeto experimental para metodologia de superficie
resposta (MSR) para o custo de fabricagdo (COM) e relacdo beneficio custo (BC).

Variaveis independentes Avaliacdo econdmica

) ) Relacéo Lucro

Ensaios Temperatura (°C) Tempo (min) Cgtr; %eor:t?;f? 0 iol\éfir:jts (Ugglg/lno) Bruto BC

(mL/g) (USD/ano)

1 35 60 25 10 125.391,23  3880,00 0,03
2 35 60 25 20 125.391,23  2340,07 0,02
3 35 60 75 10 338.044,63 2459,73 0,01
4 35 60 75 20 338.044,63 1632,53 0,00
5 35 120 25 10 70.640,54  2377,01 0,03
6 35 120 25 20 70.640,54  1229,86 0,02
7 35 120 75 10 176.967,24  1026,97 0,01
8 35 120 75 20 176.967,24 738,23 0,00
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150
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25
75
75
25
25
75
75
50
50
50
50

100
50
50
50
50
50
50
50

10
20
10
20
10
20
10
20
15
15
15
15
15
15

25
15
15
15
15
15

125.575,30
125.575,30
338.228,70
338.228,70
70.824,62
70.824,62
177.151,32
177.151,32
159.683,20
159.662,49
447.638,03
102.313,12
18.098,34
288.307,93
159.867,27
159.867,27
159.867,27
159.867,27
159.867,27
159.867,27
159.867,27

6772,57
3364,96
3271,31
1960,29
3766,07
2096,07
1620,05
902,11
1143,85
2815,57
5762,25
1214,88
3512,71
588,92
4605,22
1265,24
1976,24
2118,44
1993,59
1948,50
2073,36

0,05
0,03
0,01
0,01
0,05
0,03
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,19
0,00
0,03
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

Tabela 11: Estimativa dos modelos de regressao multipla previstos para o custo de fabricacdo (COM) e relagéo
beneficio custo (BC).

Modelo

COM Fatores Efeito Erro padréo Valor t Valor p
Xo 153982,08 4178,93 36,85 <0,0001
X2 -129496,84 7034,18 -18,41 <0,0001
X% 56245,08 6496,40 8,66 <0,0001
X3 151361,63 7034,18 21,52 <0,0001
X3 -53163,35 8615,08 -6,17 <0,0001
Modelo
BC
X3 -0,05 0,0079 -6,31 <0,0001
X3 0,04 0,0073 5,40 <0,0001
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pontos centrais).

Tabela 12: Percentual dos componentes em relacéo ao custo de fabricagdo (COM).

Ensaio Componentes da COM
FCI COL CUT CWT CRM
1 5% 8% 18% 0% 69,67%
2 5% 8% 18% 0% 69,67%
3 2% 3% 18% 0% 77,35%
4 2% 3% 18% 0% 77,35%
5 8% 13% 17% 0% 61,92%
6 8% 13% 17% 0% 61,92%
7 3% 5% 17% 0% 73,92%
8 3% 5% 17% 0% 73,92%
9 5% 8% 18% 0% 69,56%
10 5% 8% 18% 0% 69,56%
11 2% 3% 18% 0% 77,31%
12 2% 3% 18% 0% 77,31%
13 8% 13% 17% 0% 61,75%
14 8% 13% 17% 0% 61,75%
15 3% 5% 18% 0% 73,84%
16 3% 5% 18% 0% 73,84%
17 4% 6% 18% 0% 72,85%
18 4% 6% 18% 0% 72,86%
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19 1% 2% 19% 0% 77,89%

20 6% 9% 17% 0% 68,27%
21 33% 53% 14% 0% 0,56%

22 1% 3% 19% 0% 80,61%
23 4% 6% 18% 0% 12,77%
24 4% 6% 18% 0% 12,77%
25 4% 6% 18% 0% 12,77%
26 4% 6% 18% 0% 12,77%
27 4% 6% 18% 0% 12,77%
28 4% 6% 18% 0% 12,77%
29 4% 6% 18% 0% 12,77%

Na Figura 7 é possivel observar que o valor do COM aumenta com a diminui¢do
do tempo de extracdo junto ao aumento do alcool etilico como solvente. O menor tempo
de extracdo implica no aumento do nimero de extracbes por dia de producdo, e em
paralelo a necessidade de um volume maior de solvente, aumentando o COM com o
aumento de utilizacdo de etanol. Quando se usa apenas agua como solvente para
extracdo o comportamento do COM ¢ diferente, o maior custo foi com o COL seguido
do FCI.

O FCI esta diretamente relacionado ao gasto com matéria-prima (USD/ano) e ao
total de extratos obtidos (kg/ano) ao final do processo, portanto, quando o tempo de
extracdo é maior, menos lotes e menores quantidades de extratos sdo obtidos, levando a
um maior FCI. Por outro lado, 0 CRM aumenta com tempos de extracdo mais curtos
devido ao acréscimo do nimero de extracGes realizadas por ano de produgdo comparado
a tempos maiores de extracdo, exigindo uma quantidade maior de matéria prima (Santos
etal., 2012).

As maiores concentracdes de etanol levaram ao aumento dos custos, ja que a
preco para obtencdo € muito maior do que a da dgua. Em extracdes de polpa de Jussara
(Euterpe edulis), a concentracdo de etanol na agua afetou notavelmente os custos de
producdo, mesmo com o alcool 30% obtendo o maior rendimento de extracdo, 0s
extratos produzidos com solugdes sem etanol proporcionaram o menor COM, seja em
leito agitado, ou por ultrassom (Vieira et al., 2013).

Além dos custos com o aumento da quantidade de solvente utilizado, a maior
utilizacdo de alcool também pode ocasionar uma reducdo do potencial de recuperagdo

do solvente, o que implica custos mais elevados e maior toxicidade (Tanase et al.,
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2019). A menor utilizacdo de etanol também traz uma vantagem importante, por ser
menos danoso do ponto de vista ambiental (Vauchel et al., 2018). Mas tambem é
importante avaliar as mudancas dos efeitos negativos no impacto ambiental com o
ganho no rendimento de extragdo com o uso de diferentes solventes como o etanol e a
agua nas diferentes categorias de impactos (Papadaki et al., 2017; Vauchel et al., 2018).

A relacgéo solvente — soluto ndo mostrou efeito significativo nos custos, mas isso
pode ter sido devido ao valor por aquisicéo atribuido ao biofloco ser desprezado por ser
considerado um residuo, ndo influenciando em diferentes valores no ensaio de acordo
com a quantidade de massa utilizada para realizar as extragdes. O aumento nesta
propor¢do pode gerar uma economia de utilizagdo de matéria prima para obtencdo
destes compostos, ou seja, a um mesmo volume necessita-se a utilizacdo de menos
material para obter a mesma quantidade de polifendis totais, diminuindo o custo de
extracio (Cuji¢ et al., 2016). O aumento da relacio volume de solvente e massa causou
uma oscilagdo nos custos de fabricagdo em extratos de polpa de jussara, este
comportamento pode ser explicado pelo aumento da relacdo ter ocorrido
concomitantemente ao aumento do volume do solvente e diminuicdo da massa da polpa,
caracterizando um efeito duplo, diminuindo o custo com a polpa (1,80 USD/kg) e
aumentando o custo com a mistura de solvente etanol/agua (1:1) (0,85 USD/kg de
etanol mais 0,04 USD/kg de &gua), que pode ser atribuivel a variacdo do custo de
fabricacdo (Vieira et al., 2013).

A adocdo de economia circular pode ser uma estratégia para melhorar o
beneficio custo, integrando os extratos gerados para obter ganhos no sistema de
producdo aquicula (Jahazi et al., 2020). O uso de polifenois no cultivo de Tilapia
(Oreochromis niloticus) promoveu o aumento da taxa de crescimento, com acao
imunoestimulante, antioxidante e antimicrobiano, alternativa ao uso de antimicrobianos
contra Streptococcus agalactiae (Van Doan et al., 2020). Em cultivo de camardo branco
do pacifico L. vannamei a aplicacdo de polifendis possibilitou efeito protetivo contra
diminuicdo de nutrientes basicos no animal, alteracdo da composicdo proteica, e danos
causado ao tecido muscular, induzidos por aflatoxina B1, toxina produzida por
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, comumente encontrada em rac¢des (Huang
et al, 2021).
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A suplementagdo com polifenois em cultivo do peixe Larimichthys crocea
promoveu melhora na atividade antioxidante, diminuicdo do conteudo de
malondialdeido, aumento da atividade da SOD, e regulacdo de genes participantes da
oxidacdo de lipidios como CPT1, PPARa e ACO, reduzindo a deposi¢do actimulo
anormal de lipidios no figado, problemas gerados na utilizacdo de dietas ricas em
lipideos, que prejudica a saude e a producdo de peixes (Ji et al., 2018). Com alevinos de
carpa comum a adicdo de polifendis possibilitou melhora no peso final, taxa de
crescimento especifico e taxa de conversao alimentar, parametros e estatus antioxidante
(Jahazi et al., 2020). Desta forma estudos futuros deveriam considerar a interacao entre
0s ganhos obtidos pelo processo de extracdo desses compostos fenolicos, com o
beneficio do rendimento zootécnico na area da aquicultura, integrando uma cadeia de
beneficios ao sistema de producéo.

A utilizacdo de residuo menos heterotrofico e mais fotoautotrofico gerados em
sistemas de producdo em bioflocos com maiores exposicdo a luz poder ser uma boa
alternativa para melhorar a relacdo beneficio custo. Essa luminosidade pode influenciar
no desenvolvimento de microalgas dentro do sistema (Ju et al, 2008), e sdo poderosas
fontes de compostos fendlicos (Levasseu et al., 2020). A inclusdo das microalgas
Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus, foi significativa na melhora da resposta
imune da tilapia, e na qualidade de agua (Jung et al., 2017). Camarfes cultivados em
sistemas com biofloco submetidos a exposicdo a luz demonstraram maior ganho de peso
e biomassa ao final do cultivo do que os cultivados em sistema de bioflocos com menos
luminosidade, e 0 aumento do tempo de exposicdo da luz seguiu com o0 aumento da

clorofila dentro do sistema de cultivo (Baloi et al., 2013)

Concluséao

O biofloco é uma fonte residual de polifendis, e a metodologia de superficie de
resposta se mostrou uma ferramenta eficaz para otimizar a extracdo em bioflocos com o
método de extracdo assistida por ultrassom. As condi¢des Otimas para a extracdo de
compostos foram determinadas diante dos fatores estudados, onde temperatura, tempo,
concentracdo do alcool, e relagdo solvente — soluto foram condi¢bes que influenciaram
na extracdo de polifendis, enquanto a concentragdo do alcool e relacdo sélido-solvente

foram determinantes para a atividade antioxidante. A analise econdémica mostrou efeito
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importante nos tempos de extragdes junto com a concentragdo do alcool nos custos de
producdo. A relacdo custo beneficio mostrou impacto negativo na utilizacdo deste
residuo no processo de producdo. No entanto novos estudos devem ser realizados para
determinar os efeitos desses compostos bioativos na melhoria da producéo animal, e no
ganho financeiro e ambiental pela utilizacdo dos polifendis extraidos deste residuo, e em

diferentes tipos de bioflocos.
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ConclusGes gerais

A metodologia de superficie resposta foi eficiente para a otimizagédo da extracéo
de compostos bioativos dos bioflocos;

Os fatores temperatura, tempo, concentragcdo do alcool, e relagdo solvente —
solido foram significativos para o processo de otimizacdo de extracdo de
polifendis do biofloco;

As varidveis concentracdo do alcool, e relacdo solvente — sélido foram
significativos para o processo de otimizacdo da atividade antioxidante dos
extratos de biofloco;

Tempo de extracdo, e concentracdo do alcool foram os fatores determinantes no
aumento do custo de produgéo;

O estudo de diferentes fatores na influéncia do processo de extracdo é
importante visto que ocorrem diferentes respostas aos mesmos fatores em niveis

préximos para diferentes matérias primas.
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1424  Perspectivas futuras
1425

1426  De acordo com as hipdteses estudadas e os resultados obtidos, novas estudos podem ser

1427  explorados:

1428 e Estudar os efeitos de outros fatores no processo de otimizagéo do bioflocos;

1429 ¢ Realizacdo de estudos de aplicagdo bioldgica na aquicultura;

1430 e Explorar as aplicacGes biotecnoldgicas amplas destes compostos extraidos;

1431 e Realizar analise para determinar composicGes especificas destes compostos
1432 fenolicos, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

1433 e Realizacdo de estudos de diferentes compostos bioativos presentes neste residuo

1434 e Fazer simulagdes em diferentes escalas de producgédo para avaliacdo dos custos,
1435 além da integracdo com os ganhos obtidos com as aplicacdes destes compostos a
1436 aquicultura.
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