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RESUMO

As algas marinhas marrons possuem diversos biocompostos de interesse
econdmico. Dentre eles, o alginato € um composto que apresenta aplicagdo em
diferentes setores industriais devido a suas propriedades espessantes. Apesar de
sua grande aplicabilidade, praticamente todo alginato utilizado no Brasil € importado.
Desse modo, € de suma importancia incentivar a producdo nacional desse
polissacarideo, visto que a alga Sargassum esta presente em abundancia no litoral
brasileiro. No presente estudo, foi utilizado o delineamento Box-Behnken para
otimizar a etapa de extracdo do alginato com aplicacdo de ultrassom, em
substituicdo parcial a etapa acida tradicionalmente aplicada no processo, a qual
normalmente utiliza acido cloridrico, pelo &cido citrico, que € um acido mais fraco e
ecologico. Foram obtidas 17 combina¢des a fim de avaliar o efeito de trés fatores,
poténcia do ultrassom, pH e tempo de aplicacdo do ultrassom, sobre o rendimento,
capacidade antioxidante, viscosidade dinamica, viscosidade intrinseca e peso
molecular. A condi¢do otimizada (176 W, pH 1, 15 minutos) gerou rendimento de
54,20%, capacidade antioxidante de 80,81 pM trolox/g de alginato, viscosidade
intrinseca de 4,28 dL/g e peso molecular de 202,56 kDa. Dentre os parametros
estudados, o pH apresentou maior influéncia sobre as respostas estudadas. Na
condicdo otimizada, foi avaliado o efeito do emprego do acido cloridrico no
rendimento e parametros de qualidade do alginato. Os resultados mostraram
maiores rendimento e capacidade antioxidante na extracdo com Aacido citrico, e
valores proximos de viscosidade intrinseca e peso molecular do alginato extraido
com os dois acidos, mostrando que o acido citrico € uma alternativa interessante na
substituicdo do acido cloridrico, quando combinado com ultrassom. Assim, a
aplicacdo de ultrassom é um método promissor para a extracao de alginato de sédio,
podendo o acido citrico ser satisfatoriamente empregado na etapa acida.

Palavras-chave: Algas marinhas. Alginatos. Ultrassom. Box-Behnken. Acido citrico.
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ABSTRACT

Brown algae have several bio composites of economic interest. Among them is the
alginate, a compound that, due to its thickening properties, has application in
different industrial sectors. Despite its great applicability, all alginate used in Brazil is
imported. Thus, it is extremely important to encourage the national production of this
polysaccharide, since the Sargassum seaweed is present in abundance on the
Brazilian coast. In the present study, the Box-Behnken design was used to optimize
the alginate extraction with the application of ultrasound, partially replacing the acidic
treatment with hydrochloric acid, with citric acid applied in the extraction process by
an acidic treatment with citric acid, which is a weaker and more ecological option. 17
combinations were obtained in order to evaluate the effect of 3 factor, ultrasound
potency, citric acid pH and ultrasound application time, on the yield, antioxidant
capacity, dynamic viscosity, intrinsic viscosity and molecular weight. The optimized
condition (176 W, pH 1, 15 minutes) resulted in a yield of 54.20%, antioxidant
capacity of 80.81 pM trolox/g of alginate, intrinsic viscosity of 4.28 dL/g and
molecular weight of 202.56 kDa. From the studied parameters, it was observed that
the pH had a greater influence on the responses. In the optimized condition, the
effect of the hydrochloric acid on alginate yield and quality parameters was
evaluated. The extraction with citric acid showed higher yield and antioxidant
capacity with close values of intrinsic viscosity and molecular weight to the alginate
extracted with hydrochloric acid. This shows that citric acid is an interesting
alternative in the replacement of hydrochloric acid, when combined with ultrasound.
The results showed that the application of ultrasound is a promising method for the
extraction of sodium alginate and that the acidic treatment can be satisfactorily
replaced with citric acid.

Palavras-chave: Seaweeds. Alginates. Ultrasound. Box-Behnken. Citric acid.
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1 INTRODUGCAO

As algas marinhas sdo consideradas importantes organismos fotossintéticos
para o0 planeta. Estes organismos representam uma fonte significativa de
biocompostos. Alguns compostos bioativos dessas algas s&do polissacarideos
sollveis como alginatos e carragenas, polissacarideos sulfatados como fucoidan,
carotenoides, acidos graxos poliinsaturados como 6mega-3, vitaminas, tocoferois e
ficocianinas (KADAM & PRABHASANKAR, 2010).

Por serem organismos que estdo intensamente expostos as condicdes
ambientais, a alta luminosidade e as concentracdes consideraveis de oxigénio e gas
carbonico, as algas desenvolveram mecanismos de defesa contra radicais livres,
sendo, dessa forma, uma fonte importante de antioxidantes naturais (ROCHA et al.,
2007; FLEITA et al., 2015).

As algas do género Sargassum spp. possuem diversos biocompostos que
vém sendo estudados para aplicacdo industrial. Dentre eles, o alginato € um dos que
possuem grande interesse econdmico, pois € amplamente utilizado em varios
setores industriais (HAHN et al., 2011).

O alginato de sodio é um polissacarideo hidrossoluvel capaz de formar
solucdes de alta viscosidade. Pode ser utilizado como estabilizador de suspensdes e
espessante na industria de alimentos (SIME, 1990). Outra propriedade importante
das solu¢des de alginato de sédio é sua capacidade de formar géis na presenca de
cations divalentes como o Ca®" (DRAGET et al., 1997). Todas essas caracteristicas
fazem com que esse biopolimero seja altamente requisitado em varios setores
industriais como farmacéutico, cosmético, alimenticio, téxtil e de papel (MULLER,
2011).

Apesar do grande namero de aplicacdes, o Brasil importa toda a demanda de
alginato utilizada nos diferentes segmentos industriais (MAFRA JR & CUNHA, 2002).
Em 2017, o Brasil importou do Chile, China, Noruega e lItalia, aproximadamente,
$10,8 milhdes de dolares de acido alginico (ATLAS OF ECONOMIC COMPLEXITY,
2019). Essa dependéncia poderia ser reduzida atraves da producdo nacional do
alginato a partir da alga Sargassum spp., visto que esta presente em abundancia na
costa maritima brasileira (DE OLIVEIRA, 2002).

Geralmente, 0s processos de extracdo e precipitacdo do alginato sao

baseados na conversdo dos seus sais da forma insoluvel para a solavel. A
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conversdo de alginato insolivel em acido alginico ocorre no pré-tratamento 4cido,
etapa esta realizada na extracdo convencional, comumente utilizando acido
cloridrico, a qual também contribui para o aumento do rendimento e remocéao de
alguns contaminantes como fucoidans, laminarinas, aminoacidos e polifenois (HAHN
et al., 2011). A adicdo de carbonato de sodio a solucdo, em tempo e temperatura
controlados, possibilitara a precipitacdo do alginato de sodio na sua forma soluvel
(CALUMPONG et al., 1999; PEREZ et al., 1992; ANDRIAMANANTOANINA et al.,
2010; McHUGH et al., 1987; GOMEZ et al., 2009).

Embora na maioria dos estudos o tratamento &cido seja realizado com &cidos
fortes, como &cido cloridrico ou acido sulfirico, FLOREZ-FERNANDEZ et al. (2019)
substituiu esses acidos por acido citrico, um acido organico fraco considerado
ecolégico, uma vez que ndo polui o meio ambiente.

Atualmente, vém crescendo o desenvolvimento e aplicacdo de métodos
sustentaveis e ecoldgicos visando a melhoria dos processos de extracdes. Dentre
esses, encontra-se o ultrassom que vem sendo utilizado a fim de reduzir o consumo
de energia, o consumo de solventes, diminuindo, dessa forma, o tempo e o custo do
processo (CHEMAT et al., 2017).

A eficiéncia do ultrassom para extrair compostos fendlicos e 6leos essenciais
ja foi demonstrada e apresentou melhores resultados quando comparada com 0s
processos convencionais (KHAN et al., 2010; TEKIN et al.,, 2015; WONG et al.,
2015).

Os beneficios de utilizar ultrassom em extragéo solido-liquido sdo o aumento
do rendimento da extracdo e cinética rapida. Além disso, o ultrassom facilita a
extracdo de compostos termossensiveis (KADAM, 2013). Em estudos voltados para
a flora marinha, Youssouf et al. (2017) utilizaram extracdo por ultrassom para
otimizar o rendimento de alginatos e carragenas extraidas de algas marrons e
vermelhas, respectivamente. Kadam et al. (2015b), com a utilizacdo de ultrassom,
extrairam fenois totais, fucose e acido urico de alga Ascophyllum nodosum. No
entanto, ainda ha necessidade de maiores estudos sobre a aplicacdo do ultrassom
na extracao de compostos provenientes de fontes marinhas.

Portanto, o objetivo geral desse trabalho foi otimizar a aplicacédo de ultrassom
durante a etapa acida da extracdo de alginato de sddio a partir da alga Sargassum

spp. e avaliar a qualidade do alginato de sédio extraido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral foi avaliar o efeito da aplicacdo do ultrassom e pH do meio de
extracdo, utilizando acido citrico como substituto do &cido cloridrico, e avaliar a

qualidade do polissacarideo extraido.

2.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos do presente estudo foram:

- Estudar a influéncia da poténcia e tempo de aplicacdo do ultrassom, assim
como o pH da etapa de tratamento acido, pela substituicdo do acido cloridrico pelo
acido citrico, sobre o rendimento e os parametros de qualidade do polissacarideo
(capacidade antioxidante, caracterizacdo reoldgica, viscosidade intrinseca e peso
molecular).

- Encontrar a condi¢éo otimizada do processo e validacdo do delineamento.

- Comparar o efeito do &cido cloridrico com o do acido citrico, a partir da
extragdo do polissacarideo na condigdo otimizada, sobre rendimento, capacidade

antioxidante, viscosidade intrinseca e peso molecular.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Algas

As algas marrons do género Sargassum spp. sdo amplamente distribuidas ao
longo de areas costeiras, nas regides tropicais e subtropicais (PRINCE & O’NEAL,
1979). Estima-se que, somente no litoral brasileiro, podem ser encontradas em torno
de 17 espécies (DE OLIVEIRA, 2002).

Este género de macroalgas pertence a familia Sargassaceae que possui
aspecto flutuante, sendo bastante representativo dentro da ordem Fucales
(ALGAEBASE, 2012). Estas algas sao estruturalmente formadas por um apressorio,
eixos principais de onde saem o0s ramos laterais, 0s quais constituem a maior parte
do talo. Seus ramos finais séo laminares e assemelham-se a uma nervura central,
denominados por¢des laminares. Algumas espécies possuem cavidades com poros

e vesiculas flutuadoras chamadas de aerocistos (COIMBRA, 2006).
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Figura 1. Sargassum sp. (Widayati & Rochmah dan Zubedi, 2009)

Ecologicamente, as algas Sargassum spp. possuem um papel importante
como biofiltradores, sendo capazes de acumular metais pesados toxicos. Além
disso, sdo consideradas bioindicadores devido a sua sensibilidade as alteracdes da
qualidade do mar (MURUGADAS et al., 1995). Economicamente, algumas espécies
podem ser utilizadas secas ou pulverizadas em preparacdes culinarias (WANG,
2008).

As algas marrons do género Sargassum spp. possuem diversos
biocompostos com aplicagcdo industrial. Um dos mais estudados é o polissacarideo
alginato, pois € amplamente utilizado em diferentes setores industriais.

Embora a biossintese de carboidratos em algas marinhas seja similar a de
plantas, alguns polissacarideos s6 podem ser encontrados nas algas. Estes
biopolimeros estdo presentes principalmente nas paredes celulares, proporcionando
resisténcia mecanica e flexibilidade para que elas suportem as correntes marinhas.
Dessa forma, os polissacarideos mais encontrados em algas marinhas sdo aqueles
que possuem propriedades para formar géis e mucilagem (SHARMA & GUPTA,
2002; SIMEONE et al., 2004).

Ha trés grupos principais de algas marinhas que sao classificados de acordo
com suas cores: marrom, vermelha e verde. Cada grupo possui a predominancia de
um polissacarideo tipico, o alginato é o mais abundante nas algas marinhas marrons
(PERCIVAL & McDOWELL, 1990). Embora sua principal fonte atualmente seja as
algas marrons, também pode ser produzido por bactérias (HAUGAN, 1994).
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3.2 Alginato

O alginato faz parte da parede celular como uma mistura de sais de calcio,
potdssio e sbédio de &cido alginico (SIME, 1990). Eles constituem uma familia de
polissacarideos que formam copolimeros lineares constituidos de acidos a-L-
gulurénicos (G) e B-D-manurdnicos (M) com ligagdes 1-4 (Figura 1). A proporcao
entre os residuos (G,M), a estrutura sequencial e o grau de polimerizagdo variam
extensamente dependendo da fonte de extracdo, das condi¢bes de crescimento e
estacionarias (SKJAK-BRAEK et al., 1986).

NaOOC Na0OC

Na0OC,
OH
ol ﬂ/
OH Na0O0C 0”
\nOU(.
Na0OC
G G M M G M
S F J

Y Y

G - Block M - Block GM - Block

Figura 2. Estrutura molecular do alginato de sédio.

Foi demonstrado que as propriedades fisicas do alginato dependem nao
apenas da composicdo de &cido urdnico, mas também da sequéncia em que 0s
residuos se apresentam na cadeia, podendo alterar significantemente as diferencas
estruturais (INDEGAARD & SKJAK-BRAEK, 1987/1990).

A grande utilizacdo do alginato ocorre devido a suas diversas propriedades
como agente espessante, estabilizante de emulsbées e de espuma, agente de
formacdo de filmes e fibras sintéticas entre outras. Todas essas caracteristicas
conferem a esse biopolimero uma alta aplicacdo em diversos setores industriais
como farmacéutico, cosmético, alimenticio, téxtil e de papel (MULLER, 2011).

Atualmente, existe a necessidade de desenvolver novos métodos
sustentaveis mais eficientes que minimizem a utilizacdo de quimicos e a emisséo de
gases do efeito estufa. Dentre esses métodos, encontra-se o ultrassom gue é capaz
de reduzir o tempo de processo, 0 consumo de energia e a utilizacdo de quimicos,

diminuindo, dessa forma, o custo geral do processo (CHEMAT et al., 2017).
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3.3 Ultrassom

Ondas de ultrassom sdo ondas sonoras, ou seja, ondas mecanicas. Estas
ondas propagam-se em uma frequéncia acima da capacidade auditiva humana,
superior a 20 KHz. Os ultrassons podem ser classificados em dois grupos: de baixa
intensidade e alta intensidade. Os de baixa intensidade séo utilizados para estudar
as propriedades fisico-quimicas de alimentos. Ja os ultrassons de alta intensidade
funcionam numa faixa de frequéncia de 20-100 KHz e sao utilizados para a extracéo
de compostos de interesse (GOGATE et al., 2011).

As ondas de alta intensidade se propagam em ciclos de compressao e
rarefacdo, ocorrendo a formacao de zonas de alta e baixa pressao, criando bolhas.
Essas bolhas sofrem um processo de colapso ou implosdo que é conhecido como
cavitacdo. A implosdo das bolhas de cavitacdo gera macroturbuléncia, colisdes
interparticulas e perturbacdo nos microporos das particulas da biomassa,
transformando as ondas sonoras em energia mecéanica que quebra a célula e sua
parede celular (LUQUE-GARCIA & LUQUE DE CASTRO, 2003; SORIA &
VILLAMIEL, 2010; SHIRSATH et al., 2012; MEROUANI et al., 2014).

Existem dois tipos principais de equipamentos ultrassénicos que podem ser
utilizados para extracdo. O mais simples e barato é o banho ultrassénico, que opera
numa frequéncia de 40-50 KHz e numa poténcia de 50-500 W. O outro equipamento
€ a sonda ultrassdnica que opera numa frequéncia de 20 KHz e fornece uma
energia acustica muito mais intensa do que os banhos ultrassénicos, pois a vibracéo
mecanica gerada pelo transdutor € propagada por meio de sua ponteira (Figura 2),
que fica em contato direto com a solucdo. Isto é, o tratamento com a sonda
ultrassénica é mais intenso do que o tratamento com o banho ultrassénico
(ASHOKKUMAR & MASON, 2007).
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Figura 3. Sonda ultrassénica (Kadam et al. 2015a)

Adicionalmente, a sonda permite que alguns parametros sejam selecionados,
como a amplitude. J& no banho ndo é possivel variar a poténcia (ASHOKKUMAR &
MASON, 2007). A vantagem das sondas € a possibilidade de ajustar os parametros
relacionados com a cavitacdo, como amplitude, frequéncia e poténcia. As
propriedades do meio também sdo importantes, como temperatura, tenséo
superficial, viscosidade e vapor de pressdo (GOGATE et al., 2003, 2011; SANTOS et
al., 2008). Ademais, a extracao por ultrassom pode ser combinada a outras técnicas,
como termossonicacédo (calor + sonicacdo), manossonicacao (pressao + sonicacao),

termomanossonicacao (calor + presséo + sonicacao) (SORIA & VILLAMIEL, 2010).

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Processamento e secagem das algas

As algas utilizadas foram coletadas na Praia Grande, em Ubatuba, litoral do
Estado de S&o Paulo. Os materiais coletados foram acondicionados em frascos,
mantidos com agua do mar e transportados em material isolante térmico.

Imediatamente apés a chegada no laboratério, as algas passaram por
triagem, foram lavadas em &gua corrente e retiraram-se quaisquer organismos
exdgenos a elas. Em seguida, as algas foram sanitizadas com agua clorada (25
ppm) durante 30 minutos, centrifugadas, em centrifuga domeéstica, para retirar o
excesso de agua e secas em uma estufa com circulacdo de ar a 45°C. O material
desidratado foi transformado em pé com um mixer, acondicionado em local seco e

mantido em temperatura ambiente.
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4.2 Delineamento experimental

A metodologia de superficie de resposta (RSM), utilizando o delineamento
Box-Behnken (BBD), foi aplicada para otimizar a influéncia dos parametros do
tratamento acido utilizando ultrassom na extracdo de alginato de sodio. As variaveis
independentes de tratamento foram poténcia (x1), pH do acido citrico (x2) e tempo
(x3) de aplicacdo do ultrassom, enquanto as varidveis dependentes (respostas)
foram rendimento, viscosidade intrinseca, peso molecular, caracterizacao reologica e
capacidade antioxidante. A Tabela 1 apresenta o delineamento utilizado com cinco
replicatas no ponto central, totalizando 17 ensaios experimentais. Os limites do
tratamento acido foram estabelecidos apés verificacdo de alguns estudos que
realizaram extracdo de alginato de algas pardas utilizando ultrassom (LORBEER et
al., 2015; YOUSSOUF et al., 2017; KADAM et al., 2015; FLOREZ-FERNANDEZ et
al., 2019). As faixas das variaveis estudadas foram: pH de 1 a 3, tempos de
tratamento de 5 a 15 minutos e poténcias de 120 a 280 Watts.

O software Design Expert 6 (StatEaselnc. Minneapolis, USA) foi utilizado para
realizar as andlises estatisticas de cada modelo. A significancia estatistica dos
coeficientes da equacao (P<0,05) foi determinada através da analise de variancia
(ANOVA) e a qualidade de ajuste do modelo polinomial aos dados experimentais foi
fornecido através do coeficiente de correlacdo R2 e sua significancia pelo teste F. O
modelo é considerado aceitavel quando atinge 95% de significancia (Ps<0,05) e alto
coeficiente de correlacdo (R*20,8). Foi executado o teste para perfil de
desejabilidade (“Desirability Profiles”) para que fosse encontrada a melhor condi¢ao
de tratamento (LUNDSTEDT et al., 1998; LORBEER et al., 2015).



Tabela 1- Modelo do delineamento experimental, com as faixas de cada

variavel avaliada.

Poténcia
Extracdo do X1 pH Xo Tempo X3
Ultrassom (min)
(%)

1 50 0 2 0 10 0
2 50 0 3 1 5 -1
3 50 0 1 -1 15 1
4 50 0 2 0 10 0
5 70 1 2 0 15 1
6 50 0 2 0 10 0
7 30 -1 3 1 10 0
8 70 1 3 1 10 0
9 30 -1 2 0 15 1
10 50 0 2 0 10 0
11 30 -1 2 0 5 -1
12 70 1 1 -1 10 0
13 70 1 2 0 5 -1
14 50 0 1 -1 5 -1
15 50 0 2 0 10 0
16 50 0 3 1 15 1
17 30 -1 1 -1 10 0

Poténcias: 30% = 120 W; 50% = 200 W; 70% = 280 W.
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4.3 Extracao do alginato

Pré-tratamento Alga em p6

Alga residual S .

Tratamento
acido

Sobrenadante

com alginato
de sodio

Precipitacao
|_com etanol

AS precipitado

Alginato de

sodio em po

AS triturado

Figura 4. Fluxograma do processo de extragdo do alginato.
4.3.1 Pré-tratamento com alcool

Alga seca e triturada (6 g) foi imersa em etanol 99% e mantida sob agitacao
em shaker por 3 horas e seca overnight em estufa a 40 °C. Esse processo foi

repetido duas vezes, para retirada dos compostos fendlicos e proteinas.

4.3.2 Tratamento acido

Nesta etapa foi realizada a otimizacdo do tratamento acido com aplicagéo de
ultrassom. A alga (6 g) pré-tratada com etanol 99% e seca foi submetida ao
tratamento acido. Inicialmente, em um béquer de vidro (250 ml) forma alta, foram
adicionados agua destilada e acido citrico monohidratado 20% com a alga até atingir
o pH desejado (pH 1, 2 ou 3). Em seguida, a solucdo foi colocada em contato com
uma sonda ultrassénica (OR-T-500, OMNI International™) sendo testados diferentes
poténcias (30, 50 ou 70%) e tempos (5, 10 ou 15 min). A sonda utilizada possui
ponteira (parte da sonda que fica em contato direto com a solucdo) de 12,7 mm de

didmetro e comprimento de 13,65 cm, recomendada para volumes entre 10 mL a
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300 mL, tem frequéncia de 20 kHz e poténcia maxima de 400 W (referente a 100%).
Apoés a aplicacdo do ultrassom, as amostras foram lavadas com agua destilada e
utilizadas na proxima etapa.

A mesma metodologia foi aplicada para a extracdo da condicdo otimizada
utilizando o &cido cloridrico 1 N em substituicdo ao acido citrico.

4.3.3 Tratamento alcalino

Ao material algal previamente sonicado e lavado foi adicionado agua destilada
e carbonato de sédio 1N até atingir pH 10 (NOGUEIRA, 2017). As amostras foram
agitadas magneticamente durante 90 minutos a 80 °C e apds, a solucgédo foi filtrada
repetidamente até separar a parte sélida da liquida. O filtrado foi reservado para a

precipitacdo do alginato.

4.3.4 Precipitacéo do alginato de sédio

Para a obtencdo do alginato de sodio, adicionou-se alcool etilico absoluto
(99%) ao filtrado na proporgéo 1:2 (Vsolugao/Vaicool). Segundo Gomes et al. (2009), a
extracdo do alginato com etanol melhora o rendimento e as propriedades reoldgicas
do produto. O alginato de sodio precipitado foi separado com o auxilio de um bastéo
de vidro quando em grandes volumes ou por centrifugagcdo quando em pequenos
volumes. O alginato precipitado foi seco em estufa a 40 °C.

4.4 Rendimento

O rendimento de alginato de sodio obtido de Sargassum foi calculado através

da Equacao 1.

) Matéria final seca do produto
% Rendimento = — — x 100 (1)
Matéria seca da alga antes da extracao

4.5 Determinacao da capacidade antioxidante pelo radical ABTS

A capacidade antioxidante dos alginatos foi avaliada utilizando o radical
ABTS (2,2’-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), segundo Rufino et al.
(2007). O radical ABTS foi preparado a partir da reacéo da solucéo estoque ABTS (7
mM) com a solucédo de persulfato de potassio (140 mM). Essa mistura deve ser
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mantida no escuro, a temperatura ambiente, por 16h. Em seguida o radical é diluido
em alcool etilico até obter absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm.

A partir dos extratos obtidos, foram preparadas solucées 1% de alginato e
cada solucao foi diluida 4 vezes nas seguintes proporgdes, 1:5, 2:5, 3:5 e 4.5 (V/v).
Para a curva padréo, foi preparada uma solucdo de trolox (2000 uM) e a partir
dessa solucéo foram feitas diluicbes com as seguintes concentracdes, 100 uM, 500
puM, 1000 pM e 1500 uM. Todas as amostras foram lidas apos 6 minutos de reacao
com o radical ABTS-+. A leitura da absorbéancia foi realizada em espectrofotdbmetro a
734 nm e os resultados foram expressos em pPM de Atividade Antioxidante
Equivalente a Trolox (TEAC) por grama de alginato. As analises foram realizadas em

triplicata e em local escuro.

4.6 Comportamento reoldgico

A andlise reoldgica das solucdes 1% de alginato (m/v) foi realizada em
redmetro rotacional de cilindros concéntricos (modelo AR2000, TA Instruments) a 25
°C, conforme parceria estabelecida com a USP — Pirassununga/SP, para obtencéo
das curvas de fluxo, as quais relacionam tensdo de cisalhamento e taxa de
deformacdo. Os dados experimentais serdo ajustados a modelos reoldgicos para
avaliacdo do comportamento do fluido: newtoniano (Equacao 2) ou nao-newtoniano
(Equacéo 3).

T=uy 2)

T=k-y" (3

Onde T é a tensdo de cisalhamento (Pa), 1 é a viscosidade dinamica (Pa.s),

y é ataxa de deformacéo (s™), k é o indice de consisténcia (Pa.s") e n é o indice de

comportamento do fluido (adimensional).

4.7 Viscosidade intrinseca e peso molecular

A viscosidade intrinseca do polissacarideo extraido sob diferentes
tratamentos foi determinada utilizando viscosimetro capilar Cannon-Fenske, mantido
em banho termostatico a 25 °C. Solugdes de alginato foram preparadas nas
concentracdes de 0,005 — 0,001 g/mL, tendo como solvente solugcéo de NaCl 0,1 M.

A viscosidade intrinseca foi determinada usando a expressdo empirica de Huggins
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(Equacao 4) que é definida como o valor de viscosidade reduzida a diluigdo infinita
(c—0).

2
T _ (f?sp] . K [f?sp] e
c c ¢

c=0 c=0
(4)
onde, nsp € a viscosidade especifica, nsp/C € a viscosidade reduzida (ml/g), ky é o

coeficiente de Huggins, e ¢ € a concentracéo do polimero (g/ml).

A correlacéo entre a massa molar viscosimétrica média (-'H.) e a viscosidade
intrinseca de uma solugcdo de polimero é descrita pela equagcdo de Mark-Houwink
(Equacéo 5):

|7] = kM
®)
onde, K easdo constantes para um determinado sistema de
polimero/solvente/temperatura. De maneira geral, 0,5 <a<0,8 € encontrado para
conformacdes de cadeias flexiveis, enquanto 0,8 <a < 1,0 para macromoléculas

rigidas. Normalmente, o valor de K diminui com o aumento de a.

4.8 Validacao do delineamento

A partir dos resultados obtidos pela Superficie de Resposta e da funcao
desejabilidade, foi realizada a validagdo da condicdo otimizada para extracdo de
alginato de sédio. Derringer & Suich (1980) propuseram o método de funcédo
desejabilidade, onde se obtém a desejabilidade global utilizando a média geométrica
das respostas normalizadas. A desejabilidade global foi determinada pela Equacédo
6, que utiliza as desejabilidades individuais de cada resposta combinadas em uma
Gnica resposta. Foi realizada a extragdo com as condi¢cdes preditas pelo

delineamento e comparou-se os valores preditos com 0s reais.

D= (d1 (Y1 )){ dz (YQ}XXdk {Yk})wk (6)

Onde D é a desejabilidade global, di(Y;) é a funcdo desejabilidade e k é o

numero de variaveis analisadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ajuste do modelo e andlises estatisticas

Empregou-se o delineamento Box-Behnken com trés fatores e trés niveis para
avaliar o efeito da aplicacdo de ultrassom na etada acida da extracdo de alginato de
sbédio através da avaliagdo do rendimento e dos pardmetros de qualidade como,
peso molecular, viscosidade intrinseca, caracterizacdo reolégica e capacidade
antioxidante. O rendimento e a capacidade antioxidante se ajustaram ao modelo
polinomial de segunda ordem (Equacédo 7), enquanto o peso molecular, a
viscosidade intrinseca e a viscodade dindmica se ajustaram ao modelo linear
(Equacéo 8).

O teste de falta de ajuste e sua significancia, assim como a analise de
variancia ANOVA (Tabela 3), foram utilizados para a validacdo dos modelos. O
impacto de cada coeficiente da equacgéo foi determinado pelos valores de F e p,
sendo que valores de p abaixo de 0,05 indicam que o termo é significativo (LIU et al.,
2012).

Y=Bo+ ZRiXi+ Z Biixiz + 2 BiXiX @

Y = Po +P1 X0 + PaXot+ B3X3 ®

Onde Y é a resposta predita; Xi e Xj sdo as variaveis independentes
codificadas; B0 € a intercepgao (coeficiente de regressao do modelo); Bi, Bii e Bij sdo

coeficientes lineares, quadraticos e de interacdo, respectivamente.
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Tabela 2. Delineamento Box-Behnken para as variaveis independentes e suas respostas.

Tratamentos Variaveis codificadas Valores reais Respostas
X1 X2 X3 Poténcia pH Tempo Rendimento (%) Capacidade pdim [n] (dL/g) Mv (kDa)
(%) (min) antioxidante (mPa.s)

(UM trolox/g)

1 0 0 0 50 2 10 35,54 62,89 17,32 3,67 173,33
2 0 +1 -1 50 3 5 14,79 39,80 9,97 2,33 109,45
3 0 -1 +1 50 1 15 53,82 78,34 23,47 4,29 203,26
4 0 0 0 50 2 10 33,40 71,40 17,63 3,44 162,68
5 +1 0 +1 70 2 15 39,38 68,99 15,73 3,29 155,31
6 0 0 0 50 2 10 40,36 64,27 14,82 3,34 157,65
7 -1 +1 0 30 3 10 17,48 39,25 9,20 2,10 98,28
8 +1 +1 0 70 3 10 13,36 26,07 8,17 2,01 94,28
9 -1 0 +1 30 2 15 46,48 66,89 17,15 3,23 152,52
10 0 0 0 50 2 10 36,73 69,88 19,13 3,31 156,33
11 -1 0 -1 30 2 5 40,55 66,38 15,85 3,27 154,18
12 +1 -1 0 70 1 10 37,14 70,13 24,30 3,97 187,88
13 +1 0 -1 70 2 5 41,02 68,92 18,62 3,37 159,09
14 0 -1 -1 50 1 5 36,21 67,61 15,20 3,91 184,79
15 0 0 0 50 2 10 54,64 67,84 19,62 3,53 166,93
16 0 +1 +1 50 3 15 10,60 38,43 10,63 2,58 121,46
17 -1 -1 0 30 1 10 53,92 72,44 17,37 4,12 194,84

Poténcias: 30% = 120 W; 50% = 200 W; 70% = 280 W. pdim = viscosidade dindmica; n = viscosidade intrinseca; Mv = peso molecular.
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Tabela 3. Andlise de variancia do modelo predito para cada resposta.

Soma dos gl Quadrado Valor-F Valor-p
quadrados médio
[Rendimento]
Modelo 2802,35 9 311,37 6,67 0,0102*
X1 - Poténcia 94,74 1 94,74 2,03 0,1973
X5- pH 1948,75 1 1948,75 41,74 0,0003*
X3z - Tempo 39,21 1 39,21 0,84 0,3900
X1 11,77 1 11,77 0,25 0,6311
X5 540,57 1 540,57 11,58 0,0114*
X3 0,011 1 0,011 2,415E-004 0,9880
X1 Xa 40,07 1 40,07 0,86 0,3851
X1 X3 13,44 1 13,44 0,31 0,5969
X2 X3 118,81 1 118,81 2,54 0,1547
Residual 326,83 7 46,69
Perda de ajuste 38,32 3 12,77 0,18 0,9067
Erro puro 288,51 4 72,13
Total 3129,18 16
R*=0,8956 R? ajustado=0,7613
[Capacidade
antioxidante]
Modelo 3524,48 9 391,61 22,10 0,0002*
X, — Poténcia 14,72 1 14,72 0,83 0,3924
X,—pH 2627,04 1 2627,04 148,28 <0,0001*
X3 - Tempo 12,35 1 12,35 0,70 0,4313
X1 13,14 1 13,14 0,74 0,4176
X5 769,27 1 769,27 43,42 0,0003*
X3 22,39 1 22,39 1,26 0,2981
X1 X5 29,54 1 29,54 1,67 0,2376
X1 X3 0,048 1 0,048 2,732E-003 0,9598
X2 X3 36,60 1 36,60 2,07 0,1938
Residual 124,02 7 17,72
Perda de ajuste 71,64 3 23,88 1,82 0,2828
Erro puro 52,38 4 13,09
Total 3648,50 16
R*=0,9660 R? ajustado=0,9223
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Tabela 3. Analise de variancia do modelo predito para cada resposta (continuacao).

Soma dos gl Quadrado Valor-F Valor-p
quadrados médio
[udim]
Modelo 237,71 3 79,24 10,41 0,0009*
X, - Poténcia 6,57 1 6,57 0,86 0,3698
Xz-pH 224,40 1 224,40 29,48 0,0001*
X3 - Tempo 6,73 1 6,73 0,88 0,3640
Residual 98,94 13 7,61
Perda de ajuste 84,77 9 9,42 2,66 0,1798
Erro puro 14,17 4 3,54
Total 336,65 16
R*=0,7061 R? ajustado=0,6383
[n]
Modelo 6,64 3 2,21 47,01 <0,0001*
X1 - Poténcia 8,000E-004 1 8,000E-004 0,017 0,8983
X,5-pH 6,61 1 6,61 140,32 <0,0001*
X3 - Tempo 0,033 1 0,033 0,69 0,4210
Residual 0,61 13 0,047
Perda de ajuste 0,53 9 0,058 2,71 0,1751
Erro puro 0,086 4 0,022
Total 7,25 16
R*=0,9156 R* ajustado=0,8961
[Mv]
Modelo 15156,86 3 5052,29 46,88 <0,0001*
X1 - Poténcia 1,33 1 1,33 0,012 0,9133
X,-pH 15077,16 1 15077,16 139,90 <0,0001*
X3z - Tempo 78,38 1 78,38 0,73 0,4092
Residual 1401,03 13 107,77
Perda de ajuste 1206,40 9 134,04 2,75 0,1709
Erro puro 194,63 4 48,66
Total 16557,90 16
R*=0,9154 R? ajustado=0,8959

pdim = viscosidade dinamica; n = viscosidade intrinseca; Mv = peso molecular;

gl = grau de liberdade.

*Valores estatisticamente significativos.
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5.2 Efeito das variaveis de extragcdo sobre o rendimento do alginato de
sodio

Os resultados de rendimento das 17 extracdes de alginato de sédio podem
ser observados na Tabela 2. Os maiores valores foram obtidos aplicando os
tratamentos 3, 15 e 17. Pode ser observado que o maximo valor de rendimento foi
de 54,64%, valor referente a extragdo 15 (200 W, pH 2 e 10 min), enquanto 0 menor
foi de 10,6%, correspondente a extracao 16 (200 W, pH 3 e 15 min). O rendimento
maximo obtido esta acima da faixa de polissacarideos encontrados em algas
marrons, que segundo Jensen, (2012) e Kraan, (2012) varia entre 30 a 50% do peso
seco da alga, e acima dos rendimentos obtidos a partir de métodos convencionais
de extracdo de alginato (GOMEZ et al., 2009; VAUCHEL et al., 2009; JAYASINGHE
et al., 2016; NOGUEIRA, 2017; FAWZY et al., 2017).

O modelo quadratico (Equacdo 9), na forma codificada e com apenas o0s
termos significativos, representou satisfatoriamente a superficie de resposta do
delineamento (Ps<0,05), com R? alto e a falta de ajuste insignificante (Tabela 3).
Portanto, o modelo pode predizer os resultados de rendimento do delineamento
experimental de Box-Behnken. Os resultados obtidos pela Tabela 3 sugerem que a
variavel pH exerce grande influéncia no rendimento, enquanto as outras variaveis,
poténcia e tempo, ndo mostraram efeito significativo quanto ao rendimento de
alginato de sodio, dentro da faixa estudada. A partir das analises das superficies de
resposta (Figura 5), verifica-se que a melhor condicdo de tratamento é: poténcia de
120 W, pH 1 e tempo de 15 minutos.

Rendimento = + 40,13 — 15,61*X, — 11,33*X,? (9)

B. 2 C.

Figura 5. Superficies de resposta ilustrando a influéncia da poténcia, pH e tempo de

extracdo sobre o rendimento do alginato de sdédio.
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Floréz-Fernandez et al. (2019), utilizando banho ultrassénico e acido citrico
separadamente na etapa acida do processo de extracdo de alginato a partir de
Sargassum muticum, obtiveram rendimentos minimo de 5,7% e maximo de 15%.
Porém, os autores verificaram forte influéncia do tempo de aplicacdo do ultrassom,
resultado divergente do verificado no presente estudo. As diferengcas observadas
podem ser devido ao tipo de equipamento de ultrassom e a metodologia utilizada.

Youssouf et al. (2017) otimizaram as condi¢bes de extracdo de alginato de
duas algas marrons, Sargassum binderi e Turbinaria ornata, utilizando banho
ultrassonico na etapa alcalina da extracdo. No estudo, os pequisadores nao
utilizaram a etapa acida na extracdo, contudo, obtiveram o mesmo rendimento
maximo do presente estudo (54%), porém com mais que o dobro de tempo (40 min)
e com pH 12. A extracdo com carbonato de sddio em altas temperaturas € capaz de
converter os alginatos insoliveis em alginatos de sodio soluveis, no entanto, o
produto obtido permanece com residuos dificeis de serem eliminados (CUMASHI et
al., 2007). Por essa razédo, a conversao do acido alginico em alginato de sédio é
muito mais eficiente do que a converséao direta (HOLTKAMP et al., 2009).

5.3 Efeito das variaveis de extracdo sobre a capacidade antioxidante do
alginato de sodio

Os valores das capacidades antioxidantes das 17 extracfes de alginato de
sbédio estdo expostos na Tabela 2. As maiores capacidades antioxidantes foram
observadas nos tratamentos 3, 4, 12 e 17, sendo o maior valor (78,34 uM trolox/g de
alginato) referente a extragcdo 3 (200 W, pH 1 e 15 min) enquanto a menor
capacidade antioxidante (26,07 uM trolox/g de alginato) da extracdo 8 (280 W, pH 3
e 10 min).

O modelo quadrético (Equacéo 10), na forma codificada e contendo apenas
os termos significativos, péde predizer os resultados de capacidade antioxidante,
pois representou satisfatoriamente a superficie de resposta do delineamento
(Ps<0,05), com R?alto e falta de ajuste insignificante (Tabela 3). De acordo com os
resultados obtidos pela Tabela 3, apenas a variavel pH mostrou ser um termo
significativo do modelo, enquanto as outras variaveis, poténcia e tempo, nao
apresentaram efeito significativo quanto a capacidade antioxidante do alginato de

sbdio, dentro da faixa estudada. A partir das analises das superficies de resposta
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(Figura 6), verifica-se que a melhor condicdo de tratamento €: poténcias acima de
200 W, pH 1 e 15 minutos.

Capacidade antioxidante = + 67,26 — 18,12*X, — 13,52*X,? (10)

Figura 6. Superficies de resposta ilustrando a influéncia da poténcia, pH e tempo de

extracao sobre a capacidade antioxidante do alginato de sédio.

As 17 amostras de alginato de sddio apresentaram capacidade antioxidante,
mesmo que baixa, indicando que possuem a funcdo de capturar radicais livres.
Yamachita (2017) e Nogueira (2017) encontraram valores maximos de capacidade
antioxidante de alginato de sodio extraido convencionalmente de, respectivamente,
49,68 e 50,45 uM trolox/g de alginato.

A habilidade do polissacarideo de capturar o radical ABTS € devido a doacéo
de elétrons ou a&tomos de hidrogénio para inativar esse radical (LI et al., 2012;
SENTHILKUMAR et al.,, 2013). No entanto, a transferéncia de elétrons € menos
provavel de ocorrer em carboidratos e o que geralmente ocorre é a transferéncia de
atomos de hidrogénio. A adicdo de radical ndo é considerado um mecanismo
provavel de ocorrer, pois 0s carboidratos nem sempre apresentam dupla ligacdo ou
anel aromético.

Entretanto, Falkeborg et al. (2014), sugeriram um mecanismo que envolve
adicao de radical para a capacidade antioxidante devido a presenca de dupla ligagao
entre o C-4 e C-5. Segundo Kelishomi et al. (2016) o mecanismo antioxidante do
alginato é, provavelmente, resultado da captura do radical através de transferéncia
de atomos de hidrogénio e adicao de radical. O aumento da capacidade antioxidante
pode estar relacionado com a formacéo de hidroxilas, carbonilas, carboxilas e dupla
ligacdo entre C-4 e C-5 que sao formadas pela despolimerizacéo térmica do alginato

como consequéncia de clivagem de ligag6es glicosidicas.
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O tratamento com ultrassom pode induzir a degrada¢édo do polissacarideo e
supde-se que grupos quimicos em amostras degradadas tem maior chance de entrar
em contato com o radical devido a maior superficie de contato e melhor solubilidade
em agua (ZHANG et al.,, 2013). Dessa forma, alguns estudos verificaram que a
capacidade antioxidante do alginato aumenta com a diminuicAo de seu peso
molecular. (KELISHOMI et al., 2016; FALKEBORG et al., 2014; ZHAO et al., 2012,
SEN & ATIK, 2012). Nao foi verificado uma relacéo entre o aumento da capacidade
antioxidante com a diminuicdo do peso molecular, no entanto, outros fatores, como o

pH, podem ter influenciado a quantificacdo da capacidade antioxidante.

5.4 Efeito das variaveis de extracdo sobre a viscosidade dinamica
(caracterizacdo reoldgica) do alginato de sédio

As viscosidades dindmicas das 17 amostras de alginato de sédio podem ser
observadas na Tabela 2. A extracdo 12 (280 W, pH1 e 10 min) apresentou o maior
valor de viscosidade dinamica de 24,3 mPa.s, enquanto o menor valor foi de 9,2
mPa.s referente a extracdo 7 (120 W, pH 3 e 10 min).

Apesar do modelo linear ajustar melhor os dados experimentais e possuir falta
de ajuste insignificante, o R? foi razoavelmente baixo (Tabela 3), préximo ao limite
minimo (R?=0,7) para que possa ser considerado satisfatério (MOORE, 2010). De
acordo com a Tabela 3, o pH foi um termo significativo para o modelo, enquanto
poténcia e tempo nao apresentaram significancia. O modelo linear, contendo apenas

os termos significativos e na forma codificada pode ser observado na Equacgéo 11.
Viscosidade dindmica = +16,13 — 5,30*X; (11)

A partir das analises das superficies de resposta (Figura 7), verifica-se que a

melhor condi¢éo de tratamento €: 280 W, pH 1, 15 minutos.
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B. — e e
Figura 7. Superficies de resposta ilustrando a influéncia da poténcia, pH e tempo de
extracdo sobre a viscosidade dindmica do alginato de sodio.

As curvas de fluxo, ou reogramas, dadas pela relacdo de tensédo de
cisalhamento (t) por taxa de deformagéo (y) (Figura 8) e viscosidade aparente (pap)
por taxa de deformacéo (y) (Figura 9), permitem avaliar o comportamento de fluxo
das solucBes de alginato de sodio. A partir dessas curvas, € possivel dizer se um
determinado fluido apresenta comportamento de fluxo Newtoniano ou n&o-
Newtoniano (BONGIOVANI et al., 2008).
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(y) das solucdes de alginato de sédio 1%.
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Fluidos Newtonianos apresentam uma relacdo linear entre a taxa de
deformacgéo e a tensdo de cisalhamento e viscosidade constante com a variagdo da
taxa de cisalhamento (KAWATRA & BAKSHI, 1996). As 17 solucdes de alginato de
sédio 1% apresentaram comportamento de fluidos Newtonianos, pois a relacéo
tensdo de cisalhamento e taxa de deformacéao foi linear, com coeficientes de ajuste
(R?) acima de 0,9 (Figura 8), enquanto que a viscosidade das amostras permaneceu
constante com o aumento da taxa de deformacéao (Figura 9).

O mesmo comportamento reolégico foi observado por Torres et al. (2007) e
Gomez et al. (2009). Entretanto, outros estudos reoldgicos verificaram
comportamento nao-Newtoniano tipo pseudoplastico do alginato (EL ATOUANI et al.,
2016; FENORADOSOA et al., 2010; ONS@YEN, 1997; MANCINI et al., 1996). Nao
foram encontrados estudos reoldgicos de alginato de sédio extraido com aplicacéo

de ultrassom.

5.5 Efeito das variaveis de extragdo sobre a viscosidade intrinseca e o
peso molecular do alginato de sodio

As viscosidades intrinsecas e pesos moleculares das 17 amostras de alginato
de sodio podem ser observadas na Tabela 2. A extracdo 3 (200 W, pH1 e 15 min)
apresentou 0s maiores valores para a viscosidade intrinseca (4,29 dL/g) e peso

molecular (203,26 kDa), enquanto os menores valores de viscosidade intrinseca
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(2,01 dL/g) e respectivo peso molecular (94,28 kDa) foi verificado com a extragdo 8
(280 W, pH 3 e 10 min).

O modelo linear (Equacao 12 e 13), na forma codificada e contendo apenas
0s termos significativos, representou satisfatoriamente a superficie de resposta do
delineamento (Ps<0,05), com R? alto e falta de ajuste insignificante (Tabela 3). A
partir dos resultados observados na Tabela 3, novamente o pH foi a Unica variavel
gue mostrou ser um termo significativo do modelo, enquanto poténcia e tempo néo
apresentaram efeito significativo sobre a viscosidade intrinseca e peso molecular do
alginato de sodio, dentro da faixa estudada. A partir das analises das superficies de
resposta (Figura 10 e 11), verifica-se que a melhor condi¢cdo de tratamento para as

duas respostas é: poténcia de 120 W, pH 1 e 15 minutos.

Viscosidade intrinseca = + 3,28 — 0,91*X; (12)

Figura 10. Superficies de resposta ilustrando a influéncia da poténcia, pH e tempo de

extracao sobre a viscosidade intrinseca do alginato de sédio.

Peso molecular = + 154,84 — 43,41*X;, (13)

Figura 11. Superficies de resposta ilustrando a influéncia da poténcia, pH e tempo de

extracao sobre o peso molecular do alginato de sodio.
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A viscosidade intrinseca, uma propriedade caracteristica de uma Unica
macromolécula dispersa em um solvente, é uma medida do volume hidrodinamico
ocupado pelo préprio polimero. Esta medida depende do peso molecular, rigidez da
cadeia e da qualidade do solvente (Launey et al., 1986).

Comparando com outros trabalhos, que utilizaram extracdo convencional, as
viscosidades intrinsecas e pesos moleculares maximos encontrados no presente
trabalho corresponderam aos menores valores encontrados por Torres et al. (2007),
que verificaram viscosidade intrinseca de 4,1 e 6,9 dL/g e peso molecular de,
respectivamente, 194 e 330 kDa de alginato de sddio de alga do género Sargassum
vulgare. Larsen et al. (2003) encontraram valores de viscosidade intrinseca e peso
molecular muito maiores entre algumas espécies de Sargassum: 12,6 dL/g e 606
kDa para Sargassum dentifolium, 15,2 dL/g e 734 kDa para Sargassum asperifolium
e 8,7 dL/g e 416 kDa para Sargassum latifolium.

Fawzy et al. (2016) verificaram peso molecular de Sargassum latifolium na
faixa de 141 a 221 kDa, valores inferiores ao observado por Larsen et al., (2003),
indicando que a localizacdo geografica e a época do ano em que as algas séo
colhidas, podem influenciar tanto no peso molecular, quanto na viscosidade.

Lorbeer et al. (2015) otimizaram os parametros do tratamento acido da
extracdo convencional de alginato de Ecklonia radiata e, assim como no presente
estudo, o pH foi o parametro que mais influenciou o peso molecular. No entanto, em
contra partida, encontraram uma relacdo diretamente proporcional entre pH e peso
molecular, ou seja, quanto maior o pH, maior o peso molecular, diferentemente do
gue foi observado neste trabalho.

Youssouf et al. (2017) encontraram uma faixa de 1 a 100 kDa, por
cromatografia de exclusdo de tamanho, em alginatos de Sargassum binderi
extraidos com aplicagdo de banho ultrassénico por 30 minutos. Os alginatos de
baixo peso molecular podem ter sido formados por degradacéo via despolimerizacéo
causado pelo ultrassom. Dessa forma, o tempo de aplicagcdo de ultrassom pode

gerar alginatos de baixo peso molecular (FENG et al., 2017).

5.6 Otimizacé&o e validagdo do delineamento

A partir da fungcao desejabilidade, foi verificado que a condigdo otimizada do
delineamento foi através da aplicacdo de 176 W de poténcia do ultrassom, durante

15 minutos, sob pH 1 do acido citrico para obtenc&o de valores maximos para todas
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as respostas, sendo observado nestas condicbes, rendimento de 54,64%,
capacidade antioxidante de 77,94 uM trolox/g de alginato, viscosidade intrinseca de
4,25 dL/g e peso molecular de 201,48 kDa . O valor da desejabilidade foi de 0,963 e
esta dentro da faixa aceitavel (0<d<1), uma vez que quanto mais proximo de um,
maior sera a adequacdo das varidveis independentes na otimizacdo (Derringer &
Suich, 1980).

O tratamento acido realizado na condi¢cdo otimizada apresentou rendimento
de 54,20%, capacidade antioxidante de 80,81 uM trolox/g de alginato, viscosidade
intrinseca de 4,28 dL/g e peso molecular de 202,56 kDa. Todos os valores obtidos
estdo muito proximos dos valores preditos pelo programa e dos valores observados

no tratamento 3.

5.7 Avaliagdo da substituicdo do tipo de acido, na condi¢cdo otimizada,
sobre o rendimento e os parametros de qualidade do alginato de s6dio

A partir da condicdo otimizada do delineamento, foram realizadas duas
extracbes para comparar o impacto do acido citrico e do acido cloridrico no
rendimento e nos parametros de qualidade (capacidade antioxidante, viscosidade
dindmica, viscosidade intrinseca e peso molecular) dos alginatos de sédio extraidos.

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacéo dos acidos.

Tratamento Rendimento Capacidade [n] (dL/g) Mv (kDa)
(%) antioxidante
(UM trolox/qg)
Acido citrico 49,70 82,37 4,22 199,74
HCI 32,31 43,51 4,37 207,09

n = viscosidade intrinseca; Mv = peso molecular.

O tratamento com acido citrico gerou rendimento maior do que o tratamento
com &cido cloridrico. No entanto, em alguns trabalhos com extragdo convencional
utilizando acido cloridrico na etapa acida, foram obtidos rendimentos na mesma faixa
do presente trabalho empregando acido citrico (NOGUEIRA, 2017; YOUSSOUF et
al.,, 2017; FERTAH et al., 2013). Deve ser salientado que os altos rendimentos com
acido cloridrico foram obtidos apos longas horas de extracdo (McHUGH et al.; 2001;
LORBEER et al., 2015; NOGUEIRA, 2017).
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A capacidade antioxidante do tratamento com &cido citrico foi quase o dobro
do valor da capacidade antioxidante do tratamento com acido cloridrico. O acido
citrico € um antioxidante natural e esta caracteristica pode ter influciado a
capacidade antioxidante. Os valores de viscosidade intrinseca e peso molecular do
tratamento com &cido citrico foi menor, porém proximo, do tratamento com &cido
cloridrico. Esses resultados indicam que a substituicdo do acido cloridrico pelo acido

citrico, junto com aplicacéo de ultrassom, se mostrou satisfatéria.

6 CONCLUSAO

O emprego do delineamento Box-Behnken foi adequado para encontrar a
condicdo otimizada dos parametros da etapa acida da extracao de alginato de sédio
a partir da alga Sargassum spp., utilizando sonda ultrassénica e &cido citrico como
substituto do &cido cloridrico.

O pH teve a maior influéncia no processo de extracdo, sendo que a sua
reducdo melhorou o rendimento e a qualidade do alginato extraido, enquanto que a
poténcia e tempo de aplicacdo do ultrassom nao tiveram nenhum efeito sobre os
parametros de qualidade avaliados.

O méaximo de rendimento (54,20%), de capacidade antioxidante (80,81 uM
trolox/g de alginato), de viscosidade intrinseca (4,28 dL/g) e de peso molecular
(202,56 kDa) foram preditos para a extracdo com aplicacdo de 176 W de poténcia do
ultrassom, durante 15 minutos, sob pH 1 do acido citrico.

Todas as solucbes de alginato de sédio 1 %, obtidas dos diferentes
tratamentos, apresentaram comportamento de fluido Newtoniano, ou seja,
viscosidade constante com aumento da taxa de deformacao, obedecendo a lei de
Newton.

A substituicdo do acido cloridrico pelo citrico na extragcdo do alginato com
ultrassom resultou em valores maiores de rendimento e capacidade antioxidante
para o alginato extraido com &acido citrico. Entretanto, a viscosidade intrinseca e o
peso molecular tiveram valores préximos para os dois acidos.

A aplicacdo da sonda ultrassbnica mostrou-se promissora na extracdo de
alginato de so6dio, com diminuicdo do tempo de processo de extracdo quando

comparado com o processo de extracdo tradicional.
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