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RESUMO

O alginato de sodio (AS), notavel por suas propriedades biocompativeis e sustentaveis, destaca-
se como um material versétil jA empregado em diversas industrias. Sua modificagdo estrutural
pode aprimorar suas propriedades fisicas e quimicas. Assim, este estudo concentra-se na
modificacdo desse polissacarideo por meio da 0zonizacao, técnica promissora e de baixo impacto
ambiental, visando posterior utilizacdo na encapsulacdo de biocompostos e na formulacdo de
hidrogéis destinados a impressao 3D. Os resultados do capitulo 1 demonstraram que 0 processo
de ozonizagao na solucdo de SA durante 10 min acarretou na reducdo de aproximadamente um
terco do valor inicial de 102.30 £ 0.49 kDa do peso molecular viscosimétrico, despolimerizando
eficientemente a cadeia polissacaridica, além de manter sua integridade estrutural, pureza e
estabilidade térmica. Analises de cor indicaram indices semelhantes ao alginato comercial,
sugerindo efeitos de branqueamento da ozonizagdo. A solugdo ozonizada mostrou estabilidade
mediante variacdo de pH, ndo apresentando variagado significativa em relacdo ao potencial zeta
(ZP), indice de polidispersividade e condutividade elétrica. Comparado ao alginato nativo, o ZP
do polissacarideo ozonizado apresentou-se mais carregado negativamente deslocando-se para
valores que evitam aglomeracao de particulas. A interacao da solucdo de AS ozonizado com o
extrato rico em antocianinas também foi objeto de investigacdo. Antocianinas, flavonoides
presentes em frutas e vegetais, sdo pigmentos naturais com capacidade antioxidante e beneficios
a saude, apesar de serem suscetiveis a degradacdo. Assim, uma alternativa para aumentar sua
estabilidade é a encapsulacdo em solu¢des poliméricas. Nesse contexto, no capitulo 2,
antocianinas foram extraidas de amoras, e, por analise cromatografica, destacou-se a presenca
proeminente de procianidina B2 e cianidina-3-O-glucosideo. As caracteristicas de cor das
solucdes compostas de AS e extrato rico em antocianinas apresentaram uma coordenada a*
positiva dominante, indicando uma tonalidade avermelhada. Analises reolégicas revelaram um
comportamento n&o-newtoniano na presenca do extrato rico em antocianinas, indicando um
aumento na viscosidade aparente em comparacdo com as solucdes de SA isoladas. Os espectros
de ATR-MIR e 'H-RMN sugeriram interacdes intramoleculares e a incorporacéo do extrato rico
em antocianinas nas solugfes de AS, corroborando os resultados reoldgicos. As solugdes com
AS ozonizado e extrato de antocianinas mostraram potencial na preservacéo e entrega eficaz
desse composto bioativo. O emprego do AS ozonizado na impressdo 3D demanda sua
combinacdo com outros polimeros, visando alcancar as propriedades reolégicas e mecéanicas
necessarias para essa tecnologia, resultando na formacdo de hidrogéis hibridos. Assim, no

capitulo 3, a formulacdo de um hidrogel com agar, outro polissacarideo proveniente de algas, e



0 extrato rico em antocianinas, juntamente com o alginato de sodio pré-reticulado foi
caracterizada e empregada como tinta na tecnologia de impressdao 3D. Inicialmente, essa
formulacao foi caracterizada reologicamente, indicando propriedades adequadas para impressao
3D, além de caracterizacdes fisicas e de estrutura (ATR-MIR e MEV), que demonstraram
interacBes entre os componentes da tinta de hidrogel. As condicbes de impresséao (diametro da
agulha, velocidade de impressao, largura e altura do filamento) foram otimizadas por meio de
testes de printabilidade. Com os parametros otimizados (agulha de 21G, velocidade de impressao
5 mm/s e medidas do filamento de 1 mm), houve a impresséo 3D de estruturas cubdides. Os
testes de desvio de impressdo demonstraram bons resultados para a formulacdo com o SA
ozonizado, mantendo a estrutura estavel por 24h. Além disso, os testes mecanicos revelaram um
perfil de textura semelhante a formulacdo com AS comercial. A utilizacdo do AS extraido de algas
pardas ozonizado mostrou-se promissora para diferentes tipos de aplicacdo, com a maioria dos
resultados comparaveis aos formulados com AS comercial. Em conclusdo, os resultados
encontrados para o AS ozonizado e suas possiveis aplicagdes sao muito satisfatorios quando
comparados com o AS comercial. Ele demonstrou ser versatil para encapsulacdo de
componentes bioativos, além de sua exploracdo na tecnologia de impressao 3D, podendo ser

utilizado em bioengenharia, farmacéuticos, nutracéuticos e na industria alimenticia.

Palavras-chave: Ozo6nio. Antocianina. Polissacarideo.



ABSTRACT

Sodium alginate (SA), notable for its biocompatible and sustainable properties, stands out as a
versatile material widely employed in various industries. Structural modification through ozone
treatment is explored to enhance its physical and chemical properties. This study focuses on
ozonizing the polysaccharide, a promising and environmentally friendly technique, with the aim of
subsequent utilization in the encapsulation of bioactive compounds and the formulation of
hydrogels for 3D printing. The findings of chapter 1 showed that 10-minute ozone treatment of SA
solution resulted in approximately one-third reduction of the initial viscosity-average molecular
weight of 102.30 £ 0.49 kDa, efficiently depolymerizing the polysaccharide chain while maintaining
its structural integrity, purity, and thermal stability. Color analysis indicated similar indices to
commercial alginate, suggesting ozone-induced bleaching effects. The ozonized solution
exhibited stability across pH variations, with no significant changes in zeta potential (ZP),
polydispersity index, or electrical conductivity. Compared to native alginate, the ZP of ozonized
polysaccharide showed a more negatively charged profile, avoiding particle agglomeration. The
interaction of ozonized SA solution with anthocyanin-rich extract was also investigated.
Anthocyanins, flavonoids present in fruits and vegetables, are natural pigments with antioxidant
capacity and health benefits, albeit susceptible to degradation. Encapsulation in polymeric
solutions emerges as an alternative to enhance stability. In this context, in chapter 2, anthocyanins
were extracted from blackberries, and chromatographic analysis highlighted the prominent
presence of procyanidin B2 and cyanidin-3-O-glucoside. The color characteristics of solutions
composed of ozonized SA and anthocyanin extract displayed a dominant positive a* coordinate,
indicating a reddish hue. Rheological analyses revealed non-Newtonian behavior in the presence
of anthocyanin-rich extract, indicating increased apparent viscosity compared to isolated SA
solutions. ATR-MIR and !H-NMR spectra suggested intramolecular interactions and the
incorporation of anthocyanin-rich extract into SA solutions, corroborating rheological results.
Ozonized SA and anthocyanin extract solutions showed potential in preserving and effectively
delivering this bioactive compound. The use of ozonized SA in 3D printing requires its combination
with other polymers to achieve the rheological and mechanical properties necessary for this
technology, resulting in the formation of hybrid hydrogels. Thus, in chapter 3, a hydrogel
formulation with agar, another polysaccharide from algae, and anthocyanin-rich extract, along with
pre-crosslinked sodium alginate, was characterized and employed as ink in 3D printing

technology. Initially, this formulation was rheologically characterized, indicating suitable properties



for 3D printing, along with physical and structural characterizations (ATR-MIR and SEM),
demonstrating interactions between hydrogel ink components. Printability tests were conducted
to optimize printing conditions (needle diameter, print speed, filament width, and height). With
optimized parameters (21G needle, print speed 5 mm/s, and filament measurements of 1 mm),
3D printing of cuboid structures was achieved. Print deviation tests showed good results for the
formulation with ozonized SA, maintaining stable structure for 24 hours. Additionally, mechanical
tests revealed a texture profile similar to the formulation with commercial SA. The use of ozone-
treated SA extracted from brown algae proved promising for various applications, with most results
comparable to formulations with commercial SA. In conclusion, the findings for ozonized SA and
its potential applications are highly satisfactory, highlighting its versatility for the encapsulation of
bioactive components and exploration in 3D printing technology, applicable in bioengineering,

pharmaceuticals, nutraceuticals, and the food industry.

Keywords: Ozone. Anthocyanin. Polysaccharide.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os biopolimeros ou polimeros naturais tém despertado grande interesse devido a
propriedades verséateis como biocompatibilidade, ndo-toxicidade e biodegradabilidade (Abbasian
et al.,, 2019; Azimi et al. 2020). Polissacarideos naturais como agar, fucoidano, carragenana,
alginato e seus derivados sédo exemplos de biopolimeros, 0s quais podem ser extraidos de algas
marinhas (Salehi et al., 2019). As algas marinhas sdo extensivamente encontradas no oceano e
costas maritimas, demonstrando uma oportunidade de exploracdo sustentavel dessas areas
(Prabhu et al., 2020), incentivando o crescimento e desenvolvimento da economia azul de

recursos ainda pouco explorados.

Sargassum é um género de macroalgas pardas abundantes na area costeira brasileira que
apresenta um conjunto de polissacarideos na composi¢céo de sua parede celular, dentre eles o
acido alginico (Fawzy; Gomaa, 2021; Leite et al., 2021). O alginato de sédio, um sal derivado do
acido alginico, tem sido extensivamente estudado por suas propriedades fisico-quimicas que
garantem aplicabilidade em diferentes areas industriais como na agricultura (Song et al., 2020),
biorremediacdo (Mohammed et al., 2022; Shi et al., 2022), filmes para embalagens (Chen et al.,
2021), dispositivos vestiveis inteligentes (smart wearable devices) (Zhao et al., 2022), agente
estabilizante e espessante (Zhang et al., 2023), impressao e bioimpressao 3D (Liu et al., 2020;
Cheng-Rong; Yung-Kai, 2022; Im et al., 2022; Saravanou et al., 2023), conducéo e liberagéo de
medicamentos, nanoparticulas ou compostos ativos (Im et al., 2022; Ma et al., 2023; Wang et al.,

2023), entre outros.

O alginato de s6dio € composto por residuos de B-D-acido manurénico (M) e a-L-acido gulurénico
(G) dispostos linearmente em blocos heteropoliméricos (MG), homopoliméricos (MM ou GG)

unidos por ligacao glicosidica 1-> 4 (Lee; Mooney, 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica do alginato com os blocos GG, MM e MG unidos por ligagdo
glicosidica 1->4 (Sahoo; Biswal, 2021)

A modificacdo desse polissacarideo pode potencializar algumas de suas propriedades, como
diminuir a viscosidade e melhorar a solubilidade em agua, trazendo mais beneficios em diversas
areas de aplicacdo, como na formulagéo de filmes e hidrogéis (Wang et al., 2020). A aplicacéo
do gas oz6nio é considerada uma tecnologia inovadora para modificacdo de alginato. Além disso,
€ classificada como uma tecnologia verde, jA que o ozbnio se decompde rapidamente em
oxigénio, sem deixar residuos nos alimentos ou meio ambiente (Pandiselvam et al., 2019). Por
ser um agente com alto potencial oxidativo, o gas oz6nio é uma alternativa interessante aos
processos de oxidagao tradicionais utilizados na industria de polissacarideos. A modificacao do
alginato de sédio através do gas oz6nio quebra as ligacbes glicosidicas do polimero, o que
diminui sua massa molecular visosimétrica média e consequentemente, sua viscosidade, como
constatado em estudos prévios (Yamashita et al., 2021). De acordo com Vu et al. (2022), o
alginato com menor massa molecular aumenta seu potencial reativo, 0 que pode ampliar sua
capacidade de complexagdo com ions, por exemplo. Dessa forma, o polissacarideo modificado
terd uma maior capacidade de gelificag&o, ja que as solugdes de alginato de sédio podem formar
géis quando o pH abaixo de seu pKa ou pela substituicdo de ions cations de sédio nas residuos
de acido gulurénico (Russo; Malinconico; Santagata, 2007; Abasalizadeh et al., 2020). Apesar de
o alginato formar géis com cations mono, di ou multivalentes (Hu et al., 2021), o ion mais utilizado
para complexagdo com alginato de sédio € o calcio, com o0 modelo “caixa de ovo” estabelecido,
em que ha a ligacao dos blocos G de polimeros adjacentes com o cation (Grant et al., 1973;
Abasalizadeh et al., 2020), ilustrado na Figura 2. Essa capacidade de gelificacdo, juntamente com

a complexagdo com ions, sdo propriedades essenciais exploradas na fabricacao de hidrogéis.

Por definicdo, os hidrogéis séo redes poliméricas hidrofilicas tridimensionais capazes de absorver

e reter uma quantidade significante de agua ou fluidos biolégicos em sua estrutura, sem se
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dissolver, caracteristicas devido a reticulacéo de suas cadeias (Ahmed, 2015; Abasalizadeh et
al., 2020; Khattab; Kamel, 2022). Além disso, a disposicdo porosa de suas cadeias permite o
carreamento de células, medicamentos, nanoparticulas e/ou moléculas bioativas (Abasalizadeh
et al., 2020; Im et al., 2022; Corrales-Orovio et al., 2023; Ma et al., 2023) .
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Figura 2 - Diagrama esquematico da reticulacdo do alginato de sédio por um cétion (M*?)
(Abasalizadeh et al., 2020)

Dentre 0s inUmeros compostos ativos naturais, as antocianinas sao flavonéides que se destacam
por sua cor atrativa, ndo toxicidade, solubilidade em agua e atividade antioxidante (Banach et al.,
2020; Liudvinaviciute et al., 2020). Estudos ja investigaram a incorporagdo das antocianinas em
hidrogéis com alginato de sodio e obtiveram resultados significativos quanto sua complexacao e
aplicacdo, como por exemplo para liberagcéao transdermal (Anghel et al., 2021), curativo (Lotfinia
etal., 2023) e monitoramento da qualidade de alimentos frescos (Dikmetas et al., 2023). Hidrogéis
também sdo amplamente utilizados na impresséo 3D, tecnologia transformativa que contribuem
com o desenvolvimento de diferentes setores, como engenharia tecidual e de alimentos (Fatimi
et al., 2022, Sharma et al., 2023).

No entanto, dadas as suas limitacdes reoldgicas inerentes, o alginato de sodio é combinado com
outros compostos, como proteinas, ou outros polimeros, sendo designados hidrogéis hibridos. O
agar € um material alimentar amplamente difundido que contém dois componentes chamados
agarose e agaropectina (Saha; Bhattacharya, 2010). Esse biopolimero também pode ser extraido
de algas marinhas e demonstrou sua capacidade de aumentar a viscosidade e melhorar

propriedades mecanicas de tintas utilizadas na impressao 3D (Wang et al., 2021). Devido a sua



15

cor atrativa, as antocianinas surgem como substitutas promissoras aos corantes sintéticos
utilizados nas industrias alimenticia e cosmética (Arroyo-Maya; Mcclements, 2015). Estudos ja
demonstraram seu poder antioxidante, proporcionando diversos beneficios na prevencao de
doencas (Yang et al.,, 2022), o que amplia as vantagens de sua incorporacdo na tinta para
impressdo 3D. Além disso, quando adicionada em uma rede polimérica 3D, 0 processo de
encapsulacdo pode contribuir para aumentar sua estabilidade (Sharif; Khoshnoudi-Nia; Jafari,
2020).

O presente estudo, desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Processos (UNESP/Assis),
teve como objetivo a multi-caracterizagdo estrutural, fisica e quimica do alginato de sédio
ozonizado obtido de algas pardas, explorando a modificacdo por meio da ozonizagdo, uma
tecnologia verde pouco explorada para esse propésito. Adicionalmente, a pesquisa se dedica a
andlise da encapsulagéo de extrato rico em antocianinas em solugdes de alginato de sddio. O
polissacarideo ozonizado é também pré-reticulado, combinado com agar e extrato enriguecido
em antocianinas, visando a formulacédo de hidrogéis para aplicagdo na promissora tecnologia de
impressdo 3D. Portanto, este estudo objetiva ndo apenas expandir o conhecimento sobre o
alginato de s6dio modificado, mas também explorar novas fronteiras para aplicagdes potenciais

e inovadoras como em curativos absorviveis ou alimentos funcionais.

1. ESTRUTURA DA TESE

Essa tese foi dividida em 3 capitulos, com seus respectivos dados, resultados e discussdes, para
organizar melhor os temas abordados seguindo formatacdo e normas da revista Carbohydrate

Polymers.

Capitulo 1 — Extrac&o e Modificagdo de Alginato de Sodio de Algas Pardas por Ozonizagéo:
Caracterizacdo e Comportamento em Diferentes pHs Esse capitulo descreve a extragdo do
alginato de sodio de algas pardas do género Sargassum e sua modificagdo por aplicacdo do gas
0z6nio, como também realiza a caracterizag@o de suas trés formas (comercial, nativo, ozonizado)
através das analises fisicas, quimicas e estruturais. Além disso, sdo mostrados os resultados do
estudo da influéncia da alteracéo de pH nas propriedades fisicas e quimicas das solugfes de

alginato de sodio.

Capitulo 2 — Encapsulacdo de extrato rico em antocianinas em diferentes solucdes de
alginato de sodio: nativo, ozonizado e comercial. Esse capitulo apresenta o estudo da

solucdes compostas de alginato de sédio e extrato rico em antocianinas extraidas de amora,
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comparando trés tipos de alginato (alginato de sédio comercial, nativo e ozonizado). O estudo
caracteriza as solucdes através da avaliacdo do comportamento reolégico, analise estrutural e

microscopica.

Capitulo 3 — Formulacéo e caracterizacdo de hidrogéis pré-reticulados a base de alginato
de sddio ozonizado e agar contendo extrato rico em antocianinas aplicados a impressao
3D. O capitulo aborda a caracterizacé@o reoldgica associada a printabilidade da formulacéo de
hidrogel para impressdo 3D composta por alginato de sédio ozonizado, &gar e extrato rico de
antocianinas, comparado com a formulagéo utilizando alginato de sd6dio comercial. No capitulo
também sdo realizadas andlises estruturais e microscopicas das tintas, além de andlises de

printabilidade e da estrutura 3D.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o alginato de sodio extraido de algas pardas, modificado por ozonizag&o, e avaliar
sua interagdo com extrato rico em antocianinas, explorando sua aplicabilidade na tecnologia de

impresséao 3D.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extracdo de alginato de sodio de algas pardas (Sargassum spp.);

Modificagcdo da estrutura do alginato de s6dio com gas 0z6nio;

Investigacdo das propriedades fisicas, quimicas e estruturais do alginato de sédio modificado,
comparado com o alginato de sédio nativo e comercial, mediante analises reoldgicas,
colorimétricas e termogravimétricas, solubilidade, higroscopicidade, atividade de &gua,
infravermelho por transformada de Fourier (ATR-MIR) e ressonéncia nuclear magnética de
protons (*H RMN);

Investigacdo do comportamento fisico das solugbes de alginato de sédio (comercial, nativo,
ozonizado) em diferentes pHs através de analises reoldgicas, tamanho de particula e potencial

zeta.
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Extracdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos do extrato rico em antocianinas de amora
por cromatografia liquida;

Investigacdo da encapsulacdo do extrato de antocianinas em solucdes de alginato de sédio
(comercial, nativo, ozonizado) através de caracterizacdo fisica e quimica (caracterizacdo

reolégica, ATR-MIR, *H RMN e microscopia eletronica de varredura (MEV)).

Formulacao de hidrogéis pré-reticulados com ions célcio a base de alginato de sodio (comercial
e ozonizado), 4gar e enriquecido com extrato rico em antocianinas de amora.

Caracterizagao reoldgica oscilatéria (varredura de taxa de cisalhamento, tenséo de cisalhamento,
frequéncia angular e rampa de temperatura) relacionada a printabilidade das tintas;

Analise estrutural das tintas por meio de ATR-MIR para verificar as principais ligacées entre o0s
componentes da formulagéo;

Analise microestrutural das tintas através de MEV;

Otimizagcdo de variaveis de impressdo (didmetro da agulha de impresséo, velocidade de
impressao, largura e altura do filamento) através de testes de printabilidade (1D) das tintas;
Impressao 3D com o0s parametros otimizados de estruturas cubdides e analise de textura e de

estabilidade
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CONCLUSAO GERAL

A modificacdo estrutural do alginato de sédio (AS), extraido de algas marinhas, através da técnica
de ozonizacao revelou ser eficiente na despolimerizacdo da cadeia polissacaridica, mantendo a
integridade estrutural, pureza e estabilidade térmica do polissacarideo. O alginato ozonizado
apresentou potencial para diversas aplicacfes, destacando-se a encapsulacdo de compostos
ativos e formulacéo de géis para impressao 3D. Antocianinas, provenientes de amoras, foram
satisfatoriamente encapsuladas na solu¢cdo de SA ozonizado, abrindo possibilidades para sua
utiizacdo como corante natural ou componente funcional em formulagdes alimenticias,
cosmeéticas ou biomédicas. A interacdo entre esses compostos foi constatada através das
andlises fisicas, quimicas e estruturais. A aplicacdo do SA ozonizado na impressédo 3D, em
combinacdo com agar e extrato rico em antocianinas, demonstrou resultados promissores. As
condicbes de impressdo otimizadas permitiram a producdo de estruturas cubicas 3D estaveis,
indicando o potencial desse material modificado para aplicagdes em bioengenharia, farmacéutica,
nutracéutica e industria alimenticia. Apesar das potencialidades aqui encontradas, o SA
ozonizado apresentou valores reduzidos de massa molecular viscosimétrica e viscosidade,
guando comparados com a literatura, consequéncia da alta eficacia do tratamento aplicado.
Assim, sdo recomendados ajustes nos parametros de ozonizagdo para minimizar a quebra da
cadeia polissacaridica, mesmo em aplicacbes que demandam polissacarideo de baixo peso
molecular. Para formula¢des de hidrogéis, pode-se considerar alteracfes na concentragdo dos
componentes empregados ou estratégias de pos-reticulacdo, visando aprimorar o desempenho
do hidrogel como tinta para impressao 3D. Em sintese, os resultados desta pesquisa ressaltam
o potencial do SA ozonizado como uma solugcdo versétil e sustentavel, capaz de oferecer
beneficios significativos em diversas areas de aplicagdo, representando uma contribui¢éo valiosa
para 0 avanco da ciéncia e tecnologia de materiais biopoliméricos. Além disso, a complexagdo
do SA com o extrato rico em antocianinas amplia suas possibilidades de aplicacdo, possibilitando

Seu uUso em cosméticos sensiveis, curativos absorviveis ou alimentos funcionais.
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