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RESUMO

As algas marinhas pardas sao as principais fontes de alginato de sédio utilizados
na industria alimenticia. O Brasil ndo possui o processamento de alginato, sendo
assim dependente de produtos importados para suprir a demanda. A macroalga
Sargassum sp. é comumente encontrada nas regioes costeiras do litoral de S&o
Paulo, a extracdo de alginato dessa alga possibilitaria autonomia brasileira na
producdo de alginato de s6dio. O meio ambiente e as condi¢cbes climéaticas em
gue as algas marinhas vivem influencia no rendimento de alginato, na massa
molecular e na capacidade antioxidante. No primeiro capitulo foi realizado a
otimizacdo da extracdo de alginato de sddio por delineamento Box-Behnken e
também o estudo da influéncia dos parametros de pH, temperatura e tempo de
extracdo sobre o rendimento, viscosidade intrinseca e massa molecular. O pH
influencia no rendimento, viscosidade intrinseca e massa molecular, enquanto
gue o tempo apresentou baixo efeito sobre o rendimento e a temperatura nédo
influenciou nas respostas avaliadas. Os resultados da otimizagdo mostraram que
maximo rendimento (46,04%), viscosidade intrinseca (4,89 dL/g) e massa
molecular (231,78 kDa) podem ser obtidos utilizando na extragdo a temperatura
de 80°C, pH 10 por 90,08 minutos. No segundo capitulo foram estudados
alginatos extraidos de Sargassum cymosum C. Agardh coletadas em duas
localidades diferentes do litoral de Sado Paulo (Ubatuba-ASU e Sdo Sebastido-
ASS) com relac@o ao rendimento, massa molecular, comportamento reoldgico e
atividade antioxidante, verificando a diferenca entre os alginatos extraidos. O
rendimento apresentou maior valor para os alginatos da alga coletada em ASS,
porém as maiores massa moleculares foram observadas nas algas de Ubatuba
(ASU). A maior atividade antioxidante foi verificada no alginato de ASU, que
pode ser devido ao meio ambiente e condicdes climéaticas em que a alga estava
exposta durante seu crescimento. O estudo de comportamento reolégico para as
ASU apresentaram alginatos com caracteristicas de fluido newtoniano, enquanto
para ASS, fluido psedoplastico.

Palavras-chave: Alginato de sédio. Sargassum cymosum C. Agardh. Otimizacéo.
Box Behnken. Capacidade antioxidante. Comportamento reoldgico.



NOGUEIRA, Marcela Tiemi. Extraction and characterization of sodium
alginate from the Sargassum cymosum C. Agardh macroalgae.2017. 58 p.
Dissertation (Master'sdegree in Biosciences). — Faculdade de Ciéncias e Letras,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Assis, 2017.

ABSTRACT

Brown seaweeds are the main sources of sodium alginate used in the food
industry. Brazil doesn’t have alginate processing, so it is dependent on imported
products to supply the demand. The macroalgae Sargassum sp. is commonly
found in the coastal regions of S&o Paulo, the extraction of alginate from this alga
would allow Brazilian autonomy in the production of sodium alginate. The
environment and climatic conditions in which marine algae live influence alginate
yield, molecular weight and antioxidant capacity. In the first chapter, the
optimization of the sodium alginate extraction by the Box-Behnken design was
carried out, as well as the influence of pH, temperature and extraction time
parameters on vyield, intrinsic viscosity and viscosimetric molecular mass. pH
influenced yield, intrinsic viscosity and molecular mass, while time had low effect
and temperature did not influence the responses evaluated. The optimization
results showed that maximum yield (46.04%), intrinsic viscosity (4.89 dL / g) and
viscosimetric molecular weight (231.78 kDa) can be obtained using the extraction
at temperature of 80 ° C, pH 10 and 90 minutes. In the second chapter, alginates
extracted from Sargassum cymosum C. Agardh were studied in two different
locations along the coast of Sdo Paulo (Ubatuba-ASU and S&o Sebastidao-SSA)
and were studied the difference between them in the yield, molecular mass,
rheological behavior and antioxidant activity. The yield presented higher values
for the alginates of the algae collected in ASS, but the highest molecular weight
were observed in the algae of Ubatuba (ASU). The highest antioxidant capacity
was observed in ASU alginate, which may be due to the environmental and
climatic conditions in which the algae were exposed during its growth. The study
of rheological behavior for ASU presented alginates with characteristics of
Newtonian fluid, while for ASS, psedoplastic fluid.

Keywords: Sodium alginate. Sargassum cymosum C. Agardh. Optimization. Box
Behnken. Antioxidant capacity. Rheological behavior.
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INTRODUCAO

Polissacarideos, também conhecidos como hidrocoldides, possuem
caracteristicas que contribuem na viscosidade e geleificacdo dos produtos
(Barbosa-Céanovas et al., 1993), devido a propriedade de reter moléculas de
agua, e controlar, desse modo, a atividade de agua de um sistema (Bobbio;
Bobbio, 2003). Esses biopolimeros podem ser encontrados em varias fontes, tais
como nas paredes celulares das plantas (celulose, pectina), das algas
(carragena, alginato e agarose), em exudatos de plantas (goma arabica e
tragacanta) e também podem ser excretados por microorganimos (curdulana,

dextranas,xantanas) (Lapasin e Pricl, 1999).

Algas marinhas sdo umas das principais fontes de polissacarideos
utilizadas atualmente. S&o seres fotossintéticos no ecossistema, portanto
produzem substancias empregadas em diversos setores da atividade humana,
como por exemplo, potentes antioxidantes que sao produzidos devido a grande
exposicdo a luz e concentracfes consideraveis de oxigénio e CO, (Reviers,
2006; Raymundo et al, 2004). Devido ao ambiente em que vivem, as algas
desenvolveram uma série de mecanismos fisiolégicos e biomoleculares de
defesa contra os efeitos das espécies reativas do oxigénio, representando uma
importante fonte de substancias antioxidantes naturais para a inddstria
alimenticia e farmacéutica (Rocha et al, 2007). Também sao sintetizados por
essas espécies compostos com propriedades funcionais, como por exemplo,
acidos graxos poliinsaturados (Cohen & Vonshak, 1991), pigmentos naturais,
minerais essenciais, enzimas, e polissacarideos (Shahidi e Janak Kamil, 2001;
Gomez et al., 2009; Andriamanantoanina et al., 2010; Lorbeer et al., 2015).
Esses e outros biocompostos e polissacarideos vém sendo pesquisados e

processados para possibilitar sua aplicacdo industrial.

Alginatos sdo biopolimeros encontrados na parede celular de algas
pardas, presentes em muitas regides costeiras (Mafra Jr e Cunha, 2002). A
capacidade de formar géis na presenca de cations bivalentes tais como calcio,

estroncio, bario e magnésio conferem ao alginato ampla utilizacdo na industria
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alimenticia e farmacéutica (Draget et al., 2005). Na industria de alimentos séo
utilizados na producgédo de sorvetes, produtos lacteos, misturas para bolos, sucos
de frutas, e entre outros e na industria farmacéutica podem ser encontrados em
cosmeticos, nutracéuticos e medicamentos (Muller et al., 2011, Sellimi et al.,
2015)

Para suprir a demanda de alginato, ha a necessidade da otimiza¢do do
processo de extracdo, minimizando custos e tempo, maximizando rendimento e
preservando a qualidade dos produtos. Para tanto, ha ferramentas
experimentais que podem ser utilizadas com esta finalidade, tal como o
delineamento tipo superficie de resposta Box Behnken (Ferreira et al., 2007,

Rodrigues e lemma, 2005).

O ambiente e as condicbes climaticas em que as algas estédo
submetidas durante o seu crescimento influenciam no rendimento de extracao
do alginato (Bertagnolli et al.,, 2014) e nas propriedades reoldgicas (Rinaudo,
2008). O estudo da influencia ambiental sobre a atividade antioxidante do
alginato de sddio séo escassos.

O presente trabalho foi dividido em dois Capitulos. O primeiro consistiu
na otimizacdo do processo de extracdo de alginato de sdédio, visando maior
rendimento e a obtencdo de um produto de elevada qualidade. No segundo foi
avaliado a extracdo de alginato de sodio de algas Sargassum cymosum C.
Agardh coletados em localidades diferentes, comparando o rendimento, e a

viscosidade dos alginatos obtidos.
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Capitulo 1

OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE ALGINATO DE
SODIO DA ALGA MARROM Sargassum cymosum C.Agardh UTILIZANDO
SUPERFICIE DE RESPOSTA

RESUMO

A ampla utilizacdo industrial de alginato de sddio gera a necessidade de
processos de extracdo com maior produtividade e obtencdo de produtos de
qualidade. O alginato de sédio é um polissacarideo proveniente de algas
marinhas pardas, e é utilizado nas industrias alimenticias como espessante e
gelificante. Para uma eficiente extracdo de alginato de sddio é necesséario a
otimizacao do processo. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia
do pH, temperatura e tempo de extracdo sobre o rendimento, viscosidade
intrinseca e massa molecular do alginato de sodio utilizando a metodologia de
superficie de resposta baseada no delineamento experimental Box-Benkhen. Os
resultados da otimizagdo mostraram que maximo rendimento (46,04%),
viscosidade intrinseca (4,89 dL/g) e massa molecular (231,78 kDa) podem ser
obtidos utilizando, na extracdo, a temperatura de 80°C, pH 10 por 90 minutos.
Dentre os parametros estudados, a maior influéncia sobre o rendimento,
viscosidade intrinseca e massa molecular do alginato extraido foi o pH,
enquanto que o tempo apresentou pouca influéncia no rendimento e a
temperatura ndo mostrou efeito nos parametros estudados. Os resultados desse
trabalho mostraram que o delineamento utilizado foi adequado para otimizacao

da extracdo de alginato de sédio de Sargassum cymosum C. Agardh.

Palavras chaves: Alginato de sodio. Sargassum cymosum C.Agardh. Extracao.
Otimizac&o. Box Behnken.
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1.0. INTRODUCAO

As algas marinhas séo fontes de varios tipos de polissacarideos, porém
as mais utilizadas para extracao destinadas as industrias sdo as algas pardas e
vermelhas (Cunha et al., 2009). Os polissacarideos presentes na estrutura de
espécies marinhas, tais como algas, possuem func¢des analoga ao da celulose
em plantas. Entretanto, as plantas necessitam de uma estrutura rigida para
protegé-las da constante pressao da gravidade, enquanto que as algas precisam
ser mais flexiveis para suportar estresses provocados pelas correntes marinhas

e ondas (Lapasin e Pricl, 1999).

Na natureza, os polissacarideos desempenham diferentes funcdes no
organismo em que esta presente, podendo atuar como reservas de energias
(amido), e contribuindo para integridade estrutural e forca mecanica nos tecidos
das plantas formando, assim, uma rede hidratada de ligacfes tridimensionais
cruzadas. A pectina faz esse papel em plantas, enquanto que a carragena e
alginato em espécies marinhas (Lapasin e Pricl, 1999).

Os polissacarideos podem ser provenientes de algas (agar, carragena e
alginatos), plantas (galactomananas extraidas das sementes de guar e jatai),
biossintese microbiana (xantana e gelana), exsudados de plantas (goma arabica
e tragacanta) e biopolimeros modificados (carboximetilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose e celulose microcristalina) (Bobbio e Bobbio, 2003; Ma
e Barbosa-Céanovas et al., 1993). Aqueles provenvientes de algas podem ser
encontrados nas algas amarelas-verdes, verdes, vermelhas e marrons. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as principais familias de algas e seus respectivos
polissacarideos. Os alginatos, provenientes de algas pardas (Figura 1), podem
ser encontrados em espécies como Macrocystis pyrifera (Gomez et al., 2009;
McHughs et al., 2001), Laminarea hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria
digitata, Ascophyllum nodosum, Laminaria japOnica, Lessonia nigrescens
(Draget e Taylor, 2011), Ecklonia radiata (Lorbeer et al., 2015), Sargassum sp
(Andriamanantoanina et al., 2010), Sargassum cymosum (Mafra Jr e Cunha,
2002), Sargassum vulgare (Torres et al, 2007), Sargassum fusiforme (Cong et al,
2014) e Sargassum filipendula (Bertagnolli et al, 2014).
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Tabela 1 — Polissacarideos de algas e seus respectivos géneros (Lapasin
e Pricl, 1999)

Algas Polissacarideos
Amarelas-verdes (Xantoficeas) Xilanas
Verdes (Cloroficeas) Mananas
Vermelhas ( Rodoficeas) Carragenas, furcelarana
Marrons (Feoficeas) Alginatos

No litoral das regides sul e sudeste do Brasil, 0 género Sargassum € mais
comumente encontrado e possui uma relevante aplicabilidade como fonte de
alginato (Mafra Jr e Cunha, 2002).

Figura 1- Alga parda da espécie Sargassum sp (arquivo pessoal)

O alginato possui ampla aplicagédo industrial devido especialmente a sua
capacidade de formar géis na presenca de cations bivalentes tais como célcio,
estréncio, bario e magnésio (Draget et al., 2005). Na industria alimenticia podem
ser utilizados em sorvetes, produtos lacteos, misturas para bolos e em sucos de

frutas, além de outras aplicacdes. Também possui aplicacdo na industria téxtil,
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farmacéutica, de cosmético, entre outros (Mdller et al., 2011), em imobilizacao
de células, na engenharia de biomateriais, microencapsulagédo de nutracéuticos
e drogas (Sellimi et al.,, 2015), podendo ser dutil, ainda, na prevencdo da

obesidade, hipercolesterolemia e diabetes (Wang e He, 2010).

Esses polissacarideos possuem estrutura linear composta por duas
unidades monomeéricas de acidos a-L-gulurénicos (G) e B-D-manurbnicos (M)
com ligagBes 1-4, que séo distribuidos na estrutura em blocos M e G. A razéo
M/G esta relacionada com suas propriedades em solucao, por exemplo, longos
blocos GG (6 a 10 unidades) conferem ao polissacarideo estrutura rigida, ou
seja, formam géis mais fortes e com maior capacidade de formar complexo com
ions divalentes. Assim, o material pode apresentar sequéncias alternadas de
residuos MG e blocos constituidos de dois ou mais residuos M ou G (Mller et
al, 2011; Lapasin e Pricl, 1999). Fertah et al. (2014) estudaram alginatos
extraidos da alga Laminaria digitata, coletada em Marrocos (Africa), e obtiveram
valores de M/G iguais a 1,12. Torres et al. (2007) obtiveram valores de M/G
iguais a 1,27 — 1,56 para alginatos extraidos de Sargassum vulgare, coletadas

no Ceard (Brasl). Figura 2 apresenta a estrutura quimica do alginato.

€00
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HO OH HO v
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" 00¢ oM 00C_HO 00C
b MW
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Figura 2- (a) Monémero de alginato, (b) Conformacdo da cadeia (Draget et al. 2011,

modificado)

O alginato também pode ser obtido por culturas de bactérias, que
excretam os polissacarideos no meio de cultura, porém a principal fonte de
obtencao de alginato comerciais sédo as algas marinhas (Mdller et al, 2011). No
ano de 2015 foi importado 894.456 Kg de acido alginico e seus sais, 0 que
corresponde a U$12.338.434 (Alice Web, 2016). A elevada quantidade de
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produto importado comprova que o Brasil ainda importa toda demanda utilizada
industrialmente (Mafra Jr e Cunha, 2002). Essa dependéncia pode ser reduzida
pela da producdo nacional do polissacarideo e, segundo Oliveira (1981), a
macroalga Sargassum, presente na costa maritima da regido Sudeste, poderia
servir como matéria-prima para produzir alginatos que apresentam viscosidade
média (Torres et al, 2007).

A caracterizacdo de alginato tém sido realizada nos ultimos anos, na
literatura constam estudos, como exemplo, o rendimento de extracéo,

viscosidade intrinseca e massa molecular (Tabela 2).

Tabela 2- Valores obtidos da caracterizacéo de alginato

. Viscosidade Massa
s Rendimento .~ "~
Estudos Espécies Local (%) intrinseca molecular
(dL/g) (kDa)
Rahelivao et al.
(2013) Sargassum sp. Madagascar - 6,18 451
Torres et al. Sargassum .

(2007) vulgare Brasil - 4,1-6,9 -
Sarg_asgum ) 126 606
dentifolium

Larsen et al. Sargassum Eqito i 15.2 734

(2003) asperifolium 9 '

Sargassum
latifolium - 8.7 416

Adriamantoanina Sargassumsp.  Madagascar 23,6 — 26,6 - -

et al. (2010)
Bertagnolli et al. Sargassum ,
(2014) filipendula Brasil 15,1- 17,2 . i

Na literatura h& varias metodologias de extracdo de alginato de sodio que
variam principalmente em alguns parametros de extragao, tais como pH, tempo
de extracdo e temperatura. A extracdo de alginato de algas marrons é precedida

por tratamento com etanol, e acido cloridrico, que aumenta o rendimento de
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extracdo e remove uma parte dos compostos que influenciam na cor do produto
final (McHugh et al, 2001). ApGs esse processo, ocorre a adigcdo de carbonato de
sédio em tempo e temperatura controlada, e posteriormente o alginato é
precipitado com etanol (Andriamanantoanina et al., 2010; Mc Hugs et al. 2001;
Calumpong et al.,, 1999; Arvizu Higuera et al., 1997, Perez et al., 1992).
Segundo Gomez et al. (2009), a extracdo do alginato com etanol melhora o
rendimento e as propriedades reoldgicas do produto. E escasso estudos sobre a
influéncia de cada parametro de extracdo no produto final e, devido a grande
aplicabilidade do polissacarideo em processos industriais, ha necessidade de
otimizacdo do processo de modo a obter um produto com maior qualidade e,
também, maior produtividade e rendimento, minimizando custos e tempos.
Metodologia de superficie de resposta é uma ferramenta estatistica que pode
obter as condi¢cdes 6timas considerando varios fatores simultaneamente (Myers,

Montogomery e Anderson-Cook, 2009).

O delineamento Box Behnken (BBD) € um robusto método analitico que
permite a estimativa de parametros do modelo quadrético e a deteccao da falta
de ajuste de modelo. Como principais caracteristicas do Box Behnken podem-se
citar a utilizacao de fatores iguais ou superiores a trés, intervalos uniformes entre
os niveis de fatores (-1, 0, +1), sendo que o numero de experimentos (N) é dado
por N= 2k (k-1)+C (onde k nimero de variaveis e C é o numero de replicatas do
ponto central) (Bezerra et al., 2008; Ferreira et al., 2007). O desenvolvimento de
modelos matematicos possibilita a avaliagdo da significancia estatistica dos
fatores utilizados nos estudos, bem como a interacéo dos efeitos desses fatores
(Ferreira et al., 2007; Rodrigues e lemma, 2005). A funcdo desejabilidade foi
inicialmente descrita por Derringer e Suich (1980), que consiste em avaliar a
desejabilidade individual da funcdo, podendo variar de 0 até 1 (baixa
desejabilidade e alta desejabilidade, respectivamente). Essa ferramenta é
comumente utilizada em delineamentos experimentais e em construgdo de
modelos que tem como objetivo avaliar os efeitos de mdultiplos fatores e

investigar condigBes Otimas de processos (Myers et al., 2004).

A viscosidade intrinseca é uma medida do volume hidrodinAmico ocupado

pela macromolécula em diluicdo infinita, com um solvente especifico, a uma
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dada temperatura, sendo dependente da massa molecular, composicdo e

sequencia de residuos M e G (Torres et al, 2007).

As propriedades reoldgicas de alginatos sdo fortemente influenciadas
tanto pela composicdo de &cidos urbnicos (razdo M/G), que € diretamente
dependente da época e das condi¢bes ecoldgicas de crescimento de algas
(Rinaudo, 2008)

A qualidade do alginato extraido de algas é avaliada em relacédo a alguns
parametros como rendimento (Bertagnolli et al, 2014; Lorbeer et al., 2015),
massa molecular do polimero (Rahelivao et al, 2013; Fertah et al, 2013, Fawzy
et al., 2017), viscosidade intrinseca (Torres et al., 2007; Cong et al., 2014; Fertah
et al, 2013). Rahelivao et al. (2013) avaliaram alginato de sédio extraido de trés
espécies de algas pardas e verificaram que a viscosidade intrinseca de solucdes

de alginato do género Sargassum foi superior ao do género Hormophysa.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi otimizar, usando a superficie de
resposta, as condicdes do processo de extracdo de alginato de sédio de
Sargassum sp em relacdo ao rendimento, viscosidade intrinseca e massa
molecular. Este estudo se justifica devido a ampla utlizacdo desse
polissacarideo em setores industriais e a necessidade de processos com

maiores produtividade e com produtos de qualidade.

2.0. METODOLOGIA

2.1. Processamento e secagem das macroalgas

As algas estudadas foram coletadas do litoral do Estado de S&o Paulo, na
praia Grande em Ubatuba (23°28'00"S — 45°03'36"W), no més de outubro de 2016.
O material coletado foi acondicionado em frascos com agua do mar e
transportado sob baixa temperatura. Primeiramente foi feita a triagem das algas
em agua corrente, separando-as de quaisquer organismos exdgenos a elas.

ApOs limpeza prévia, estas foram sanitizadas com agua clorada (25 ppm)
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durante 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado, em centrifuga
domeéstica, para retirada do excesso de agua, e seco em estufa com circulacao
de ar a 45 °C por 12 horas. O produto desidratado foi reduzido a p6, em moinho
de facas, acondicionado em embalagens laminadas e mantidas a temperatura

ambiente.

2.2. Delineamento experimental e analise dos dados

A metodologia de Superficie de Resposta, usando o delineamento
experimental Box-Behnken (BBD), foi escolhida para avaliar e otimizar a
influéncia dos parametros de extracdo de alginato de sédio. As variaveis
independentes do delineamento foram pH (X1), temperatura (X2) e tempo de
extracdo (X3), enquanto que as dependentes foram rendimento, massa
molecular e viscosidade intrinseca. Foram realizados 15 experimentos, sendo
trés replicatas no ponto central, avaliando a interagdo entre as diferentes
variaveis de extragdo (Tabela 1). Os limites das variaveis independentes foram
definidos a partir de estudos prévios que realizaram extracdo de alginato de
algas pardas (Bertagnolli et al., 2014; Andriamanantoanina et al., 2010; Davis et
al, 2004; McHugs et al., 2001).

O modelo polinomial quadratico (Equacao 1) foi utilizado para predizer as
respostas observadas (rendimento, massa molecular viscosimétrica e

viscosidade intrinseca) em fun¢céo dos parametros de extracao.

Y =Bo+ 2 BiXi + > BiiXiZ +2 Binin Equagdo 1

Onde Y é a resposta predita; X; e Xjsdo as variaveis independentes; o €
a intercepgao (coeficiente de regressdo do modelo); Bi, Bii e Bij séo coeficientes

lineares, quadraticos e de interacéo, respectivamente.

A significancia estatistica dos coeficientes da equacdo (p < 0.05) foi
avaliada através da andlise da variancia (ANOVA) e a qualidade do ajuste do
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modelo polinomial aos dados experimentais foi fornecido através do coeficiente
de determinacdo (R? e sua significAncia pelo teste F. As anélises dos
delineamentos experimentais e o0s calculos das respostas preditas foram
realizadas utilizando o software DESIGN EXPERT 10 (StatEaselnc.
Minneapolis, USA).

2.3. Extracéo em alginato

O processo foi realizado através da metodologia modificada de McHugh
et al. (2001) e com os parametros otimizados por Lorbeer et al. (2015) na etapa
de tratamento acido. Para cada tratamento, 6 g de alga em p6 foram imersas em
etanol e agitada em shaker por 3 horas, a 250 rpm. Esse procedimento foi
repetido duas vezes, possibilitando a retirada dos compostos fendlicos e
proteinas. Posteriormente, a alga foi seca durante a noite em estufa a 40 °C e, 0
produto seco, submetido ao tratamento acido, que consistiu na adicdo de agua
destilada e adicdo de &cido cloridrico 0,1 M, até pH 2,0, a 45 °C por 110
minutos, sob agitacdo de 250 rpm. As amostras foram lavadas com agua
destilada e, nestas, foi realizada a otimizacdo das condi¢cdes de extragao.
Primeiramente, foi adicionado carbonato de sodio 2%, até atingir o pH desejado
(pH 8, 9 e 10), em diferentes tempos (90, 195 e 300 minutos), nas temperaturas
de 50, 65 e 80 °C, sob agitacdo. A solucdo foi filtrada repetidamente até a
retirada das impurezas. Para a separacao do alginato de sodio, foi adicionado a
solucéo etanol (1:2, v/v), precipitando o produto desejado, que foi separado por
centrifugacdo (3000 rpm) e seco em estufa a 45 °C por 15 horas, para a
obtencédo do alginato de sédio. O fluxograma do processo utilizado nesse estudo

estd apresentado na Figura 3.
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Figura 3- Fluxograma do processo de extracéo do alginato.
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O rendimento do alginato de sodio foi calculado seguindo a Equacao 1,

sendo a umidade do material determinada, em triplicata, em estufa a 105°C até

peso constante.

% Rendimento =

Matéria final seca do produto

x 100

Matéria seca da alga antes da extragéo

Equacéo 1
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Os dados experimentais foram analisados pela analise de regressao
quadratica e os modelos foram analisados por Analise de variancia (ANOVA) e a
significancia foi avaliada por F-teste em niveis de probabilidade (p< 0,05). O
modelo é considerado aceitavel quando atinge 95% de significancia (Ps<0,05),
com valores de falta de ajuste insignificante (P.>0,05) e o coeficiente de
correlagao alto (R>=0,8) (Lundstedt et al., 1998; Lorbeer et al., 2015). A andlise
estatistica foi realizada usando o software software DESING EXPERT 10
(Stateaselnc. Minneapolis, USA).

2.4. Determinacdo da viscosidade intrinseca e massa molecular

A viscosidade intrinseca de solucdes de alginato foi determinada
utilizando viscosimetro capilar Cannon-Fensk, mantido em banho termostatico a
25 °C. Solucdes do polissacarideo foram preparadas nas concentracdes (C) de
0,05 — 0,6 g/L (Martinsen, Skjak-Braek e Smidsrod, 1991), tendo como solvente
solugcéo de NaCl 0,1 M (Martinsen, Skjak-Braek e Smidsrod, 1991; Mancini et al,
1996). A viscosidade intrinseca do polissacarideo foi determinada usando a
expressdo empirica de Huggins (Equacao 2). O valor da viscosidade intrinseca
sera avaliado pela extrapolacdo da reta obtida a concentracdo zero, pois

segundo a teoria de Huggins, a baixas concentragdes conforme a relagéo:

M= (e | K flea ) °C
o ()

Equacéo 2

onde Ky é o coeficiente de Huggins ou coeficiente de interacdo, nsp é a
viscosidade especifica e nsp/C é a viscosidade reduzida (Torres et al., 2007). O
céalculo da massa molecular do polimero foi determinado a partir da equacgao de

Mark-Houwink-Sakurada (Equacéo 3).
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[77] = kMg Equacéo 3

onde 7 € a viscosidade intrinseca (dL/g), M, é a massa molecular
viscosimétrica média (kDalton) e k e o sdo constantes viscosimétricas que
dependem da natureza do solvente, da temperatura e da estrutura quimica do
polimero. Clemente et al. (1998) prop6s uma equacdo empirica para
determinacdo de massa molecular de alginato, onde K é 0,023 dL/g e o € 0,984.
Esta equacdo também foi utilizada para determinagcdo da massa molecular do
alginato extraido de algas marrons dos géneros Sargassum vulgare (Torres et
al., 2007) e Laminaria digitata (Fertah et al., 2014).

2.5. Validagéo do delineamento

A partir dos resultados de otimizacdo obtidos pela Superficie de
Resposta, assim como da funcdo desejabilidade, foi realizada a validacdo do
processo de extracdo do alginato de sodio. Desejabilidade foi utilizada para
determinar a condicdo mais desejavel para a extracdo otimizada de alginato de
sodio. A funcdo desejabilidade foi inicialmente descrita por Derringer e Suich
(1980), que consiste em avaliar a desejabilidade individual da fungéo, podendo
variar de 0 até 1 (baixa desejabilidade e alta desejabilidade, respectivamente),
resumindo os resultados de uma superficie de resposta a uma Unica equacao. A
desejabilidade global foi determinada pela Equagcdo 5, em que utiliza as
desejabilidade individuais de cada resposta combinadas em uma Unica resposta.
Foi realizada extracdo com a condicao predita pelo delineamento experimental e

comparado os valores preditos e reais.

D = (d1 (Y1)X da (Y2)X...Xd (Y ) Equacdo 5
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Onde D é a desejabilidade global, di(Y;) funcdo desejabilidade e k niumero de

variaveis analisadas.

3.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Delineamento experimental da extracdo de alginato

Os resultados de rendimento, viscosidade intrinseca e massa molecular,
obtidas nas diferentes condicdes de extracdo do alginato de soédio séo
apresentados na Tabela 3. A umidade da alga obtida foi de 14,01%, utilizada

nos calculos de rendimento.

Na Figura 4 € apresentado as solucbes de alginatos, obtidas conforme
delineamento experimental Box-Benkhen, onde pode ser verificado a influéncia
dos parametros de extracdo na cor da solucdo do polissacarideo. Dentre as
variaveis estudadas, o aumento do pH ocasionou a obtencdo das solu¢des mais
clara (amostras 1, 8, 12 e 15 foram obtidas em pH 10). A obtenc&o de soluctes
de alginatos mais claros para pH mais elevados pode ser devido a maior
guantidade de carbonato de sodio (Na,CO3) em solucdo. Para as maiores
temperaturas de extracao foi possivel verificar que as solucdes ficaram mais

escuras, podendo ter ocorrido a reacao de Maillard no alginato extraido.



Tabela 3- Delineamento experimental do processo de extracdo e as respostas obtidas

= . . Viscosidade Massa
Extracéo Temperatura (°C) X1 Tempo (min) X2 pH X3 Rendimento (%) intrinseca (dL/g) molecular

(KDa)

1 65 0 90 -1 10 1 46,66 4,92 233,31
2 65 0 195 0 9 0 9,83 2,6 121,92
3 65 0 195 0 9 0 6,81 2,25 105,22
4 65 0 300 1 8 -1 7,1 3,17 148,92
5 65 0 90 -1 8 -1 5,79 1,67 77,86
6 80 1 300 1 9 0 9,22 2,71 127,21
7 80 1 90 -1 9 0 7,7 4,23 199,74
8 65 0 300 1 10 1 40,7 2,98 139,82
9 50 -1 90 -1 9 0 4,42 3,42 161,09
10 50 -1 300 1 9 0 6,15 3,39 159,68
11 80 1 195 0 8 -1 8,3 2,94 138,23
12 50 -1 195 0 10 1 32,61 4,3 203,21
13 50 -1 195 0 8 -1 5,51 2,52 118,07
14 65 0 195 0 9 0 8,65 2,51 117,64
15 80 1 195 0 10 1 51,84 2,44 114,19

27
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Figura 4- Solucdes de alginatos de sédio extraidos em diferentes condicdes de temperatura, pH e tempo de extracdo, conforme delineamento experimental
Box Benkhen (Vide Tabela 3).
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4.2. Efeito das variaveis de extracdo sobre o rendimento de alginato

Os rendimentos dos alginatos de sodio extraidos podem ser observados
na Tabela 1, onde verifica-se o0 maximo de rendimento de 51,84%, referente a
extracao 15 (80 °C, pH 10.00 e 195 min.), enquanto que o menor foi de 4,42%,
referente a extragéo 9 (50 °C, pH 9 e 90 min.). Andriamantoanina et al. (2010)
obtiveram rendimentos de alginato de sodio de algas Sargassum sp,
provenientes de duas localidades diferentes em Madagascar de 23,60% e de
26,6%. Bertagnolli et al. (2014), estudando alginatos de sodio extraido de algas
brasileiras, coletadas no litoral de Sdo Paulo em diferentes estagbes do ano,
obtiveram rendimentos na faixa de 15,1 — 17,2%. Mazumder et al. (2016)
otimizaram a extracdo de alginato de Sargassum muticum e obtiveram 13,47%
como maior rendimento, referente a temperatura de extracdo 80 °C. Desta
forma, os rendimentos obtidos no presente estudo se mostraram muito

satisfatorios.

Os resultados obtidos mostram forte influéncia do pH no rendimento da
extracdo, ou seja, quanto mais elevado o pH, maior a quantidade de
polissacarideo extraido. O tempo possui baixa influéncia no rendimento da
extragcdo, enquanto que e a temperatura ndo mostrou um efeito significante
guanto ao aumento da extracdo de alginato, dentro da faixa estudada. Fawzy et
al. (2017) otimizaram a extracdo de alginato de Sargassum latifolium
considerando outros parametros de extracdo (temperatura de 25-45°C, tempo 1-
3 horas e 20, 40 e 60 ml/g de solucdo Na,CO3) e verificaram que o tempo de
extracdo foi a variavel que mais influenciou o rendimento de extracdo de
alginato. As superficies de resposta (Figura 5) ilustram a influéncia das variaveis
independentes de pH, tempo e temperatura sobre os rendimentos de alginato de
sodio. O delineamento experimental prediz o maximo de rendimento (49,48%)
guando utilizado na extracédo temperatura de 80 °C, tempo de 228,75 min. e pH
10, com desejabilidade de 0,95.
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4.3. Efeito das variaveis de extracdo sobre a viscosidade intrinseca

e massa molecular

O maximo valor obtido para viscosidade intrinseca (4,92 dL/g) e massa
molecular (233,31 kDa) foi observado na extracdo 1 (65 °C, pH 10 por 90 min.),
enquanto que o menor valor de viscosidade intrinseca (1,67 dL/g), e respectiva
massa molecular (77 kDa), é referente a extragdo 5 (65 °C, pH 8 por 90
minutos). Os resultados mostram que o pH possui maior influéncia na
viscosidade intrinseca e massa molecular do alginato extraido do que o tempo e
temperatura, ilustrado na superficie de resposta gerada pelo delineamento
(Figura 5). A extracdo a temperaturas mais altas reduz a densidade e a
viscosidade do alginato (Fawzy et al., 2017), no entanto, para a faixa de
temperatura estudada o efeito de reducdo da viscosidade néo foi relevante.
Rahelivao et al. (2013) avaliaram Sargassum sp. de Madagascar e obtiveram
viscosidade intrinseca igual a 6,18 dL/g e massa molecular 451500 g/mol (451
kDa), valores maiores que obtidos no presente trabalhos. Alguns valores
encontrados de viscosidade intrinseca estdo dentro da faixa encontrada por
Torres et al. (2007) que extrairam alginato de Sargassum vulgare coletada no
Brasil (4,1 e 6,9 dL/g). Larsen et al. (2003) também obtiveram maiores valores
de viscosidade intrinseca e massa molecular de Sargassum dentifolium (12,6
dL/g, 606 kDa), Sargassum asperifolium (15,2 dL/g, 734 kDa) e Sargassum
latifolium (8,7 dL/g, 416 kDa), tais caracteristicas sdo fortemente influenciadas
pelo ambiente em que vivem também pela subespécie da macroalga (Lapasin e
Pricl, 1999). O maximo de viscosidade intrinseca predito pelo delineamento (5,28
dL/g) pode ser atingido nas condi¢cdes de extracdo de 52 °C, pH 9,96 por 94 min,
com desejabilidade igual a 1,00. Para a obtencdo de maior massa molecular
(234,94 kDa) foi predito extracdo a 53,30°C, pH 9,89 por 100 min, com
desejabilidade igual a 1,00.
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Figura 5 — Superficie de resposta mostrando a influéncia do Tempo, Temperatura e pH sobre o
a) Rendimento, b) Viscosidade intrinseca (V. intrinseca) e ¢c) Massa molecular (Mw) do alginato

extraido.

4.4. Desenvolvimento do modelo e otimizacdo das variaveis

experimentais

Andlise de multipla regressdo foi utilizada aos dados obtidos pelo
delineamento (Tabela 3), e a relacdo entre as variaveis independentes e
respostas foi descrita pela equacéo polinomial de segunda ordem. Trés modelos
empiricos foram desenvolvidos nesse estudo para predicdo de rendimento,

viscosidade intrinseca e massa molecular (Tabela 4).
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Y Intercepcao A B C A? B2 Cc2 A*B A*C B*C
Re”dime(g/to‘;a'gi”ato 843 355+ 099 1698 013 -169 1600+ -0,052 4,11* 050
ViSCOSidZﬂ_e/;;‘”mseca 245 016 -025 054* 042 056 017 037 -057% -0,86*
Massa molecular (kDa) 114,93  -7,84 -12,05 2593* 20,23 26,78 8,27 -17,78 -27,30* -41,14*

A equagéo é do tipO: Y = BO + 2 BiXi + 2 BiiXiz + 3 Binin

*P < 0,05
A: temperatura; B: tempo; C: pH.

Andlise de variancia (ANOVA) foi calculada e usada para verificar a

adequacao e o ajuste do modelo (Tabela 5) quadratico aos dados experimentais.

O alto valor de F (48,96) e baixo valor de p-valor (0,0002) indica que o modelo

guadratico é altamente significativo e adequado para descrever a resposta

rendimento. Para a viscosidade intrinseca e massa molecular, o modelo foi

significativo e o teste de falta de ajuste apresentou- se insignificante (p<0,05)

para as trés respostas, portanto demonstrou um bom ajuste e predicdo de

respostas adequadas para os fatores aplicados.

Os valores do coeficiente de determinacdo (R2?) foram utilizados para

verificar o ajuste do modelo baseado ao delineamento experimental Box-

Behnken. Todas as respostas do delineamento apresentaram altos valores de R2

(rendimento: 0,98, viscosidade intrinseca: 0,91 e massa molecular: — 0,91).
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Tabela 5- Analise de variancia (ANOVA) para superficie de resposta do modelo quadratico da extracéo de

alginato de sédio de Sargassum cymosum C.Agardh

ici -valor

Cé)s(et:'rﬁ:£e 5321?51?5 df Valor Eficaz Valor F Ppro b>F
Rendimento alginato (%)
Modelo 3463,16 9 384,8 48,96 0,0002
A-Temperatura 3,55 100,61 1 100,61 12,8 0,0159
B-Tempo 0,99 7,78 1 7,78 0,99 0,3654
C-pH 16,98 2305,88 1 2305,88 293,41 < 0.0001
AB -0,052 0,011 1 0,011 1,40E-03 0,9716
AC 4,11 67,57 1 67,57 8,6 0,0326
BC 0,5 1 1 1 0,13 0,7359
A? 0,13 0,064 1 0,064 8,09E-03 0,9318
B? -1,69 10,53 1 10,53 1,34 0,2993
c? 16 945,67 1 945,67 120,33 0,0001
Residual 39,29 5 7,86
Falta de ajuste 34,66 3 11,55 4,99 0,1715
Pure Error 4,63 2 2,32
Cor Total 3502,45 14
R-Quadrado 0,9888
Viscosidade Intrinseca (dL/g)
Modelo 9,61 9 1,07 5,78 0,0339
A-Temperatura 2,45 0,21 1 0,21 1,16 0,3306
B-Tempo -0,16 0,5 1 0,5 2,68 0,1627
C-pH -0,25 2,35 1 2,35 12,74 0,0161
AB 0,54 0,56 1 0,56 3 0,1437
AC -0,37 1,3 1 1,3 7,03 0,0453
BC -0,57 2,96 1 2,96 16 0,0103
A? -0,86 0,67 1 0,67 3,6 0,1162
B? 0,42 1,16 1 1,16 6,25 0,0544
c? 0,56 0,11 1 0,11 0,59 0,4766
Residual 0,17 0,92 5 0,18
Falta de ajuste 0,86 3 0,29 8,66 0,1053
Pure Error 0,066 2 0,033
Cor Total 10,54 14
R-quadrado 0,9123
Massa molecular (kDa)
Modelo 22008,66 9 244541 5,84 0,0332
A-Temperatura -7,84 491,1 1 491,1 1,17 0,3283
B-Tempo -12,05 1160,9 1 1160,9 2,77 0,1568
C-pH 25,93 5379,44 1 5379,44 12,84 0,0158
AB -17,78 1264,51 1 1264,51 3,02 0,1428
AC -27,3 2980,07 1 2980,07 7,11 0,0445
BC -41,14 6769,18 1 6769,18 16,16 0,0101
A? 20,23 1510,4 1 15104 3,61 0,116
B? 26,78 2647,59 1 2647,59 6,32 0,0536
c? 8,27 252,71 1 252,71 0,6 0,4725
Residual 2094,47 5 418,89
Falta de ajuste 1943,98 3 647,99 8,61 0,1058
Pure Error 150,49 2 75,24
Cor Total 24103,13 14

R-Squared 0,9131
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4.5. Validacao do delineamento

A validagdo do delineamento experimental do processo de extracéo foi
realizada visando otimizacdo simultdnea dos valores maximos de rendimento
(46,04%), viscosidade intrinseca (4,89 dL/g) e massa molecular (231,78 kDa).
Os valores das variaveis independentes que otimizaram os valores de resposta
do processo de extracdo do alginato foram pH 10,0, temperatura de 80 °C
durante 90 min., com desejabilidade igual a 0,952. O valor de desejabilidade é
dado dentro de uma faixa aceitavel (0<d<1), sendo que o valor 0 corresponde ao
menor rendimento, viscosidade intrinseca e massa molecular da extracéo,
enquanto que 1, ao valor maximo para tais respostas. Quanto maior a
desejabilidade, mais adequada € a resposta do delineamento, ou seja, 0 seu
valor maximo (1) € a condicéo otimizada do sistema. A extracdo foi realizada na
condicao determinada nos parametros citados, sendo obtidos, respectivamente,
para rendimento, viscosidade intrinseca e massa molecular: 45,79%, 6,93 dL/g,
330,35 kDa. O resultado de rendimento obtido na extracdo foi bem préximo ao
valor predito no trabalho, porém os valores de viscosidade intrinseca e massa
molecular foram superiores ao esperado, que pode ser devido a uma pequena
variacdo de pH durante a extracdo e também podem ter ocorridos variacdes
durante as analises. A metodologia utilizada para a determinacdo pode ser fonte
de erros, jA que esta depende do ambiente em que estd sendo realizada a
analise e da experiéncia do manipulador. Apesar do aumento da massa
molecular, o que é desejavel no presente estudo, a confirmacédo dos resultados
obtidos nos experimentos mostrou uma boa relacdo com os valores preditos,
indicando adequacédo da aplicacdo do modelo quadratico. Fawzy et al. (2017)
também aplicaram a funcdo desejabilidade para otimizacdo da extracdo de
alginato de sodio e obtiveram desejabilidade igual a 0,778 e os resultados da
validagdo foram bem proximos ao dos preditos no experimento. Portanto, o
delineamento Box-Behnken utilizado apresentou — se eficiente quando utilizado

para a otimizacao de alginato de sodio de Sargassum cymosum C.Agardh.
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5.0. CONCLUSAO

A metodologia de superficie de resposta (RSM) empregando o
delineamento Box-Behnken (BBD) foi adequada para a extracdo do alginato de
sodio da macroalga Sargassum cymosum C.Agardh.

As condicdes 6timas de extracdo para um maior rendimento de alginato
(51,84%) foram 80°C, pH 10 e 195 minutos, enquanto que o menor (4,42%) foi
a 50°C, pH 9 e 90 min. Os resultados relacionados ao rendimento de extracéo
mostraram forte influéncia do pH e baixa influéncia do tempo e temperatura, que
ndao mostraram efeito significativo no rendimento de alginato, dentro da faixa
estudada.

A obtencdo de maior viscosidade intrinseca (4,92 dL/g) e massa
molecular (233,31 kDa) foi observado na extracdo a 65°C, pH 10 por 90 min.,
enquanto que o menor valor (1,67 dL/g; 77 kDa) foi em 65°C, pH 8 durante 90
min. Os resultados mostram que o pH possui maior influéncia na viscosidade
intrinseca e massa molecular do alginato extraido do que o tempo e
temperatura.

O méaximo de rendimento (46,04%), de viscosidade intrinseca (4,89 dL/g)
e massa molecular (231,78 kDa) foram preditos para a extracdo a temperatura
de 80°C, pH 10 e 90 min.

A validagdo comprovou a efetividade da utilizagdo da metodologia de
delineamento Box-Behnken para a otimizacédo da extracdo de alginato de sodio,

com valor de desejabilidade da maximiza¢do dos parametros preditos de 0,952.
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Capitulo 2

INFLUENCIA DA POSICAO GEOGRAFICA NA QUALIDADE DO ALGINATO
DE SODIO EXTRAIDO DE Sargassum cymosum C.Agardh

RESUMO

A necessidade das industrias alimenticias em produzir alimentos de qualidade
com menor custo estimula o estudo de novas fontes de matéria prima. O Brasil
depende de importa¢cBes para suprir a demanda de alginato de sédio utilizado
nos produtos brasileiros. Alginato de sddio possui ampla utilizacdo industrial,
devido a sua capacidade em formar géis, e € encontrado em algas pardas do
género Sargassum cymosum C.Agardh. Considerando a influéncia que as
condicbes ambientais exercem no metabolismo dos organismos, o objetivo do
trabalho foi estudar a diferenca entre alginatos extraidos de algas coletadas em
localidade diferentes do litoral de S&o Paulo. O rendimento de alginato foi maior
para as algas coletadas em Sdo Sebastido/SP (ASS), enquanto que maiores
valores de massa molecular e capacidade antioxidante foram verificados nas
algas coletadas em Ubatuba/SP (ASU). O comportamento reolégico para as
algas ASS apresentaram caracteristicas de fluido newtoniano, enquanto para
ASU fluido pseudoplastico. Os resultados comprovaram a influéncia do ambiente

e condic¢des climéticas no crescimento da alga.

Palavras chaves: Alginato de sddio. Sargassum cymosum C.Agardh.

Massa molecular. Capacidade antioxidante. Comportamento reolégico.

1.0. INTRODUCAO

Dentre 0os mais importantes organismos fotossintéticos do ecossistema,
estdo representadas as algas marinhas, devido a alta incidéncia de luz e

concentracfes consideraveis de oxigénio e CO, a producdo de potentes
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oxidantes é estimulada (Raymundo et al, 2004). O ambiente em que vivem
influencia o desenvolvimento de uma série de mecanismos fisiologicos e
biomoleculares de defesa contra os efeitos das espécies reativas do oxigénio,
devido a isso elas sdo uma importante fonte de substancias antioxidantes
naturais para a induastria alimenticia e farmacéutica (Rocha et al, 2007). As
condicbes ambientais como, por exemplo, salinidade, incidéncia de raios
solares, pH, quantidade de sais dissolvidos, temperatura e outras variagdes
sazonais, influenciam diretamente na quantidade de producdo de biocompostos,
devido a influéncia que todos esses fatores exercem sobre o metabolismo dos
organismos (Campos et al., 2014). Biocompostos e polissacarideos extraidos de
algas vém sendo estudados para possiveis aplica¢gdes na industria alimenticia e
farmacéutica, devido a capacidade dessas espécies em sintetizar uma grande
guantidade de compostos com propriedades funcionais como acidos graxos
poliinsaturados (Cohen e Vonshak, 1991), pigmentos naturais, minerais
essenciais, enzimas, peptideos bioativos e polissacarideos (Shahidi e Janak
Kamil, 2001; Ross et al., 2008).

Polissacarideos, também conhecidos como hidrocoldides, sédo polimeros
de monossacarideos e sdo compostos de unidade glicosil em arranjo lineares,
possuem mais de 20 unidades monossacaridicas. Atuam na viscosidade e
geleificacdo de diversos produtos, e também atuam na modificagdo e/ou controle
das propriedades de fluxo e a textura de produtos liquido, bem como nas
propriedades de deformacdo de produtos semi-sélidos (Damodaran, Park e
Fennema, 2010; Ma e Barbosa-Canovas, 1993). Tais propriedades sé&o
essenciais para diversos setores industriais, como formar solu¢des coloidais,
devido a propriedade de reter moléculas de agua, e controlar, desse modo, a
atividade de agua de um sistema (Bobbio; Bobbio, 2003).

Nas algas pardas presentes nas regides costeiras no mar podem se
extraidos o alginato (Mdller et al, 2011). Esse polissacarideo possui ampla
aplicacao industrial devido as suas propriedades de espessamento de solugbes
aquosas, assim como agente dispersante e estabilizante de emulsdes e
suspensodes, em virtude a sua capacidade de formar géis na presenca de cations
bivalentes tais como caélcio, estroncio, bario e magnésio (Draget et al., 2005).

Estas propriedades s&o importantes em muitas aplicagbes industriais, como na
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industria de alimentos (sorvetes, produtos lacteos, misturas para bolos e em
sucos de frutas, além de outras aplicagfes), téxtil, farmacéuticas, cosméticos,
etc (Mdller et al, 2011). Possuem também outras aplicagbes, como em
imobilizacdo de células, na engenharia de tecidos, microencapsulacdo de
nutracéuticos e drogas (Sellimi et al.,, 2015), podendo ser util também na

prevencao da obesidade, hipercolesterolemia e diabetes (Wang e He, 2010).

Os alginatos, proveniente de algas pardas, podem ser encontrados em
espécies como: Macrocystis pyrifera (Gomez et al., 2009; McHugh et al., 2001),
Laminarea hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllum
nodosum, Laminaria japonica, Ecklonia radiata (Lorbeer et al., 2015) e
Sargassum sp (Andriamanantoanina et al., 2010), Sargassum cymosum (Mafra
Jr e Cunha, 2002), Sargassun vulgare (Torres et al, 2007), Sargassun fusiforme
(Cong et al, 2014) e Sargassun filipendula (Bertagnolli et al, 2014). No litoral das
regides sul e sudeste do Brasil, o género Sargassun é mais comumente
encontrado e possui uma relevante aplicabilidade como fonte de alginato (Mafra
Jr e Cunha, 2002).

Compostos com atividade antioxidante possuem atrativos consideraveis
para sua aplicagdo na preservacdo de alimentos e também para a salde
humana (Shahidi e Zhong, 2010). Estudos tém sido realizados avaliando a
atividade antioxidante de solu¢des de alginato. Kelishomi et al. (2015) avaliaram
a atividade antioxidante de alginato e observaram dependéncia das
propriedades antioxidantes ao tratamento de despolimerizacdo. Xue et al. (1998)
avaliaram a atividade antioxidante de diferentes polissacarideos hidrossoluveis e
verificaram que estes exercem papel importante no mecanismo dos sistemas

bioldgicos.

Para a industria alimenticia o estudo das propriedades reoldgicas tem
um papel essencial para dimensionamentos de equipamentos, nas analises em
processos que possuem escoamento de produtos, como por exemplo,
pasteurizacdo, evaporacdo, processamento asséptico, entre outros. S&o
empregados em calculos de processo que envolve escoamento de fluido

(bombeamento, extracao, filtracdo, extrusao, purificagcdo) (Marcotte et al., 2001).
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As propriedades reologicas de alginatos sédo fortemente influenciadas
pela composicéo de &cidos urdnicos, que é diretamente dependente da época e
das condi¢des ecologicas de crescimento de algas (Rinaudo et al., 2008), assim
como rendimento (Bertagnolli et al., 2014) e massa molecular do polimero
(Rahelivao et al., 2013; Fertah et al., 2013). Bertagnolli et al. (2014) estudaram a
variacdo das estacbes do ano sobre o rendimento e estrutura do alginato
extraido de Sargassum filipendula e observaram que as algas coletadas durante
a primavera oferecem ao alginato maiores rendimentos e géis mais resistentes.
Portanto, o estudo de alginato extraido de algas coletadas em diferentes
posicdes geograficas é interessante para estimular a producdo de alginato de
sédio proveniente do litoral de Sdo Paulo, bem como o conhecimento de suas

caracteristicas reolégicas e bioquimicas.

O presente trabalho teve como objetivo comparar alginatos de sédio
extraidos de algas Sargassum cymosum C. Agardh, coletadas em diferentes
localidades, em relagdo ao rendimento, massa molecular, propriedades

reoldgicas e capacidade antioxidante.

2.0. METODOLOGIA

2.1. Processamento e secagem das macroalgas

As algas estudadas foram coletadas do litoral do Estado de Séo Paulo, na
Praia Grande em Ubatuba (23°28'00"S — 45°03'36"W) no més de outubro de
2016, e no litoral de Sdo Sebastido na praia das Cigarras (23°43'42"S —
45°23'51"W), em marco de 2015. O material coletado foi acondicionado em
frascos com agua do mar e transportado sob baixa temperatura. Primeiramente
foi feita a triagem das algas em agua corrente, separando-as de quaisquer
organismos exogenos a elas. Apos limpeza prévia, estas foram sanitizadas com
agua clorada (25 ppm) durante 30 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado, em centrifuga domeéstica, para retirada do excesso de agua, e seco

em estufa com circulagdo de ar a 45 °C por 12 horas. O produto desidratado foi
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reduzido a p6, em moinho de facas, acondicionado em embalagens fechadas e

mantidas a temperatura ambiente.

2.2. Extracdo de alginato de sodio

Foram realizadas extracbes em duas algas Sargassum cymosum C.
Agardh coletadas em localidades diferentes, Ubatuba (ASU) e Sao Sebastido
(ASS), ambos situados no litoral de Sdo Paulo. As extracdes foram efetuadas
em 15 processos diferentes, sendo 3 repeticdes de um ponto central, para cada
alga totalizando 30 extracdes. O processo foi realizado através da metodologia
modificada de McHugh et al. (2001) e com os parametros otimizados por Lorbeer
et al. (2015), na etapa de tratamento acido. Para cada tratamento, 6 g de alga
em p6 foram imersas em etanol e agitada em shaker por 3 horas. Esse
procedimento foi repetido duas vezes, possibilitando a retirada dos compostos
fendlicos e proteinas. Posteriormente, a alga foi seca overnight em estufa a 40°C
e, 0 produto seco, submetido ao tratamento acido, que consistiu na adicdo de
agua destilada e adicdo de acido cloridrico 0,1 M, até pH 2,0, a 45 °C por 110
minutos, sob agitacdo em shaker a 250 rpm. As amostras foram lavadas com
agua destilada e, nestas, foi realizada a otimizacdo das condi¢Bes de extragao.
Primeiramente, foi adicionado carbonato de sodio 10%, até atingir o pH desejado
(pH 8, 9 e 10), por tempos (90, 195 e 300 minutos), nas temperaturas de 50, 65
e 80 °C, sob agitacdo. A solucédo foi filtrada repetidamente até a retirada das
impurezas. Para a separacao do alginato de sodio, foi adicionado a solucéo,
etanol (1:2, v/v), precipitando o produto desejado, que foi separado por
centrifugacdo (3000 rpm) e seco em estufa a 45 °C por 15 horas, para a

obtencéo do alginato de sédio.

O rendimento do alginato de sodio foi calculado seguindo a Equacéo 1,
sendo a umidade do material determinada, em triplicata, em estufa a 105°C até

peso constante.

%Rendimento= matéria final seca do produto x 100 Equagéo 1
matéria seca da alga antes da extracédo
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2.3. Determinacgéo da viscosidade intrinseca

A viscosidade intrinseca de solucdes de alginato foi determinada
utilizando viscosimetro capilar Cannon-Fensk, mantido em banho termostatico a
25 °C. Solucdes do polissacarideo foram preparadas nas concentragdes de 2,0 —
10,0 g/L (Martinsen, Skjak-Braek e Smidsrod, 1991), tendo como solvente
solugéo de NaCl 0,1 M (Martinsen, Skjak-Braek e Smidsrod, 1991; Mancini et al,
1996). A viscosidade intrinseca do polissacarideo foi determinada usando a
expressdo empirica de Huggins (Equacao 2). O valor da viscosidade intrinseca
foi avaliado pela extrapolagcédo da reta obtida a concentracdo zero, pois segundo

a teoria de Huggins, a baixas concentragdes, conforme a relagéo:

2
T _ (nspj . KH(nsp] ‘e
C C B Cc _

c=0 Equacéo 2

onde Ky € o coeficiente de Huggins ou coeficiente de interagdo, 7sp € a
viscosidade especifica e nsp/c € a viscosidade reduzida (Torres et al., 2007). O
calculo da massa molecular do polimero foi determinado a partir da equacgéo de
Mark-Houwink-Sakurada (Equacéo 3)

[77] - kMﬁ Equacéo 3

Onde n € a viscosidade intrinseca (dL/g), M, € a massa molecular
viscosimétrica média (Dalton) e k e a sdo constantes viscosimétricas que
dependem da natureza do solvente, da temperatura e da estrutura quimica do
polimero. Clementti et al. (1998) propds uma equacdo empirica para
determinacdo de massa molecular de alginato, onde K é 0,023 e o é 0,984. Esta

equacao também foi utilizada para determinacdo da massa molecular de algas
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marrons dos géneros Sargassum vulgare (Torres et al., 2007) e Laminaria
digitata (Fertah et al., 2014).

2.4. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das solu¢des 1% (m/v) de alginato de sédio, de
duas extracOes selecionadas, para cada alga coletada, foram avaliada pelo
ensaio ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), segundo Ré
et al. (1999). O radical ABTS foi preparado a partir da reacdo de solucdo de
ABTS (concentracdo final 7 mM) com uma solucao de persulfato de potassio
(concentracao final de 140 mM; Sigma-Aldrich). Esta mistura foi mantida no
escuro, a temperatura ambiente, durante 16 horas. Apdés este tempo, a
absorbancia foi corrigida para 0,7 (x 0,05) medido a 734 nm. Cinco dilui¢cdes, em
triplicata, das solucdes de alginato ou padrdo Trolox (100-2000 pM) foram
transferidas para tubos de ensaio e misturadas com o radical ABTS. A leitura de
absorbancia foi realizada a 734 nm apds 6 minutos de reacdo. Os resultados sao

expressos como UM equivalente Trolox (TE) por g de matéria seca

2.5. Caracterizacao reoldgica do polissacarideo

A caracterizagdo reoldgica foi realizada em redmetro rotacional AR2000
(TA Instruments, New Castle/EUA), com geometria de cilindros concéntricos.
Solucdes de alginato foram preparada na concentracdo de 1% (m/v). Curvas de
fluxo, as quais relacionam a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacéo,
foram determinadas a 25 °C no intervalo de 0 a 300 s™ em estado estacionario,
para a obtengdo do comportamento e das propriedades reoldgicas do material.
O modelo reoldgico Ostwald-de-Waele (Equacgdo 4) foi ajustado aos dados

experimentais, obtidos para todas as amostras, com o auxilio do software Origin.

7= ky" Equacéo 4
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Onde k é o indice de consisténcia (Pa s"), n é o indice do comportamento
de escoamento do fluido, t é a tensdo de cisalhamento (Pa) e y é a taxa de
cisalhamento(s™). Os parametros K e n sdo obtidos por regressdo ndo linear
(Torres et al., 2007). Foi realizada a analise dos parametros estatisticos de qui-

guadrado, soma dos quadrados dos residuos e coeficiente de correlacao.

2.6. Ressonéancia magnética nuclear (NMR)

Foram realizadas analises de algumas amostras de alginato de sédio e
selecionada a amostra que obteve um espectro com picos mais definidos, para a
verificacdo da estrutura quimica do alginato de sédio. As analises de espectros
de H'NMR foram obtidas usando o espectrofotdmetro de ressonancia magnética
nuclear a 400 MHz Bruker DRX Avance. As amostras (40 mg) foram
solubilizadas em D,0 (6xido de deutério) e analisadas a 50 °C.

3.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Rendimento e massa molecular dos alginatos extraidos

Os dados obtidos de rendimento e massa molecular dos alginatos
extraidos da alga Sargassum cymosum C.Agardh proveniente de Ubatuba (ASU)
e Sao Sebastido (ASS), estado de Sao Paulo, séo apresentados na Tabela 1.
Pode-se observar (Figura 1) que as duas algas obtiveram diferentes valores de
rendimento e massa molecular. Os alginatos de ASU apresentaram maiores
massa moleculares, porém menores rendimentos quando extraido a pH
menores. Enquanto que, para ASS, o rendimento foi maior na maioria das
extragcbes e a massa molecular foi bem menor que ao ASU. Bertagnolli et al.
(2014) estudaram alginato de Sargassum filipendula, coletados em Cigarras, no
litoral do Estado de S&o Paulo, em diferentes esta¢gdes do ano, e obtiveram que

no inverno e, principalmente, na primavera o rendimento foi maior (17%) do que
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no verdo (15%). Resultados contrarios foram verificados no presente trabalho, ja
gue as algas ASU foram coletadas na primavera e, no entanto, apresentaram
menor rendimento, na maioria das extracbes, do que os alginatos ASS,
coletados no verdo. Assim, além da estacdo do ano, as condicdes ambientais

das coletas também influenciam no rendimento e composicao da alga.

Tabela 1- Valores de Rendimento e Massa Molecular dos alginatos de sodio extraidos de
Sargassum cymosum C.Agardh em diferentes localidades

ASU ASS
Extracio Tem po Tempoeratura pH Rend(i)mento m'\éllzf:i?ar Rendgmento m'\cillzii?ar
(min) (°C) (%) (kDa) (%) (kDa)
1 300 80 9 9,22 127,21 25,36 20,12
2 90 80 9 7,7 199,74 23,2 30,48
3 195 80 10 51,84 114,19 35,15 28,07
4 195 65 9 9,83 121,92 17,71 29,03
5 90 50 9 4,42 161,09 20,92 17,94
6 195 65 9 8,65 117,64 24,16 34,4
7 195 50 8 5,51 118,07 18,1 28,11
8 90 65 8 5,79 77,86 12,08 32,57
9 300 50 9 6,15 159,68 21,3 14,53
10 195 80 8 8,3 138,23 20,64 3,85
11 300 65 10 40,7 139,82 45,58 22,71
12 90 65 10 37,38 233,31 42,75 22,43
13 195 65 9 6,81 105,22 20,26 31,56
14 300 65 8 7,11 148,92 26,39 36,94
15 195 50 10 32,61 203,21 41,12 37,94

Segundo Lapasin e Pricl (1999), a estrutura do alginato € muito
influenciada pelo habitat que a alga foi coletada e pelo estresse ambiental que
esta sofreu. A alga ASU, coletada na regido costeira de Ubatuba (SP), devido ao
ambiente em que esta espécie se encontrava, area de batimento de onda,
estava mais expostas aos fatores ambientais, possibilitando maior estresse
maritimo e climatico sobre a alga, conferindo a ela maior massa molecular. Ja
para a alga que foi coletada em Sao Sebastido, proxima ao porto maritimo, onde
h& presenca de navios costeiros, que contribuem para o aumento da poluicédo da
agua, esse fator ambiental pode ter contribuido para a reducdo da qualidade do

polissacarideo. Andriatamanantoanina e Rinaudo (2010) avaliaram Sargassum
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sp. coletadas em diferentes locais de Madasgacar e observaram pequena
diferenca entre os rendimentos (23,6% e 26,6%), porém a massa molecular (385

kDa e 190 kDa) foi maior em uma das algas.

13
11
0
W g
o B Alga S3o Sebastido
E 7 B Alga Ubatuba
5
3
T T 1 1 T I 1 1
0 10 20 30 40 50 60 0 50 100 150 200 250
Rendimento (%) Massa molecular (KDa)

Figura 1- Rendimento e massa molecular de alginatos de sédio extraido de algas
Sargassum cymosum C.Agardh de diferentes localidades em fun¢éo de diferentes paramentros

de extracdo (vide Tabela 1).

3.2. Avaliacdo da atividade antioxidante dos alginatos
extraidos

Com a finalidade de avaliar a influéncia da posi¢cdo geografica sobre a
capacidade antioxidante dos alginatos extraidos de ASU e ASS foram
selecionadas duas extracdes (7 e 15), que sdo distintas em relacdo aos valores
de pH empregados na extracdo do polissacarideo (Tabela 2). Conforme estudos
prévios, o pH tem a maior influéncia, dentre os parametros estudados, no

rendimento e qualidade do alginato.
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Tabela 2- Capacidade antioxidade de alginato extraido de algas coletadas em Ubatuba
(ASU) e Sao Sebastiao (ASS),

ASU ASS
Capacidade
Extracdo Tempo Temperatura pH Antioxidante
(trolox/g alginato)
7 195 50 8 38,7 37,06
15 195 50 10 50,45 39,19

A atividade antioxidante apresentou valores maiores na extracao 15, em
gue o pH de extracdo foi maior. Fawzy et al. (2017) realizaram otimizacao da
extracdo de alginato de sddio de Sargassum latifolium e observaram que o pH
de extracdo possui influéncia na atividade antioxidade do produto extraido, ou
seja, quanto maior o pH maior essa atividade, esse comportamento também é
observado na Tabela 2. Entre as algas estudadas pode-se observar diferenca na
atividade antioxidante, ASU apresentou maiores valores do que ASS,
principalmente na extracdo 15. Kellishomi et al. (2014) concluiram que os
alginatos que possuem menores massa molecular apresentaram maior atividade
antioxidante, no entanto o estudo foi realizado com apenas uma alga. As
amostras da extracdo de ASU apresentaram maior massa molecular e maior
atividade antioxidante do que a amostra ASS, porém o alginato foi extraido de
algas coletadas em locais diferentes. Essa relacdo mostra que as condicdes
ecoldgicas em que as algas crescem também influenciam na propriedade
antioxidante do alginato extraido. O ambiente influencia o desenvolvimento de
mecanismos fisioldgicos e biomoleculares de defesa contra espécies reativas do
oxigénio, por isso séo fonte de substancias antioxidantes (Rinaudo et al.. 2008).
A alga ASS estava exposta a poluicao, por estar perto de regiées portuarias, o

gue pode ter interferido a menor atividade antioxidante.

3.3. Estudo do comportamento reoldgico dos alginatos
extraidos

O comportamento reolégico das 15 solucbes de alginato de sédio (1%
m/v) é apresentado nas Figuras 3 e 4. Observa-se que na Figura 3, que
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apresenta amostras de alginato ASU, que para uma certa taxa de cisalhamento,
diferentes valores de tensao de cisalhamento s&o obtidos, ou seja, a visocidade
€ reduzida com o aumento da deformacédo. Segundo Ibarz e Barbosa Canovas
(1999), tal caracteristica, ou seja, a ndo proporcionalidade entre a tensédo de
cisalhamento e taxa de cisalhamento € particular de um comportamento néo-
newtoniano. Tais caracteristicas de fluido n&o newtoniano também foram obtidos
por Ma et al. (2014) que realizaram avaliacdo reoldgica de alginato de sédio.
Para as amostras ASS (Figura 4) a proporcionalidade entre a tensdo de
cisalhamento e taxa de cisalhamento é maior, ou seja, a curva se aproxima de
um comportamento de fluido Newtoniano, essa caracteristica do alginato de
sodio ASS a baixa massa molecular, consequéncia do ambiente em que a alga
estava exposta durante seu crescimento, que era um habitat poluido por ser
uma regido portuaria. Torres et al. (2007) também obtiveram comportamento
newtoniano em solucdo de 0,5% de alginato de alta viscosidade extraido de

algas marrons.

Para descrever o comportamento reoldgico dos alginatos de sodio ASS e
ASU foi utilizado o modelo da Lei da Poténcia (Tabela 3), que proporcionou bons
paramentros estatisticos para ajuste dos dados experimentais, apresentando
altos valores de R? e baixos valores de x2. Todos as amostras avaliadas
apresentaram valores de coeficiente de determinagcdo (R?) maior que 0,9 e de
qui-quadrado (x?) muito menores do que 2,84. De acordo com os valores de n,
as amostras ASU exibiram comportamento de pseudoplastico (n<1), sendo a
extracdo 15 apresentou valor n igual 0,67 e K igual a 171,69 mPa.s". Enquanto
gue as amostras de ASS os valores de n foram muito préximos de 1, ou seja,
semelhante a um fluido Newtoniano, algumas extragdes (2, 5, 8 e 14) obtiveram

valores de n iguais a 0,95 e K proximos a 2 mPa.s".
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Figura 3- Reograma do alginato de s6dio ASU (condicéo de extracao vide Tabela 1).
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Figura 4- Reograma dos alginatos de sédios ASS (idem Figura anterior).
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Tabela 3- Parametros reoldgicos do modelo da Lei da poténcia pa os alginatos de sédio ASS e ASU em funcao dos diferentes parametros de
extracdo (Vide Tabela 1).

ASS ASU

. indice de P indice de
T omsma SEMEES s R ommeeac QUNREE e s ow

do fluido (n) do fluido (n)
1 2,83 0,93 0,000015  0,0005 0,99831 14,45 0,89 0,000012  0,0005 0,99994
2 2,2 0,95 0,000003  0,0001 0,99955 55,16 0,79 0,000019 0,0008 0,99998
3 2,92 0,92 0,000105  0,0003 0,9988 13,14 0,88 0,000002 0,0001 0,99995
4 2,18 0,94 0,000006  0,0002 0,99894 8,34 0,92 0,000008 0,0004 0,99991
5 2,43 0,95 0,000004 0,0001 0,99994 14,9 0,88 0,000009  0,0004 0,99996
6 2,49 0,94 0,000008 0,0002 0,99563 10,9 0,89 0,000011 0,0005 0,99992
7 2,24 0,93 0,000005 0,0001 0,99913 14,69 0,88 0,000009  0,0004 0,99995
8 1,97 0,95 0,000006  0,0002 0,99888 9,41 0,91 0,00009  0,0004 0,99992
9 2,65 0,93 0,000006  0,0002 0,9987 25,88 0,84 0,000024 0,001 0,99994
10 2,6 0,92 0,000004 0,0001 0,99939 16,38 0,88 0,00002 0,0009 0,99992
11 2,83 0,94 0,000008  0,0003 0,9991 92,49 0,71 0,000319 0,014 0,99978
12 2,84 0,91 0,000009 0,0003 0,99866 150,32 0,7 0,000283  0,0125 0,99977
13 2,27 0,94 0,000006  0,0002 0,99914 28,83 0,85 0,000017 0,0005 0,99998
14 2,42 0,95 0,000008  0,0002 0,99901 10,62 0,91 0,000013  0,0005 0,99991
15 2,62 0,92 0,00001  0,0003 0,99857 171,69 0,67 0,00126  0,0553 0,99962

SSR- Soma dos quadrados dos residuos
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3.4. Anédlise de ressonancia magnética

A analise de ressonancia magnética foi realizada para confirmar a
extracdo de alginato de sédio, observando a sua estrutura caracteristica em

espectros de RMN (Figura 5).

Segundo Gomez et al. (2009), o sinais obtidos em espectros de alginato
de sodio estdo em 5, 4.6 e 4.37 ppm, que correspondem respectivamente ao
préton anomeérico do &cido gulucurénico: H1-G (pico 1), ao acido gulucurdnico:
H1-M + GM (pico 2) e ao préton anomérico do acido manurénico: H5-GG (pico
3). Valores proximos ao estudo anterior foi obtido por Torres et al. (2007), sendo
gue em H1-G foi obtido em 5.06 ppm, H1-M + GM em 4.7 e H5-GG em 4.4 ppm.
No presente estudo os picos foram encontrados em 4.97 ppm (pico 1 / H1-G),
4.57 ppm (pico 2 / H1-M + GM) e 4.37 ppm (pico 3 / H5-GG), apresentando um

espectro caracteristico de alginato de sodio.
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Figura 5- Espectro de "H NMR do alginato de sédio da extracio 4.
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4.0. CONCLUSAO

A avaliacdo do alginato extraido de Sargassum cymosum C.Agardh de
locais diferentes apresentou resultados relevantes. O rendimento de alginato
extraido apresentou diferenca entre as algas coletadas em regifes diferentes. A
ASS apresentou maior rendimento do que a ASU, porém com menor massa
molecular do que a ASU. A atividade antioxidade apresentou maior valor para a
ASU. A menor capacidade antioxidade de ASS pode ser devido a poluicdo em
gue a alga estava exposta durante seu crescimento. As amostras ASU
apresentaram caracteristicas de fluido Newtoniano e, enquanto que os alginatos
ASU, fluido pseudoplastico. A analise de RMN apresentou um espectro

caracteristico de alginato de sodio, comprovando a eficacia das extracoes.
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