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Assistida por Ultrassom e &cido citrico de algas pardas Sargassum cymosum C.
Agardh: Caracterizagcdo quimica e estrutural com aplicacdo na producao de
hidrogéis visando impressédo 3D. 2024. 91f. Tese (Doutorado Académico em
Biociéncias — Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias e
Letras, Assis, 2024.

RESUMO

O fucoidano é um heteropolissacarideo sulfatado prevalente em algas pardas, que
exibe atividade biologica e antioxidante. A primeira etapa do estudo otimizou as
condicbes de extracdo assistida por ultrassom (EAU), utilizando o delineamento
experimental Box-Behnken (BBD), a fim de maximizar o rendimento do fucoidano
extraido da alga Sargassum cymosum C. Agardh. Foi avaliada a influéncia da razéo
solvente/biomassa, tempo e poténcia ultrassonica sobre o rendimento de fucoidano.
Os resultados mostraram que a poténcia ultrassbnica exerceu o maior efeito no
aumento do rendimento (17,12%=0,24). A caracterizacdo do material obtido foi por
analises quimicas (sulfato, fucose, carboidratos, proteina e polifendis) e estruturais
(composicdo de monossacarideos, espectroscopia no Infravermelho na regido média
(MIR-ATR) ressonancia magnética nuclear (*H NMR) e massa molecular). A atividade
antioxidante foi investigada através dos ensaios FRAP, ABTS e DPPH. O fucoidano
extraido na condicdo otimizada exibiu baixa massa molecular (8 kDa) e, em sua
estrutura, presenca de fucose, sulfato e outros monossacarideos, confirmado pelos
espectros MIR-ATR e 'H NMR. O material extraido apresentou atividade antioxidante
para o ensaio com ABTS (22,1+0,005 pmol TE g!) e baixa atividade antioxidante para
FRAP (0,86+0,004 mg TE g!) e DPPH (3,4 mmol TE / 100 g1). A partir dos resultados
obtidos conclui-se que a otimizacdo do rendimento foi eficiente. Na segunda etapa,
hidrogéis foram formulados contendo o fucoidano (FU) extraido da alga parda, agar
(AG) e alginato de s6dio (SA) comerciais, atraveés da gelificacdo térmica visando
impressédo 3D. Foram elaboradas trés formulacdes, com as seguintes concentragdes:
1%FU 1%AG 3%SA, 1%FU 2%AG 2%SA e 1%FU 3%AG 1%SA. A caracterizacdo
das matrizes poliméricas foi através de analises fisicas (potencial zeta, didametro da
particula, indice de polidispersédo (PDI)), quimica (pH) e estruturais (reologia, MIR-

ATR e MEV). Além disso, foram caracterizadas por aparéncia visual, printabilidade



(precisé@o de deposicao (DA) e taxa de espalhamento (SR)) e textura. A formulagéo
1%FU 2%AG 2%SA se destacou pelos bons resultados de potencial zeta (-25.5£2.47
mV), didmetro da particula (3,703£22.62 um) e PDI (0.483+0.11). As analises
reolégicas das formulacdes revelaram comportamento pseudoplastico (n<1), com
diferencas nas temperaturas de gelificacdo. A melhor taxa de recuperacao (79,6%) foi
obtida pela formulacdo 1%FU 2%AG 2%SA. A varredura de amplitude evidenciou
maior forca do gel com 3% de &gar e a varredura de frequéncia demonstrou a
estabilidade das formulagbes. O MIR-ATR evidenciou melhores intera¢des repulsivas
entre cadeias carboxilas, sulfato e radical hidroxila dos polissacarideos, na formulacéo
1%FU 2%AG 2%SA. A microscopia das formula¢cdes mostrou aspecto morfolégico no
formato de laminas com maior formacao de poros nas maiores concentracfes de agar
ou alginato de soédio. A melhor printabilidade foi alcancada pela formulagdo 1%FU
2%AG e 2%SA (DA e SR proximos de 1), com diametro de agulha de 1,2 mm e 10
mm/s de velocidade de impressdo. Os cubos impressos com parametros citados
acima exibiram Gtima precisao de impressao (99,66%z0,05), estabilidade estrutural
apos 1 hora de impressdo (99%0,05) e textura macia. Em sintese, este estudo
apresenta a caracterizacao e aplicacado do fucoidano, extraido da espécie Sargassum,
na impressdo 3D. Essa inovacdo abre novas possibilidades para a utilizacdo do
fucoidano nos setores alimenticio, nutricional, biomédico, entre outros.

Palavras-chave: fucoidano; algas pardas; matrizes poliméricas; printabilidade.
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ABSTRACT
Fucoidan is a sulfated heteropolysaccharide predominant in brown algae, which has
biological and antioxidant activity. The first stage of the study optimized the conditions
of ultrasound-assisted extraction (UAE), using the Box-Behnken experimental design
(BBD), in order to maximize the yield of fucoidan extracted from the alga Sargassum
cymosum C. Agardh. The influence of the solvent/biomass ratio, time and ultrasonic
power on the fucoidan yield was evaluated. The results demonstrated that ultrasonic
power had the greatest effect on increasing yield (17.12%z=0.24). Characterization of
the material obtained by chemical (sulfate, fucose, carbohydrates, proteins and
polyphenols) and structural analyzes (composition of monosaccharides, Attenuated
Total Reflectance Mid-Infrared Spectroscopy (MIR-ATR), nuclear magnetic resonance
(*H NMR) and molecular weight). The antioxidant activity was investigated using the
FRAP, ABTS and DPPH assays. The fucoidan extracted under the optimized condition
exhibited a low molecular weight (8 kDa) and, in its structure, the presence of fucose,
sulfate and other monosaccharides, confirmed by MIR-ATR and *H NMR spectra. The
extracted material showed antioxidant activity for the ABTS assay (22.1+0.005 pmol
TE g*) and low antioxidant activity for FRAP (0.86+0.004 mg TE g) and DPPH (3.4
mmol TE / 100g1). From the results obtained, it can be concluded that the optimization
of performance was efficient. In the second stage, hydrogels were formulated
containing fucoidan (FU) extracted from brown seaweed, agar (AG) and sodium
alginate (SA) commercial, through thermal gelation for 3D printing. Three formulations
were prepared, with the following concentrations: 1%FU 1%AG 3%SA, 1%FU 2%AG
2%SA and 1%FU 3%AG 1%SA. The characterization of the polymer matrices was
through physical (zeta potential, particle diameter, polydispersity index (PDI)),
chemical (pH) and structural (rheology, MIR-ATR and SEM) analyses. Furthermore,
they were evaluated by visual appearance, printability (deposition accuracy (DA) and
spreading rate (SR) test and texture. The 1%FU 2%AG 2%SA formulation stood out



for its good results in zeta potential (-25.5+2.47 mV), particle diameter (3.703+22.62
um) and PDI (0.483%£0.11). Rheological analyzes of the formulations revealed
pseudoplastic behavior (n<1), with differences in gelation temperatures. The best
recovery rate (79.6%) was obtained by the 1%FU 2%AG 2%SA formulation. The
amplitude sweep showed greater gel strength with 3% agar and the frequency sweep
demonstrated stability of the formulations. MIR-ATR showed better repulsive
interactions between carboxyl, sulfate and hydroxyl radical chains of polysaccharides,
in the 1%FU 2%AG 2%SA formulation. Microscopy of the formulations showed a
morphological appearance in the shape of sheets with greater formation of pores in
the highest concentrations of agar or sodium alginate. The best printability was
obtained by the 1%FU 2%AG and 2%SA formulation (DA and SR close to 1), with a
needle diameter of 1.2 mm and 10 mm/s printing speed. The cubes printed with the
parameters mentioned above exhibited excellent printing accuracy (99.66%z=0.05),
structural stability after 1 hour of printing (99%+0.05) and a soft texture profile. In
summary, this study presents the characterization and application of fucoidan,
extracted from the Sargassum species, in 3D printing. This innovation opens up new
possibilities for the use of fucoidan in the food, nutritional, biomedical sectors, among
others.

Keywords: fucoidan; brown algae; polymeric matrices; printability.
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1. INTRODUGCAO GERAL

As algas desempenham um papel fundamental como organismos
fotossintéticos e autotroficos no ecossistema, dividindo-se em grupos distintos, tais
como verdes (Chlorophyta), pardas (Phaeophyceae) e vermelhas (Rhodophyta).
Esses grupos séo ricos em compostos bioativos e polissacarideos, que podem ser
aplicados em diversos setores industriais como farmacéutico, alimenticio, cosmético
e biomédico (Abraham et al., 2019; Leyton et al., 2016). As algas pardas destacam-se
por sua composicdo estrutural que inclui polissacarideos (alginato, celulose,
laminarina e fucoidano), polifendis (florotaninos), proteinas e vitaminas (Abraham et
al., 2019; Zhang et al., 2018).

Dentre estes compostos de interesse, destaca-se o fucoidano devido as suas
atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobiana (Poveda-Castillo et al.,
2018), antiviral (Pradhan et al., 2022), anti-inflamatéria (Apostolova et al., 2020),
antidiabética (Kumar et al., 2015), antitumoral (Luo et al., 2023), anticoagulante (Wang
et al., 2010) e atividade antioxidante (Chen et al. 2021; Yu et al., 2021; Laeliocattleya
et al., 2023). Este polissacarideo sulfatado esta presente na parede celular de algas
pardas (Alboofetileh et al., 2019) e apresenta uma complexidade em sua estrutura,
caracterizada pela presenca dominante de sulfato e fucose e menores proporcdes de
outros monossacarideos como glicose, galactose, manose, xilose, ramnose, acido
glucurénico, acido galacturbnico e acetato (Mabate et al.,, 2021). Devido a sua
complexidade, a estrutura do fucoidano pode apresentar dois tipos de cadeia principal:
constituida por a-L-fucose sulfatada ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo (1—3) ou
constituida por ligacdes glicosidicas do tipo (1—3) alternadas com ligagdes do tipo
(1—4) (Zayed et al.,, 2023). Dentre as atividades biologicas apresentadas pelo
fucoidano, destaca-se a atividade antioxidante (Chen et al., 2021; Yu et al., 2021;
Laeliocattleya et al., 2023, no entanto, fatores como grau de sulfatacdo, composicéo
de monossacarideos e massa molecular influenciam atividades biolégicas do
fucoidano (Mabate et al., 2021). Com relagdo a massa molecular, o fucoidano pode
ser classificado como de baixa, média ou alta massa molecular, relacionado ao

método de extragdo utilizado (Lim et al., 2014).
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Os meétodos convencionais de extracdo do fucoidano sédo baseados em
extracdo aquosa acida que utiliza acido cloridrico (Lorbeer et al., 2015; Floréz-
Ferndndez et al., 2023). Porém, o uso deste &cido pode causar degradacdo das
cadeias de fucose e quebra dos grupamentos sulfatos (Flérez-Fernandez et al., 2018).
A substituicdo do HCI pelo acido citrico pode ser efetiva, uma vez que este ultimo é
um acido fraco utilizado na industria alimenticia. Existem métodos alternativos para a
extragcdo do fucoidano, como a extracdo assistida por ultrassom (EAU), a qual
destaca-se pela eficiéncia e baixo consumo de solvente (Chemat et al., 2017).
Portanto, visando aumentar o rendimento do polissacarideo, a combinacdo de
metodologias e substituicdo de solventes pode ser interessante (Fawzy & Gomaa,
2021), favorecendo a extragédo do fucoidano com diferentes massas moleculares
(Zayed et al., 2023).

A utilizacdo de polissacarideos derivados de algas abrange uma ampla gama
de setores como farmacéutico, biomédico, ambiental e alimenticio (Mandal et al.,
2023). Alguns polissacarideos como alginato de sédio sdo amplamente empregados
como espessantes e gelificantes (Wang et al., 2021). Além destas aplicacdes
tradicionais, existe uma notavel expansdo no uso destes polissacarideos para
formulacéo de hidrogéis. Essas matrizes poliméricas tém ganhado destaque devido a
sua versatilidade e aplicabilidade em diversas areas da pesquisa como engenharia de
tecidos, farmacéutica, alimenticia, cosmética e biomédica (Kaliaraj et al., 2023).

Os hidrogéis séo redes poliméricas tridimensionais insollveis, com capacidade
de retencdo de agua. Dentre as metodologias de elaboracdo destas matrizes,
destaca-se o0s hidrogéis responsivos a temperatura. As matrizes formadas por
gelificacdo térmica se destacam por sua reversibilidade, passando de estado fluido
para gel com a mudancga da temperatura (Niemczyk-Soczynska et al., 2022). Estes
hidrogéis podem ser aplicados como materiais precursores para impressao 3D, devido
sua capacidade serem moldados em qualquer forma e tamanho (Xie et al., 2023). No
entanto, alguns polissacarideos possuem limitacbes quanto a suas propriedades
mecanicas e reologicas como o fucoidano, o qual possui baixa viscosidade e nenhuma
capacidade de formacéo de gel (Brovko et al., 2023), diferente do alginato de sédio e
adgar. Portanto, a mistura de polimeros € utilizada para alcancar melhores
propriedades reoldgicas e estabilidade dos hidrogéis. Diversos estudos reportam a

combinacao de agar com alginato de sddio na elaboracéo de hidrogel com uso de um
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agente reticulante (CaClz) (Wang et al., 2021; Wan et al., 2023). Por outro lado, o
estudo de Reys et al. (2023) reportou a formacéo de hidrogel com agar e fucoidano
por meio da gelificacdo térmica sem o uso de agentes reticulantes. J& a interagcédo
entre fucoidano e alginato de sodio foi investigada por Brovko et al., (2023) que
demonstrou a interacao entre esses polimeros, através de um sistema cooperativo de
ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila do alginato de sédio e fucoidano, além
de interacdes hidrofobicas. Conforme o exposto, a combinacéo fucoidano, agar e
alginato de sodio revela potencial para formacdo de um hidrogel com boas
caracteristicas mecanicas e reoldgicas que podem ser aplicados como material
precursor na impressdo de estruturas 3D devido sua biocompatibilidade,

biodegradabilidade e nédo toxicidade (Giliomee et al., 2022).

Desta forma, o Capitulo 1 aborda a extracdo do fucoidano da alga Sargassum
cymosum C. Agardh e otimizacdo do rendimento através de delineamento
experimental do tipo Box-Behnken com as variaveis razao solvente/biomassa (20 mL
gt a40mL g?), tempo (3 a 15 min) e poténcia ultrassdnica (80 a 240 W). Além disso,
o polissacarideo extraido foi caracterizado por analises quimicas (carboidratos,
sulfato, fucose, proteinas e fendlicos), estruturais (composicdo monossacaridica,
massa molecular, espectroscopia de Infravermelho na regido média (MIR-ATR) e
ressonancia magnética nuclear de prétons (*H NMR)) e avaliacdo do potencial
antioxidante através de ensaios com diferentes radicais (DPPH, ABTS e FRAP). Por
fim, o Capitulo 2 aborda a elaboracédo de um hidrogel utilizando o fucoidano extraido
na condicdo otimizada (1g de biomassa/27 mL de solvente, 11 min e 240 W)
alcancada no Capitulo 1, alginato de sédio e &gar comerciais com avaliagdo das
matrizes quanto as suas caracteristicas fisicas (reologia, potencial zeta, diametro da
particula, e indice de polidispersdo (PDI)) e estruturais (MIR-ATR e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV)). Além disso, as formulagbes foram avaliadas
visualmente e aplicadas na impressao de filamentos para avaliacdo da printabilidade,
por meio da precisdo de deposicéo (DA) e taxa de espalhamento (SR) em diferentes
didmetros de agulha (0,8 mm e 1,2 mm) e velocidades de impresséao (2, 10, 20 mm/s)
e finalmente a impressao de estruturas 3D (cubos), avaliadas por meio de precisao de

impresséo, estabilidade e textura.
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2. OBJETIVO GERAL

Otimizar o rendimento de fucoidano extraido da alga Sargassum cymosum C.

Agardh e avaliar o seu emprego na elaboracdo de uma matriz polimérica visando sua

aplicacao na impresséao 3D.

2.1.0bjetivos especificos

Capitulo 1: Otimizacdo da extracdo de fucoidano de algas pardas Sargassum

cymosum C. Agardh por ultrassom: caracterizagdo quimica e estrutural

Estudar a influéncia das varidveis independentes razdo solvente/biomassa,
tempo e poténcia ultrassdnica no rendimento do fucoidano e validar o
delineamento;

Avaliar as caracteristicas quimicas (carboidratos, sulfato, fucose, compostos
fendlicos totais e proteinas) e estruturais (composi¢cao monossacaridica, massa
molecular, MIR-ATR, 'H NMR) do fucoidano;

Examinar a potencial atividade antioxidante do polissacarideo obtido por meio
de diferentes radicais (ABTS, DPPH e FRAP).

Capitulo 2: Formulacdo de matriz polimérica com fucoidano, agar e

alginato de so6dio com potencial aplicacdo em impressao 3D: Caracterizacéo e

printabilidade

Elaborar diferentes formulac¢des de hidrogel utilizando o fucoidano extraido por
extracdo assistida por ultrassom (EAU) da alga Sargassum cymosum C.
Agardh, combinado com o 4gar e alginato de sédio comerciais;

Avaliar caracteristicas fisicas (reologia, potencial zeta, diametro da particula e
indice de polidispersdo), quimicas (pH) e estruturais (MIR-ATR e MEV) das

matrizes formadas;

Investigar os parametros de impresséao: diametro da agulha (0.8 e 1.2 mm) e

velocidade de impressao (2, 10 e 20 mm/s) através da impressao de filamentos
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de 60 mm e avaliacao da printabilidade (preciséo de deposicéo (DA) e taxa de

espalhamento (SR));

Impressdo de modelos cubicos 3D, empregado os melhores paréametros
encontrados no teste de printabilidade e avaliar a precisdo de impressao,

estabilidade e textura.
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Capitulo 1 — Otimizacdo da extracdo de fucoidano de algas pardas Sargassum
cymosum C. Agardh por ultrassom: caracterizagdo quimica e estrutural?

! Este capitulo foi formatado de acordo com a revista Food Research International (ISSN: 0963-9969)
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Resumo

7

O fucoidano é um polissacarideo composto por sulfato, fucose e outros
monossacarideos, que apresenta atividades bioldgicas e antioxidantes. Neste estudo,
o fucoidano foi obtido de Sargassum cymosum C. Agardh utilizando isolamento
assistido por ultrassom e substituicdes de HCI por &cido citrico na etapa acida. O Box-
Behnken Design foi escolhido para otimizar a extracdo de polissacarideos variando a
proporcao solvente/biomassa, tempo de extracdo e poténcia ultrassonica para
melhorar o rendimento de fucoidano. Um modelo polinomial quadratico descreveu
satisfatoriamente a resposta do rendimento. Na condicdo otimizada obteve-se
rendimento de 17,12%=0,24 (1 g de biomassa/27 mL de solvente, 11 minutos e 240
W de poténcia ultrassobnica), sendo a maior influéncia positiva no rendimento exercida
pela poténcia ultrass6nica. O fucoidano apresentou baixa massa molecular (8 kDa),
moderado teor de sulfatos (24,5% + 0,003) e baixos teores de contaminantes
(proteinas e polifendis). O fucoidano exibiu atividade antioxidante no ensaio ABTS
(22,1+0,005 pmol TE g?). Os principais monossacarideos foram a fucose, galactose,
glicose e acido glucurdnico. A combinacéo da extracdo assistida por ultrassom com
acido citrico foi benéfica para a extracdo de fucoidano, diminuindo o tempo do
processo e aumentando o rendimento. A composicao do fucoidano sugere potencial
atividade prebidtica e anti-inflamatoria, que poderia ser explorada em pesquisas

futuras como suplemento dietético para melhorar a saiide humana.

Palavras-chave: Fucoidano. Sulfato. Heteropolissacarideo. Box-Behnken Design.

Sargassum sp.
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Abstract

Fucoidan is a polysaccharide composed of sulfate, fucose, and other
monosaccharides, which exhibits biological and antioxidant activities. In this study,
fucoidan was obtained from Sargassum cymosum C. Agardh using ultrasound-
assisted isolation and replacements of HCI with citric acid in the acidic step. Box-
Behnken Design was chosen to optimize the polysaccharide extraction by varying the
solvent/biomass ratio, extraction time, and ultrasonic power to improve fucoidan yield.
A quadratic polynomial model satisfactorily described the yield response. In the
optimized condition, 17.12%+0.24 yield was obtained (1 g of biomass/27 mL of solvent,
11 minutes and 240 W of ultrasound power), with the greatest positive influence on
yield being exerted by ultrasonic power. Fucoidan presented a low molecular weight
(8 kDa), with a moderate sulfate content (24.5% * 0.003) and low levels of
contaminants (proteins and polyphenols). Fucoidan exhibited antioxidant activity in the
ABTS assay (22.1+0.005 pmol TE g+). The main monosaccharides were fucose,
galactose, glucose, and glucuronic acid. The combination of ultrasound-assisted
extraction with citric acid was beneficial for fucoidan extraction, decreasing process
time and increasing yield. The fucoidan composition suggests potential prebiotic and
anti-inflammatory activity, which could be explored in future research as a dietary

supplement to improve human health.

Keywords: Fucoidan. Sulfate. Heteropolysaccharide. Design Box-Behnken.

Sargassum sp.
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1. Introducéao

O fucoidano é um polissacarideo caracterizado pela presenca de sulfato e
fucose, com pequenas quantidades de outros monossacarideos, como galactose,
xilose, glicose, manose, ramnose, arabinose e acidos urénicos (Mabate et al., 2021).
Esse polissacarideo pode ser encontrado na parede celular de algas pardas e em
certos invertebrados marinhos (Tsou et al., 2022), com rendimento entre 0,5% a 33%
(Hans et al., 2023). O fucoidano tém recebido atencdo devido as suas notaveis
atividades bioldgicas, tais como antioxidante, capacidade prebidtica, anticoagulante,
anti-inflamatoria, antitumoral, antiviral, antibacteriana, antimicrobiana, entre outras
(Anisha et al.,, 2022). As atividades biolégicas do fucoidano estdo diretamente
relacionadas a sua composicdo estrutural, massa molecular, métodos de extracao,
origem geografica, fase reprodutiva, estressores ambientais, espécie e estacdo de
colheita (Lakshmanan et al., 2022). Em relacdo a massa molecular, o fucoidano pode
ser classificado como de baixa (LMWF), média (MMWF) ou alta massa molecular
(HMWF). Muitos estudos relataram que o LMWF possui maior atividade biolégica do
gue o HMWF (Yu et al., 2021; Chen et al., 2021; Tan et al., 2023).

A extracdo deste polissacarideo pode ser realizada por metodologias
convencionais e ndo convencionais, as quais influenciam na composicdo fisico-
quimica, conformacdes moleculares e atividades biolégicas in vitro do fucoidano
(Wang et al., 2021). As técnicas convencionais sao baseadas em extracdo aguosa
(dgua quente, solucbes acidas ou alcalinas). No entanto, esses métodos tém
desvantagens como alta demanda de tempo e energia, uso de solventes
ambientalmente toxicos e baixo rendimento (Floréz-Fernandez et al., 2023). Em
contraste, hd uma tendéncia de aplicar tecnologias verdes, como a extragcdo assistida
por ultrassom (EAU) (Mensah et al., 2023).

A extracdo assistida por ultrassom € uma opcao atraente para a extracao de
polissacarideos, pois seu uso pode ser independente ou combinado com outras
técnicas (Mapholi & Goosen, 2023). O &cido cloridrico € utilizado na extracdo acido
do fucoidano, no entanto, esse acido degrada as cadeias de fucose e quebra os
grupos sulfato do polissacarideo (Flérez-Fernandez et al., 2018). Como substituto do

HCI, existe o acido citrico, que pode ser eficaz por ser um acido organico fraco, usado
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na industria alimenticia como aditivo. A combinacao de EAU e &cido citrico pode levar
ao aumento no rendimento (Fawzy & Gomaa, 2021) e também produzir fucoidano de
baixa massa molecular (LMFW) (Zayed et al., 2023). Durante o processo de extracao
acida do fucoidano ocorre a co-extracdo de acidos alginicos. Para purificacdo do
fucoidano, a eliminagcdo destes componentes insollveis pode ser realizada com
adicéo de sais como o CaClz (Hifney et al. 2016). Assim, a escolha da metodologia e
etapas de purificacdo sdo cruciais para extracdo do polissacarideo, pois influenciam
nas caracteristicas quimicas, estruturais e bioativas do fucoidano isolado

(Laeliocattleya et al., 2023).

Conforme exposto, o0 objetivo deste estudo foi combinar a extracdo assistida
por ultrassom (EAU) e 4cido citrico no tratamento acido, em substituicdo ao HCI, para
a extracdo de fucoidano da alga parda Sargassum cymosum C. Agardh, utilizando a
Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) e o delineamento experimental do tipo
Box-Behnken (BBD), para avaliar a influéncia da raz&o de solvente/biomassa, tempo
de extracdo e poténcia ultrassdnica no rendimento de fucoidano. O fucoidano extraido
foi caracterizado através de andlises quimicas (conteddo de sulfato, fucose,
carboidratos, proteina e teor total de polifendis), estruturais (composicdo de
monossacarideos, MIR-ATR, *H NMR e massa molecular) e atividade antioxidante,
investigada pela capacidade do polissacarideo de capturar os radicais DPPH, FRAP
e ABTS.

2. Material e métodos

2.1. Material algal

As algas do género Sargassum cymosum C. Agardh, coletadas em Praia Grande,
Ubatuba, S&o Paulo, Brasil (23°28’00”S — 45°03’36”W), foram lavadas com agua
corrente e sanitizadas em agua clorada (25 ppm) por 30 minutos, seguido por
centrifugacdo em uma centrifuga doméstica para remover o excesso de agua. As
algas foram secas em estufa (Modelo 420-1D, Ethik Technology, Vargem Grande
Paulista, Brasil) a 45 °C por 12 h, trituradas em um moinho facas e o po de alga

armazenado em recipientes herméticos, a auséncia de luz e temperatura ambiente.
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2.2.Extracao do fucoidano

2.2.1. Pré-tratamento da alga

As algas secas e moidas (7 g) foram imersas em 50 mL de etanol (99%), sob
agitacao por 3 horas em um agitador orbital (Modelo TE-141, Tecnal, Piracicaba, SP,
Brasil), o etanol descartado e o processo repetido mais uma vez. O material foi filtrado
a vacuo e seco em estufa (Modelo 420-1D, Ethik Technology) a 40 °C (Nogueira et
al., 2022). O pré-tratamento da alga visa remover pigmentos, componentes fendlicos

e proteinas.

2.2.2. Extracao do fucoidano

O material pré-tratado e seco, em diferentes razdes de biomassa e solvente
(Tabela 1) foi misturado com agua e solugdo de &cido citrico (20% p/v) até atingir pH
final 1.5 (Fawzy & Gomaa, 2021). Ondas ultrassonicas foram aplicadas as suspensoes
com uma sonda de 12,7 mm de diametro (OR-T-500, OMNI International™, frequéncia
de 20 kHz e poténcia maxima de 400W) em diferentes tempos e poténcias (Tabela 1).
O sobrenadante foi separado da alga residual, e cloreto de calcio (3% p/v) foi
adicionado ao filtrado (1:1 v/v) e a solu¢cdo mantida durante a noite a 4°C para remover
o alginato de sodio co-extraido durante o tratamento acido (Hifney et al., 2016),
visando a purificacdo do material. A solucéo foi centrifugada (4000 rpm por 30 min)
para separar o alginato de sédio precipitado, ao sobrenadante adicionado etanol
(99%) (1:2 v/v) e a solucéo resultante foi mantida durante a noite a 4 °C (Hifney et al.,
2016) para precipitacdo do polissacarideo. O fucoidano foi recuperado por
centrifugacédo (4000 rpm por 30 min), seco em estufa a 60 °C (Fawzy & Gomaa, 2021),
e armazenado em um dessecador até posterior analises. O rendimento de fucoidano
foi calculado usando a Equacgéo 1:

Peso seco do Fucoidano

% Rendimento 100 1
% Rendimento Peso seco da alga pré — tratada x @)

2.3.Delineamento experimental

BBD foi selecionado para otimizar o rendimento de fucoidano extraido por meio da

EAU. As variaveis independentes estudadas foram a razéo solvente/biomassa (X1), 0
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tempo de extracdo (X2) e a poténcia do ultrassom (X3), enquanto a variavel
dependente foi o rendimento. O delineamento experimental consistiu em 17
experimentos, com 5 repeticdes do ponto central. As variaveis independentes
estudadas razdes solvente/biomassa (20 a 40 mL g1), tempo de extracdo (3 a 15 min)
e poténcia ultrassonica (80 a 240 W) estdo apresentadas na Tabela 1 e os limites de
cada tratamento foram estabelecidos conforme estudos prévios que aplicaram
ultrassom para extragéo de alginato e fucoidano de algas pardas (Alboofetileh et al.,
2019). A variavel resposta foi ajustada ao modelo polinomial quadrético (Eq. 2).

3 3 3
Y =00+ Zﬁixi + zﬁiixiz + Z BijXiX; (2)
=1 =1

1<i<j

onde Y € a resposta prevista; Xi e Xj sdo as variaveis independentes codificadas; 30
€ o0 intercepto (constante do modelo); Bi, Bii e Bij sdo os coeficientes lineares,

quadraticos e de interacdo, respectivamente.

A significancia estatistica dos coeficientes na equacao foi avaliada por analise de
variancia (ANOVA) com p=<0,05. O coeficiente de determinagdo (R?) forneceu a
qualidade de ajuste do modelo polinomial aos dados experimentais e a falta de ajuste
foi avaliada pelo teste F. A otimizacdo das variaveis independentes (razéo
solvente/biomassa, tempo de extracdo e poténcia ultrassbnica) para obter o
rendimento maximo foi realizada utilizando a Funcéo de Desejabilidade (Derringer and
Suich, 1980). O software Design Expert 13 (StatEase Inc., Minneapolis, EUA) foi
utilizado para realizar o delineamento experimental, analise estatistica de dados e

modelagem de regresséo.

2.4.Caracteristicas quimicas e estruturais do fucoidano
2.4.1. Composic¢ao quimica
O conteudo total de acucar foi determinado usando o método fenol-acido
sulftrico, com glicose como padrao (Dubois et al., 1956). O teor de sulfato foi
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quantificado pelo método gelatina-bario descrito por Dodgson & Price (1962), com
sulfato de potassio como padréo. O contetdo de fucose foi analisado de acordo com
Dische & Shettles (1948), com L-fucose como padrdo. O teor de proteina foi
determinado por Bradford (1976), com albumina de soro bovino como padrdo. Os
polifendis foram determinados utilizando a metodologia de Singleton e Rossi (1965),
com acido galico como padrao e os resultados expressos em mg de equivalentes de

acido galico por g de fucoidano em base seca (mg GAE g).

2.4.2. Analise da massa molecular

A massa molecular do fucoidano foi analisado por cromatografia de excluséo
de tamanho de alto desempenho acoplada com detector de indice de refracéo
(HPSEC-RID) usando um Sistema 1250 Infinity (Agilent, Santa Clara, CA). O
polissacarideo foi diluido em &gua ultra purificada (1 mg/mL) e injetado (25 pL) no
sistema. A separacdo foi realizada através de quatro colunas PL aquagel-OH MIXED-
M (300 x 7,5 mm, 8 yum) em sequéncia. NaNO3 (0,2 M) foi utilizado como eluente a 35
°C a um fluxo de 0,6 mL/min. Os padrdes externos foram dextranas da série T (5, 25,
50, 80, 150 e 410 kDa; FlukaTM) (Prado et al., 2016, 2017).

2.4.3. Composicdo de monossacarideos

A composicdo de monossacarideos do fucoidano foi avaliada usando
cromatografia de troca ibnica de alto desempenho com deteccdo pulsada
amperométrica (HPAEC-PAD, Dionex, EUA) equipada com uma coluna de troca
ibnica CarboPac PA10 (250 mm x 4 mm) (Dionex Corp., Sunnyvale, EUA). Cada
amostra (5 mg) foi hidrolisada com 1 mL de acido trifluoroacético 2 M a 120 °C por 90
min. Um fluxo constante de gas nitrogénio foi utilizado para secar a amostra, 1,5 mL
de alcool terciario de butilico (TBA) foi adicionado, e a amostra foi devolvida para
secagem com nitrogénio. A amostra seca foi dissolvida em agua deionizada até atingir
pH 6 para manter a integridade da coluna. As amostras foram filtradas através de uma
membrana de 0,45 pm e injetadas no sistema HPAEC-PAD. Padrbes de
monossacarideos foram utilizados para preparar curvas de calibragcdo para agucares

neutros (fucose, arabinose, rhamnose, galactose, glucose, xylose e mannose) e
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padrées de acidos urdnicos (acidos galacturénico e glucurénico) (Shiga, Cordenonsi
& Lajolo, 2009).

2.4.4. Espectroscopia no Infravermelho na regido média (MIR-ATR)

A técnica analitica conhecida como Espectroscopia no Infravermelho na regiao
meédia (MIR-ATR) é empregada na identificacdo de grupos funcionais em moléculas,
na determinacdo da composicao quimica e nas interacdes moleculares presentes em
uma amostra. Frequentemente aplicada em materiais poliméricos, essa metodologia
permite a investigacdo de caracteristicas como a presenca de grupos funcionais, o
grau de polimerizagéo e as ramificagdes. Assim, o fucoidano foi avaliado por esta
técnica, sendo os espectros registrados, na faixa de 400 a 4000 cm?, em um
espectrometro PerkinElmer Spectrum One, adquirindo 32 varreduras com resolucéo

de 4 cm em temperatura ambiente.

2.4.5. Andlise de ressonancia magnética nuclear (*H NMR)

A composicdo quimica do fucoidano foi determinada por H NMR em
espectrometro Bruker Avance Il (Karlsruhe, BW, Alemanha), operando a 400 MHz.
As amostras foram solubilizadas em D20 (6xido de deutério) e os espectros foram
registrados a 60 °C. TSP-d4 (sal de sddio do &cido trimetilsilil propiénico) foi utilizado

como referéncia.

2.5.Atividade antioxidante
2.5.1. Poder Antioxidante redutor férrico (FRAP)

A determinacdo do poder antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizada
utilizando a metodologia descrita por Benzie & Strain (1996). O reagente FRAP foi
preparado pela mistura de 10 mL de tampéao acetato (0.3 M e pH 3.6), 1 mL of TPTZ
(2,4,6-Tri(2-piridil) -s-triazina) (10 MM em 40 mM HCI) e 1 mL of FeCls. 6 H20(20 mM).
Amostras (90 pL) e agua destilada (270 pL) foram misturadas com o reagente FRAP
(2,7 mL) e incubadas por 30 min a 37 °C. A absorbancia foi registrada a 595 nm em

espectrofotdometro e Trolox utilizado como padrdo. O branco consistiu apenas no
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reagente FRAP. O resultado foi expresso em mg de Equivalentes de Trolox (TE)/ g de

fucoidano seco (mg TE g}).

2.5.2. Atividade antioxidante por ABTS (4cido 2,2-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio do sequestro de radicais
ABTS (&cido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) foi realizada utilizando a
metodologia de Rufino et al. (2010). O radical ABTS foi preparado pela mistura de
solucdo estoque de ABTS (7 mM) com solucao de persulfato de potassio (140 mM)
por 16 horas a temperatura ambiente. O radical ABTS foi diluido em etanol até atingir
uma absorbancia de 0,7 a 734 nm. O fucoidano foi diluido em diferentes
concentracfes, misturado com a solucéo do radical ABTS e mantido no escuro por 6
minutos. A absorbancia foi medida a 734 nm em espectrofotdmetro. Etanol absoluto
foi utilizado como branco. Uma curva padréo foi preparada com Trolox e o resultado
foi expresso em pmol de Equivalentes de Trolox (TE) por g de fucoidano seco (umol
TE g?).

2.5.3. Atividade antioxidante por DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A atividade antioxidante por meio do sequestro de radicais DPPH do fucoidano foi
determinada pela metodologia descrita por Borges (2016). Amostras (150 uL) de
solucéo de fucoidano (1%) foram adicionadas a 5,85 mL de solucdo de DPPH (0,06
mM). A solucao foi misturada e incubada no escuro por 30 minutos, e a absorbancia
foi medida a 515 nm. Trolox foi utilizado para padronizar, e o resultado foi expresso

em pmol de equivalentes de Trolox por g de fucoidano seco (umol TE g).

2.6.Analises estatisticas

Os experimentos das atividades antioxidantes foram conduzidos em triplicata, e 0s
resultados apresentados como valores meédios + desvios padrédo. A analise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para identificar diferencas significativas com o teste de

Tukey (p<0,05). As analises estatisticas e o espectro MIR-ATR foram realizados
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utilizando o software Microcal™ Origin® 8.5 (Microcal, Northampton, MA, EUA). O
software TopSpin 4.3.0 foi utilizado para analise de *H NMR.

3. Resultados e discusséo
3.1.Ajuste do modelo e analise estatistica

O rendimento de fucoidano de Sargassum cymosum C. Agardh variou de 8,00
(tratamento 16) a 17,18% (média do ponto central) (Tabela 1). A Tabela 2 mostra a
andlise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico ajustado ao
rendimento de fucoidano. A forma geral do polinbmio de segunda ordem foi
apresentada na equacéao 3. De acordo com os resultados, alto valor de F (23,61) e um
baixo valor de p (0,0002) indicam que a adequacao do modelo foi significativa. Os
valores elevados do coeficiente de determinacdo (R2=0,96) e do coeficiente de
determinacao ajustado (R?adj=0,92) estavam razoavelmente préximos de 1, indicando
um modelo satisfatorio. Os coeficientes lineares (X1, X2 e X3), quadraticos (X12 e X2?)

e de produto cruzado (X1.X3 e X2.X3) tiveram um efeito significativo, com p<0,05.

Y = 16,22 + 0,79 * Xl - 1,04‘ * XZ + 1,4‘3 * X3 - 1,85 * X1X3

(4)
+ 1,63 * X, X5 — 2,97 x X? — 1,03 » X3
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Tabela 1. Delineamento experimental Box-Behnken com variaveis codificadas e
reais (X1: Razédo Solvente/Biomassa; X2: Tempo; Xs: Poténcia ultrassbnica) e resposta

(Rendimento de fucoidano (%)).

Va_rl_ave|s Variaveis reais Resposta
codificadas
Solvente/ a .
Tratamento X1 X2 X3 Biomassa Te”.‘po Potencia Rendimento
- (min) (W) (%)
(mL g™
1 0 0 0 30 9 160 15,95
2 -1 0 1 20 9 240 15,15
3 -1 -1 0 20 3 160 12,03
4 0 0 0 30 9 160 15,90
5 0 -1 1 30 3 240 15,07
6 0 0 0 30 9 160 17,18
7 0 1 1 30 15 240 16,19
8 0 -1 -1 30 3 80 16,03
9 1 1 0 40 15 160 11,26
10 1 0 1 40 9 240 13,38
11 0 0 0 30 9 160 16,84
12 0 0 0 30 9 160 15,23
13 1 0 -1 40 9 80 13,65
14 -1 1 0 20 15 160 11,18
15 1 -1 0 40 3 160 14,44
16 -1 0 -1 20 9 80 8,00
17 0 -1 30 15 80 10,64
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Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico

ajustado ao rendimento de fucoidano

Quadr
Soma dos gl ado Valor-F  Valor-p
guadrados P
médio
Modelo 102,51 9 11,39 2361  0,0002 S'gnt'gca”
X1—Solvente/ 5,08 1 508 1053  0,0141*
Biomassa
X2 - Tempo 8,62 1 862 17,87  0,0039*
X3 - Poténcia 16,43 1 16,43 34,06  0,0006*
X1.X2 1,36 1 1,36 2,82  0,1370
X1.X3 13,75 1 13,75 2851  0,0011*
X2.X3 10,60 1 10,60 21,97  0,0022*
X12 37,10 1 37,10 76,90 < 0,0001*
X2 4,43 1 443 918  0,0191*
X32 2,12 1 212 440  0,0741
Residual 3,38 7 0,4824
nao
Pijfggt‘eie 0,8993 30,2998 04840 0,7113 significan
te
Erro Puro 2,48 4 0,6194
1
Total 105,89 s
R? =0,9681 R? ajustado= 0,9271

*Valores estatisticamente significativos; R?=Coeficiente de determinacao; gl=graus de liberdade

3.2.Efeito do ultrassom no rendimento do fucoidano

A Figura 1 mostra as curvas de contorno da relagdo entre as variaveis

independentes da extracao (razao solvente/biomassa, tempo e poténcia ultrassonica)
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e o rendimento de fucoidano. A Figura 1A mostra o efeito da razdo solvente/biomassa
(X1), tempo (X2) e sua interagdo entre eles no rendimento de fucoidano. A razdo
solvente/biomassa exerceu um efeito positivo no rendimento, isto é, o aumento de
solvente facilitou a solubilizacéo e difusdo do polissacarideo na solugao assim como
verificado por Alboofetileh et al. (2019). Por outro lado, o tempo exibiu um efeito
negativo na extracdo do polissacarideo, atribuido ao contato prolongado com o
solvente e ultrassom sugerindo que o fucoidano extraido no inicio foi exposto a
degradacdo, potencialmente causada pela instabilidade térmica corroborado pelos
estudos de Zhu et al. (2015), Thao My et al. (2020) e Fawzy & Gomaa (2021).

A Figura 1B demonstra a relacao entre a razao solvente/biomassa (X1) e a poténcia
ultrassonica (X3). Os resultados indicam que a combinagéo da poténcia do ultrassom
e razdo solvente/biomassa contribuiu para a melhoria no rendimento de fucoidano,
uma vez que o aumento da poténcia ultrassénica facilita a penetracdo da solugéo
acida na matriz algal. As ondas ultrassbénicas sdo propagadas através do meio e
induzem uma sucessao de ciclos de compressao e expansao, causando um fendmeno
de cavitacdo que leva a producéao, crescimento e colapso de bolhas cheias de gas e
vapor (Chemat et al., 2017). A imploséao das bolhas gera micro-turbuléncia, colisdes
entre particulas de alta velocidade e perturbacdo em particulas microporosas,
acelerando a difusado interna e turbulenta (Flérez-Fernandez et al., 2019). Essas for¢cas
de cisalhamento elevadas, causadas pela cavitacdo proxima a parede celular,
provocam a descamacdo e erosdo da superficie, faciltando a difusdo do
polissacarideo na solucdo de extracao (Flérez-Fernandez et al., 2019; Zhu et al., 2015;
Alboofetileh et al., 2019).

A Figura 1C revela a influéncia positiva entre a interacdo tempo (X.) e poténcia
ultrassénica (X:), no rendimento de fucoidano. Entretanto, € importante observar que
um tempo prolongado, associado a uma poténcia ultrassénica mais elevada, poderia

resultar na degradacao do fucoidano como observado por Thao My et al., 2020.
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Tempo (min)
Poténcia (W)

.
Poténcia (W)

» 20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
Solvente:Biomassa (mL:g) Solvente:Biomassa (mL:g) Tempo (min)

Figura 1. Curvas de contorno exibindo a influéncia da razéo solvente/biomassa,

tempo de extracdo e poténcia ultrassonica no rendimento de fucoidano

3.3.0timizacao e validacdo do modelo

Neste estudo, o software Design Expert 13 sugeriu a condicdo otimizada: razéo
solvente/biomassa de 27 mL/g, tempo de extracdo de 11 min e, 240 W de poténcia
ultrass6nica, com e um rendimento maximo previsto de fucoidano de 17,16% e valor
de desejabilidade de 0,997. Para validar a equacdo do modelo, a extracdo do
fucoidano foi conduzida sob as condi¢cdes otimizadas, em triplicata, alcancando um
rendimento préximo ao previsto (17,12% + 0,24). Portanto, o modelo foi satisfatério
para predizer o efeito de cada parametro (razdo solvente/biomassa, tempo e poténcia
ultrassoénica) no rendimento de fucoidano. Além disso, o rendimento obtido foi superior
aos estudos de Alboofetileh et al. (2019) (3,51%), Wan et al. (2015) (5,75%),
Hanjabam et al. (2019) (14,61%) que utilizaram EAU. Também foi maior que Fawzy &
Gomaa (2021) (6,55%) que utilizaram tratamento com acido citrico, Saravana et al.
(2018) (13,56%), com hidrélise subcritica da agua e Hanjabam et al. (2019) (10,59%)
com agua acidificada com HCI (pH 2). Essas discrepancias nos resultados mostram
gue o método de extracdo tem papel crucial no rendimento do fucoidano e em suas

caracteristicas quimicas (Alboofetileh et al. 2019).

3.4.Composicao do fucoidano

A variacdo das espécies de algas pardas, assim como do método de extracao, tem

impacto na composi¢cdo quimica e propriedades biolégicas do fucoidano extraido
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(Laeliocattleya et al. 2023). O total de carboidratos do fucoidano foi 36,34%z=0,01,
estando dentro da faixa observada por Huang et al. (2023) e Wang et al. (2016) (27,1%
+1,7a61,71% £ 9,71) para a espécie Sargassum spp.

Os grupos sulfatos desempenham um papel crucial na sua caracterizacéo e nas
propriedades biolégicas do fucoidano, como atividade antioxidante (Li et al. 2023). O
resultado alcangado (24,5% * 0,003) para o teor de sulfato foi menor que o encontrado
por Guo et al. 2014 (31,22% a 34,72%), porém maior do que encontrado por
Laeliocattleya et al. (2023) (6,24% + 0,04) e Alboofetileh et al. (2019) (22,97% + 0,29)
guando utilizado o método de extracdo assistida por ultrassom (EAU), considerado
um conteldo moderado de sulfato. A fucose é um monossacarideo essencial para
caracterizar o polissacarideo e também esta relacionada as propriedades biolégicas.
Assim, a quantificacdo de fucose confirma o isolamento da molécula de fucoidano
extraido de Sargassum cymosum C. Agardh. O resultado do teor de fucose deste
estudo (26,7+0,01 mg/g de fucoidano) foi semelhante ao relatado por January et al.
(2019) utilizando extracdo &cida (HCI) com diferentes tipos de algas (E. maxima 26
mg/g e L. pallida 33 mg/g de fucoidano). A quantificacdo de proteinas e polifenéis no
polissacarideo extraido é importante, pois estes sdo considerados impurezas do
material, sendo co-extraidos durante o processo de extracdo, consequentemente
diminuem a pureza do fucoidano (Zayed et al., 2023; Laeliocattleya et al., 2023). Neste
estudo, o pré-tratamento com etanol (99%) foi aplicado para remover proteinas e
polifendis e o0s resultados mostraram baixo teor de proteinas nas amostras
(0,70%=0,01), dentro da faixa observada por Laeliocattleya et al. (2023) (0,00 a
1,44+0,46) utilizando extracdo assistida por ultrassom (UAE), e menor do que o
relatado por Liu et al. (2020) (0,92 a 4,7%), Li et al. (2022) (2,66%), Li et al. (2023)
(1,92%) usando outros métodos de extracdo. Em relacdo aos polifendis, também
foram verificadas pequenas quantidades (1,76+ 0,00 mg GAE/g de fucoidano) nas
amostras, valor proximo ao de Li et al. (2023) (1,40 mg GAE/g de alga), porém maior
guando comparado ao teor de polifendis obtidos por Fauziee et al. (2021) (0,61+0,30
mg GAE/g) e Lim et al. (2014) (0,0369+0,15 mg EAG/g) para fucoidano extraido de
algas do género Sargassum. Assim, niveis reduzidos de proteinas e compostos
fendlicos evidenciam a eficacia do pré-tratamento na remocao desses compostos,

promovendo uma relativa pureza ao fucoidano.
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A composicdo de monossacarideos do fucoidano indica quais as atividades
bioldgicas o polissacarideo pode exibir (Wang et al. 2024). Os resultados obtidos para
a alga Sargassum cymosum C. Agardh demonstram que 0s acucares neutros
constituiam a maior parte da estrutura (fucose, galactose, glicose, xilose, manose,
ramnose e arabinose) (74,44%) do fucoidano, com algumas fracées acidas compostas
por acidos urbnicos (acido glucurénico e &cido galacturdnico) (25,56%).
Especificamente, observou-se que esse polissacarideo era composto por quantidades
maiores de fucose (19,31% + 1,85), galactose (19,17% + 0,62), glicose (20,94% +
2,52) e acido glucurénico (24,54% + 1,53), e por¢cdes menores de manose (9,87% +
0,64), arabinose (0,26% * 0,04), ramnose (0,59% + 0,04), xilose (4,30% + 0,58) e
acido galacturénico (1,01% + 0,42), mostrando uma estrutura complexa.

Em outros estudos com extracdo por ultrassom, a fucose foi o principal
monossacarideo com quantidades superiores a 30% (Wang et al. 2021; Bagale et al.
2023; Hans et al. 2023; Alboofetileh et al. 2019) com diferentes propor¢des de outros
monossacarideos. Em nosso estudo, a intensidade da poténcia ultrass6nica e o tempo
aplicado foram superiores aos de outros estudos, o que pode ter causado o teor
moderado de fucose. A galactose, identificada como o segundo monossacarideo mais
abundante no fucoidano, foi consistentemente relatada em varios estudos
(Alboofetileh et al. 2019; Hans et al. 2023; Li et al. 2023; Wang et al. 2021). Extracdes
assistidas por ultrassom revelaram um teor de galactose variando de 18 a 25%
(Alboofetileh et al. 2019; Hans et al. 2023; Wang et al. 2021). Os resultados obtidos
para galactose estdo alinhados com essas proporcdes relatadas, reforcando a
consisténcia observada em diferentes estudos.

Em relacéo a glicose, Hans et al. (2023) relataram uma proporc¢ao inferior (3,09%
+ 0,15), em contraste com os resultados deste estudo. Notavelmente, Wang et al.
(2021) relataram um aumento do teor de glicose (13,3%) sob poténcia ultrassénica
elevada (100 W). Em nosso estudo, a aplicacdo de 240 W de poténcia ultrassénica
também resultou em um aumento no teor de glicose, potencialmente atribuido a
degradacéo da celulose, levando a um maior conteido desse monossacarideo no
fucoidano.

Assim como a glicose, o acido glucurdnico é identificado em propor¢gées menores,
conforme relatado por Hans et al. (2023) (2%), diferindo dos nossos resultados. No
entanto, Balboa et al. (2013) e Ale et al. (2012) observaram que periodos prolongados
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de extracao estao correlacionados com maiores rendimentos de fucoidano e aumento
do acido glucurénico, porém com menores teores de fucose. Araudjo (2018) observou
que fucoidanos com menor massa molecular exibiam maior conteddo deste acido
urénico. Essas observacdes podem esclarecer a presenca moderada de fucose e o
elevado teor de acido glucurdnico verificados neste estudo.

A composicdo e propor¢cdo de monossacarideos sao importantes para as
atividades biolégicas (Wang et al. 2024). Neste estudo, fucoidano apresentou maiores
teores de fucose, galactose, glicose e acido glucurdnico. De acordo com a literatura,
atividades antioxidantes e anti-inflamatérias estdo associadas ao teor de fucose e
galactose (Wang et al. 2024), e glicose, galactose, xilose e &cido glucurbnico estédo
associados a acao prebidtica (Xie e Cheong, 2022), pois, podem influenciar
positivamente a microbiota intestinal estimulando o crescimento de bactérias
probidticas (Xie & Cheong, 2022), sugerindo que o fucoidano extraido poderia

apresentar essas atividades bioldgicas potenciais.

A massa molecular do fucoidano (Mw) também desempenha um papel crucial na
atividade biolégica e na aplicacdo terapéutica (Apostolova et al., 2020). Fucoidanos
de baixa massa molecular (LMWF) tendem a exibir atividades biolégicas superiores
em comparacao aos fucoidanos de alta massa molecular (HMWF) (Apostolova et al.,
2020; Luthuli et al., 2019). O Mw do fucoidano, normalmente varia entre 1 a 1600 kDa,
sendo influenciado por condicBes ambientais, biologia das macroalgas, temporada de
colheita e processo de extracdo e purificacdo (Flérez-Fernandez et al., 2018). Neste
estudo, o uso do ultrassom e &cido citrico produziu um fucoidano de baixa massa
molecular (8 kDa). Esses resultados estdo em consonancia com Bagale et al. (2023),
que também identificaram a reducdo na massa molecular ao empregar ultrassom
(102,5 W/cm? por 40 minutos), diminuindo o Mw de 815 kDa para 318 kDa.
Adicionalmente, Flérez-Fernandez et al. (2017) observaram uma diminuicdo na massa
molecular (de 50 para 25 kDa) ao utilizarem banho ultrassénico (150 W) em diferentes
periodos (5-30 minutos). Fawzy & Gomaa (2021) verificaram efeito positivo na
reducdo na massa molecular (0,86 a 15,63 kDa) com o0 aumento da concentracéo de
acido citrico (1 a 3%) na etapa acida. Desta forma, os resultados obtidos estéo
alinhados com os estudos citados acima, evidenciando que a aplicagéo de ultrassom
e &cido citrico efetivamente reduz o Mw do fucoidano. Portanto, a moderacdo na

poténcia e periodo de aplicacdo do ultrassom e uso do acido citrico pode ser uma
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estratégia interessante para preservar as caracteristicas fisicas, estruturais e

atividades bioldgicas do fucoidano (Florez-Fernandes et al. 2017).

3.5. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do fucoidano pode ser influenciada pela composicao
de monossacarideos e massa molecular (El Rashed et al. 2021). A relacédo entre
massa molecular e atividade antioxidante ndo esta totalmente estabelecida. Alguns
estudos relatam alta atividade antioxidante para fucoidanos de baixa massa molecular
(LMWEF) (Yu et al., 2021; Chen et al., 2021) enquanto em outro foi observado baixa
atividade antioxidante para LMWF (Lahrsen, Liewert & Alban, 2018). Portanto, devido
a essa indefinicdo do comportamento e para uma melhor comparacéo, a atividade
antioxidante do LMWF obtido no presente estudo foi avaliada utilizando os trés
principais ensaios: poder antioxidante redutor férrico (FRAP), ABTS e DPPH.

O ensaio FRAP consiste na capacidade antioxidante do fucoidano de reduzir o
complexo TPTZ-Fe (lll) para o complexo TPTZ-Fe (ll) por meio de transferéncia de
elétrons. O resultado deste estudo (0,86+0,004 mg TE g?) foi inferior em comparagéo
com o fucoidano comercial (13,9+0,8 mg TE g?) e a fracdo purificada (14,5+0,3 mg
TE g?) relatados por Rajauria et al. (2023). Os estudos de Zhong et al (2020) e Baek
et al. (2021) reportaram uma relacdo entre os polifendis e a capacidade antioxidante
usando este método de quantificacdo em diferentes espécies de Sargassum,
sugerindo que os polifendis sdo os principais contribuintes da atividade antioxidante
por este método. Neste estudo, os polifendis foram retirados no pré-tratamento para
manter a pureza do fucoidano e néo ter uma superestimacéao dos valores de atividade
antioxidante. Portanto, os valores de FRAP foram abaixo do encontrado na literatura,
sugerindo que sucessivas etapas de purificacdo podem resultar em uma diminui¢cao
nos valores de FRAP como verificado por Rajauria et al. (2023). Além disso, grupos
sulfato sédo responsaveis por terem a capacidade de doar elétrons e de acordo com
Araujo, (2018) a posicdo deste grupo sulfato ao longo da molécula também
desempenha um papel crucial na atividade antioxidante, pois estes grupos podem
estar em localizacbes que dificultem ou impossibilitem a interacdo entre eles e a
molécula alvo. Portanto, os resultados obtidos indicam que a purificagéo e localizacdo

dos grupos sulfatos podem estar relacionados ao baixo valor de FRAP.

A atividade antioxidante também foi investigada através do ensaio ABTS, que

€ baseado na doacgdo de elétrons e pode refletir os niveis de antioxidante de
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compostos hidrofilicos e lipofilicos, sendo mais sensivel do que o sequestro do radical
DPPH (Fagundo-Mollineda et al. 2023). Os resultados obtidos (22,1+0,005 pumol TE g
1) ficaram na faixa entre os estudos de El Rashed et al. (2021) (39+3,7 pumol TE g?)
que extraiu fucoidano de Cystoseira compressa usando solu¢do de &cido cloridrico
(pH 2) a 60 °C por 3 horas e do estudo de Roberto et al. (2024) (14,3+£0,5 umol TE g

1) usando extracdo com agua quente.

Por fim, o ensaio DPPH foi utilizado para avaliar a atividade de eliminacdo de
radicais livres, demonstrando a capacidade do fucoidano em doar um &atomo de
hidrogénio (Hans et al. 2023). Os resultados (3,4 mmol TE / 100 g*) foram inferiores
aos relatados por Guo et al. (2014) (14 a 26 mmol TE/ 100 g1), os quais variaram a
intensidade e duracdo de aplicacdo do ultrassom, resultando em uma ampla faixa de
massas moleculares (350 a 91 kDa) de fucoidano. Esses mesmos autores observaram
a reducéo na atividade antioxidante com a diminuicdo da massa molecular, indicando
a possivel destruicdo de grupos quimicos, como sulfato, durante o processo de
extracdo com ultrassom, possivelmente induzida pelos radicais livres que atacam a
fucose nao sulfatada da estrutura. Além disso, a atividade de eliminac&o de radicais
livres do DPPH pode ser afetada negativamente por acidos urénicos (Wang et al.
2024; Li et al. 2016). Essa afirmacéao foi corroborada por Liu et al. (2011), que avaliou
a atividade antioxidante somente do &cido glucurénico e observaram nenhuma
atividade antioxidante deste acido urénico. A partir dessa observacao, sugere-se que
o elevado teor de &cido glucurénico pode ter afetado a atividade antioxidante.
Adicionalmente, o estudo de Gulcin (2020) sugere que moléculas antioxidantes como
fucoidano néo inativam os radicais DPPH devido ao impedimento estérico
representado pela estrutura quimica que envolve o radical, portanto, a capacidade
antioxidante total pode ser subestimada. Além disso, o DPPH é uma molécula
hidrofébica e sua relagdo deve ser realizada em solventes organicos (Fagundo-
Mollineda et al. 2023). Portanto, o uso de etanol e agua durante o processo de
extracdo pode ter causado interferéncia na transferéncia de elétron ou doacdo de
préton durante a reacao.

As avaliacdes pelas 3 metodologias (FRAP, ABTS e DPPH) forneceram uma
visdo geral da capacidade antioxidante do fucoidano extraido neste estudo. Os
resultados apontaram que o fucoidano extraido exibiu atividade antioxidante quando

utiizado o método do radical ABTS, porém atividades antioxidantes pouco
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expressivas quando utilizados os outros métodos de quantificacéo, que podem ter sido
afetados por fatores como método de extracdo, purificacdo, solventes utilizados e

também a composicdo quimica e estrutural da molécula.

3.6.Espectroscopia no Infravermelho na regido média (MIR-ATR)

A andlise MIR-ATR fornece evidéncias da presenca de grupos funcionais na
estrutura de uma molécula, usado para identificacdo ou investigacdo de sua
composi¢do quimica (Fernando et al. 2017). Assim, a Figura 2 ilustra a analise
realizada no fucoidano extraido neste estudo. O sinal entre 3500-3300 cm confirma
a existéncia da vibracdo de estiramento da hidroxila (-OH) existente na estrutura da
amostra (Keshk et al., 2023). O sinal fraco em 2922 cm! corresponde ao estiramento
assimétrico de C-H (Kothai et al., 2023). O pico verificado por volta de 1741 cm
corresponde ao estiramento da carbonila (C=0) do éster carboxilico (Fauziee et al.,
2021). Outro pico foi verificado por volta de 1700 cm, atribuido ao estiramento da
carboxilato, provavelmente relacionadas aos acidos urénicos presentes no fucoidano
(Fauziee et al., 2021), conforme observado na composi¢cao de monossacarideos. O
pico localizado na banda 1140 cm foi identificado como a vibragdo assimétrica do
grupo éter de sulfato. A vibracdo assimétrica de estiramento dos ésteres sulfato
(0O=S=0) foi identificada entre as bandas de 1230-1260 cm™ (Koh, Lu & Zhou, 2019)
e 0 pico em torno de 830-850 cm* corresponde a vibracdo C-O-S dos grupos sulfato.
Esses picos sdo regides de identificacdo ou componentes caracteristicos do
fucoidano, e a determinacao desses picos confirma que o material extraido continha

grupos sulfato (Alboofetileh et al., 2019; Hanjabam et al., 2019).
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Figura 2. Espectroscopia no Infravermelho na regido média (MIR-ATR) do fucoidano

de Sargassum cymosum C. Agardh na condicao otimizada

3.7.Ressonancia magnética nuclear (*H NMR)

Andlise de ressonancia magnética nuclear proporciona o acesso a diferentes tipos
de prétons presentes na molécula de fucoidano, revelando suas caracteristicas
estruturais (Hans et al., 2023). Portanto, a composicdo estrutural do fucoidano esta
demonstrada na Figura 3. O espectro do fucoidano na condicdo otimizada exibe a
presenca de diferentes grupos de fucose com alteragdes nas posi¢des glicosidicas e
variaveis padrbes de monossacarideos (pico 1); os grupos associados ao -OH em 2,4
ppm (pico I1); e os grupos metil da unidade de L-fucose entre 1,20 a 1,50 ppm (pico
[II) que sugerem ligagdes alternadas do tipo a (1—3) e a (1—4) dos residuos de fucose
ligados aos sulfatos, sendo este pico pouco pronunciado, que indica um conteudo de
sulfato moderado. A integracdo destes sinais e 0 espectro confirma a extracdo do

fucoidano.
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Figura 3. Espectro *H NMR do fucoidano extraido de Sargassum cymosum C.
Agardh na condigéo otimizada, em D20 a 60°C

4. Conclusao

O método de extracao escolhido, isolamento assistido por ultrassom e substituicao
de HCI por acido citrico na etapa acida, foi eficaz para extracdo de fucoidano. Além
disso, o Design Experimental Box-Behnken também provou ser uma ferramenta eficaz
para encontrar a condicdo de rendimento otimizado na extracdo de fucoidano da
espécie Sargassum cymosum C. Agardh. As condi¢des otimizadas foram: 27 mL de
solvente/ 1 g de alga, 11 min e 240 W de poténcia com rendimento de 17,12%z=0,24.
A poténcia ultrassbnica exerceu a maior influéncia positiva no rendimento. O
fucoidano na condicdo otimizada apresentou moderado teor de sulfato (24,5% =
0,003) e baixos teores de contaminantes (proteinas e polifendis). A estrutura do
fucoidano € composta predominantemente por fucose, galactose, glicose e acido
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glicurdnico, além de pequenas quantidades de xilose, ramnose, arabinose, manose e
acido galacturénico, com baixa massa molecular (8 kDa). A presenca de ésteres de
sulfato e fucose na estrutura do polissacarideo foi confirmada utilizando espectros
MIR-ATR e 1H RMN. O fucoidano exibiu atividade antioxidante no ensaio ABTS
(22,1+0,005 pumol TE g'), mas baixa atividade antioxidante nos ensaios DPPH e
FRAP, atribuida a remocdo de compostos fenodlicos e proteinas durante o pré-
tratamento e a altos niveis de &cido glucurbnico. Finalmente, estes resultados
contribuem significativamente para a literatura cada vez maior sobre o fucoidano de
espécies de Sargassum, mas também oferecem orientacdes valiosas para futuras

investigacbes como prebidtico e anti-inflamatério.
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Capitulo 2 — Formulacéo de matriz polimérica com fucoidano, 4gar e alginato de
s6dio com potencial aplicacdo em impressdo 3D: Caracterizacdo e

printabilidade?

2 Este capitulo foi formatado de acordo com a revista Carbohydrate Polymers (ISSN: 0144-8617)
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Resumo

Fucoidan (FU), extraido de Sargassum cymosum C. Agardh, alginato de sédio (SA) e
agar (AG) foram utilizados para formar um hidrogel estavel através de gelificacdo
térmica com potencial aplicacdo em impressao 3D. As formula¢des propostas (1%FU
1%AG 3%SA, 1%FU 2%AG 2%SA e 1%FU 3%AG 1%SA) foram caracterizadas por
analises fisicas (reologia, potencial zeta, diametro de particula e indice de
polidispersidade (PDI)), quimica (pH) e analises estruturais (Espectroscopia no
Infravermelho Médio de RefletAncia Total Atenuada (ATR-MIR) e Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)). As matrizes poliméricas foram avaliadas para testes
de filamentos e posteriormente foram impressos os modelos 3D (cubos), avaliados
guanto a precisdo de impressao, estabilidade e textura. A formulacdo 1%FU 2%SA
2%SA apresentou 6timos resultados para potencial zeta (-25,5+2,47 mV), diametro de
particula (3,703+22,62 um) e PDI (0,483+0,11). Todas as formula¢gBes exibiram
comportamento pseudoplastico (n<1), com temperaturas de gelificacdo em torno de
30-35 °C e boa estabilidade. A maior taxa de recuperacéao foi de 79,6% (1% 2%AG e
2%SA). A andlise ATR-MIR revelou melhores interacdes entre cadeias carboxilicas,
grupos sulfato e radicais hidroxila na formulacéo 1% 2% AG e 2% SA. A anélise MEV
mostrou morfologia lamelar, com maior formacdo de poros com maiores
concentracdes de alginato ou agar. A formulacéo 1%FU 2%SA 2%AG obteve a melhor
printabilidade no teste de filamento, portanto, foi utilizada para imprimir os modelos
3D, que apresentaram excelente preciséo, estabilidade e textura lisa. Conclui-se que
a escolha dos polissacarideos foi adequada para o desenvolvimento de hidrogéis e

sua potencial aplicacdo em diversos setores.

Palavras-chave: Reologia. Polissacarideos algais. Textura. Impresséo 3D
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Abstract

Fucoidan (FU), extracted from Sargassum cymosum C. Agardh, sodium alginate (SA)
and agar (AG) were used to form a stable hydrogel through thermal gelation with
potential application in 3D printing. The proposed formulations (1%FU 1%AG 3%SA,
1%FU 2%AG 2%SA, and 1%FU 3%AG 1%SA) were characterized by physical
analyses (rheology, zeta potential, particle diameter, and polydispersity index (PDI)),
chemical (pH) and structural analyses (Attenuated Total Reflectance Mid-Infrared
Spectroscopy (ATR-MIR) and Scanning Electron Microscopy (SEM)). The polymer
matrices were evaluated for filament tests and subsequently the 3D models (cubes)
were printed, which were assessed for printing accuracy, stability, and texture. The
formulation 1%FU 2%SA 2%SA showed great results for zeta potential (-25.5+2.47
mV), particle diameter (3.703+22.62 pm), and PDI (0.483+0.11). All formulations
exhibited pseudoplastic behavior (n<1), with a gelling temperatures of around 30-35
°C and good stability. The highest recovery rate was 79.6% (1% 2%AG and 2%SA).
ATR-MIR analysis revealed better interactions between carboxylic chains, sulfate
groups, and hydroxyl radicals in the 1% 2%AG and 2%SA formulation. SEM analysis
showed lamellar morphology, with increased formation of pores with higher
concentrations of alginate or agar. The formulation 1%FU 2%SA 2%AG achieved the
best printability in filament test, therefore, was used to print the 3D models, which
exhibited excellent precision, stability, and smooth texture. It is concluded that the
choice of polysaccharides was appropriate for the development of hydrogels and their

potential application in various sectors.

Keywords: Rheology. Algal polysaccharides. Texture. 3D Printing.
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1. Introducéo

Hidrogéis sé@o redes tridimensionais insollveis capazes de absorver e reter
elevada quantidade de agua (Bahram, Mohseni & Moghtader, 2016; Reys et al., 2023),
sdo considerados dispositivos promissores para uma ampla gama de aplicacbes
incluindo engenharia tecidual, encapsulacdo de células, curativos para feridas,
liberacdo controlada de medicamentos, embalagens alimenticias (ativas e
inteligentes), revestimentos e filmes comestiveis, bem como agentes antimicrobianos

para eliminar contaminantes alimentares (Sudheer, Bandyopadhyay & Bhat, 2023).

Dentre as metodologias de elaboragéo destas matrizes destaca-se os hidrogéis
responsivos, que tém a capacidade de responder a estimulos ambientais especificos
(pH, temperatura e forca ibnica). A resposta do hidrogel a estes estimulos muitas
vezes envolve mudanga no seu volume, forma ou na liberagdo de substancias

encapsuladas (Leyva-Jiménez et al., 2023).

Hidrogéis responsivos a estimulos tém ganhado bastante atencdo em diversos
campos da ciéncia, especialmente as matrizes formadas por gelificacdo térmica, que
é definida como o processo de transicdo do estado fluido para gel com a variacdo de
temperatura (Niemczyk-Soczynska et al., 2022). Durante essa transi¢ao, as moléculas
poliméricas se rearranjam de uma configuracao aleatdria para uma hélice, agrupando-
se em aglomerados interconectados pelas regiées ndo torcidas a medida que a
temperatura se altera (Gasperini, Mano & Reis, 2014). Essa propriedade tem
impulsionado a aplicacdo de hidrogéis como materiais precursores para impressao
3D, devido a sua capacidade para encapsular nutrientes, imitar o microambiente
natural do tecido, alcancar elevado grau de biocompatibilidade e capacidade de serem
moldados praticamente em qualquer tamanho, forma ou configuracdo desejada (Xie
et al., 2023).

A impresséao 3D é uma metodologia inovadora que tem revolucionado diversos
setores, incluindo alimenticio, biomédico, cosmético e farmacéutico (Mandal et al.,
2023; Fernandes et al., 2023). A metodologia de extrusdo é a mais empregada entre
os métodos de impressdo 3D, envolvendo a extrusdo continua de filamentos
alinhados, conforme tamanho e forma desejados, mantendo também a estabilidade
dimensional das estruturas (Kadival et al. 2023). Entretanto, existem desafios

bY

inerentes a impressdao 3D empregando extrusdo, que incluem parametros de
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impressdo, como diametro da agulha, velocidade e temperatura de impressao
(Fernandes et al., 2023).

Para alcancar a printabilidade ideal na impress&o 3D, 0s materiais precursores
devem apresentar viscosidade suficiente para manter a integridade estrutural, a qual
depende principalmente de sua composicdo, propriedades fisico-quimicas e
reolégicas (Outrequin et al., 2023). Estratégias destinadas a aprimorar a viscosidade
incluem o aumento das concentracdes de polimeros, combinacdo de materiais e
impressao em temperaturas proximas a sua transi¢cdo de solucéo para gel (Giliomee
et al. 2022). Para isso, polimeros naturais como fucoidano, agar (Reys et al., 2023) e
alginato de sddio (Gasperini, Mano & Reis, 2014) podem ser aplicados para producéo

dessas matrizes.

O fucoidano é um heteropolissacarideo sulfatado extraido de algas pardas
composto por fucose, sulfato e outros monossacarideos (Lim et al.,, 2016),
reconhecido por suas atividades biologicas. No entanto, o fucoidano é um
polissacarideo ndo gelificante (Reys et al. 2023) e sua aplicacdo requer 0 uso
combinado com outros polissacarideos como o alginato de sédio encontrado na
parede celular de algas pardas, e se destaca por sua capacidade de gelificacao
(Nezamdoost-Sani et al., 2023), tornando-o0 atraente para diversos setores industriais.
Além disso, o alginato de sbédio possui baixo custo, ndo toxico, biodegradavel e
biocompativel (Wei et al., 2023; Gheorghita Puscaselu et al., 2020). Entretanto, o
alginato de sodio apresenta algumas limitagdes com instabilidade térmica e mecéanica
(Gheorghita Puscaselu et al., 2020), requerendo o uso de agentes reticulantes como
CaClz entre outros cations divalentes para formagéo de uma matriz coesa (Angaria et
al. 2024). Além dos polissacarideos acima citados, tem-se o0 agar, que é extraido de
algas vermelhas, sendo composto por agarose (fracdo gelificante) e agaropectina
(fracdo nédo gelificante). A adicdo de agar em uma matriz polissacaridica contribui para
0 aumento da viscosidade e da formacdo de gel, sendo este efeito devido as suas
propriedades termo responsivas e gelificante valiosas para impressao 3D (Mostafavi
& Zaeim, 2020).

Diversos estudos da literatura tém reportado a formacgéo de hidrogéis a partir
de &gar e alginato de sédio empregando agentes reticulantes para formacao do gel
(Falcone et al., (2022), Oyinloye & Yoon (2021); James & Moawad (2023). Em
contrapartida, hidrogéis foram formulados com agar (1,2-3,5%) e fucoidano (3-5%),
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sem o emprego de agentes reticulantes (Reys et al., 2023). Outro estudo comprovou
a interacdo entre os polissacarideos alginato de sddio (0,25%) e fucoidano (0,25%)
(Brovko et al., 2023). Esses resultados reforcam a possivel interacdo entre os
polimeros, tornando interessante o desenvolvimento de uma formulacéo de hidrogel
contendo fucoidano, alginato e agar com propriedades potencialmente adequadas

para aplicacdo em tecnologia de impressao 3D.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver formula¢des de hidrogel
contendo fucoidano, extraido de Sargassum cymosum C. Agardh, alginato de sédio e
agar, ambos comerciais, através da gelificacdo térmica na elaboracdo das matrizes
poliméricas, visando potencial aplicacdo na tecnologia de impressdo 3D. As
formulac@es foram caracterizadas através de andlises fisicas (reologia, potencial zeta,
diametro da particula, e indice de polidispersao), quimicas e estruturais (MIR-ATR e
microscopia eletrbnica de varredura). Adicionalmente, parametros de impresséo 3D,
como diametro da agulha e velocidade de impressao foram avaliados por meio de
precisao de deposicao (DA) e taxa de espalhamento (SR) para selecédo da formulacao
mais adequada para impressado de cubos (15x15x15 mm). As estruturas 3D foram
submetidas aos testes de precisdo de impressao, estabilidade da forma e anélise de

textura.

2. Materiais e métodos
2.1.Material

Algas pardas do género Sargassum cymosum C. Agardh, coletadas em Praia
Grande, Ubatuba, Sdo Paulo, Brasil (23°28'00"S - 45°03'36"W), foram higienizadas
com agua clorada (25 ppm), e secas em estufa (Modelo 420-1D, Ethik Technology,
Vargem Grande Paulista, Brasil) a 45 °C por 12 h. O material foi moido em um moinho
de facas e o pé armazenado em recipientes herméticos. AG e SA (baixa massa

molecular) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.2.Extracao do fucoidano
Algas em pé6 (7 g) foram tratadas com etanol 99% (100 mL) durante 3 h, em
agitador orbital (Modelo TE-141, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Esta etapa foi
realizada duas vezes. A amostra foi filtrada a vacuo e seca em estufa (Modelo 420-
1D, EthikTechnology) durante a noite a 40°C (Nogueira et al., 2022).
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As algas pré-tratadas foram submetidas ao tratamento com agua e acido citrico
(20%) até atingir pH 1.5 com a proporcéo de 1g de biomassa para 27 mL de solvente,
por 11 min e 240 W de poténcia ultrassdnica. A suspensao foi filtrada a vacuo e cloreto
de calcio (3% m/v) foi adicionado ao sobrenadante (1:1 v/v) para precipitar o alginato
de sodio durante a noite a 4°C, a suspensao foi centrifugada (4000 rpm e 30 min). O
sobrenadante foi recuperado e etanol a 99% (1:2 v/v) foi adicionado para precipitar o
fucoidano durante a noite a 4°C (Hifney, et al., 2016; Fawzy & Gomaa, 2021). A
solucéo foi centrifugada (4000 rpm e 30 min), o fucoidano precipitado e seco em estufa

a 60°C (Fawzy & Gomaa, 2021) e armazenado em dessecador.

2.3.Formulacéo dos hidrogéis

As formulacdes dos hidrogéis foram preparadas por gelificacédo térmica apos testes
prévios e com base nos estudos de Wang et al. (2021) e Reys et al. (2023). Nos testes
preliminares foram testadas diferentes concentracfes de fucoidano (0,25-1%) e agar
(1-4%). No entanto, o aumento da concentracdo de fucoidano ndo favorecia a
formacéo do gel ou o gel formado era fraco, assim o alginato de sédio foi inserido na
formulacdo para os testes preliminares também.

ApOs ensaios preliminares, e a fim de investigar a interacdo entre o0s
polissacarideos, foram propostas 3 formulagfes, variando a concentracdo de alginato
e agar (Tabela 1). A concentracdo final da matriz polissacaridica foi de 5%. Agar e
alginato de soédio foram hidratados em agua destilada (20 mL) durante a noite.
Subsequentemente, fucoidano em pé (1% m/v) foi introduzido aos polissacarideos
hidratados, homogeneizado em vortex durante 30 s e posteriormente aquecido em
banho maria a 95 °C por 5 min. Apos este processo, os hidrogéis formulados foram

mantidos em estufa de circulacao de ar a 45 °C até posterior utilizacao.
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Tabela 1. Formulagfes dos hidrogéis com fucoidano, alginato de sodio e agar

Concentracdao final de polissacarideo (%)

Formulacao Fucoidano (FU) Agar (AG) Alginato de sodio (SA)

1%FU 1%AG 3%SA 1 1 3
1%FU 2%AG 2%SA 1 2 2
1%FU 3%AG 1%SA 1 3 1

2.4.Potencial zeta (ZP), diametro da particula, indice de polidisperséo (PDI) e
pH

O potencial zeta (ZP), diametro das particulas (um) e indice de polidisperséo (PDI)

da solucdo de FU (1%) e das formulacdes (Tabela 1) foram determinados usando

espalhamento dinamico de luz (DLS) (Litesizer 500, Anton Paar) a 25°C. A carga

superficial foi expressa como potencial zeta (mV). A andlise de pH foi realizada através

de pHmetro de bancada (mPA 210, MS TECNOPON, Piracicaba/SP, Brasil). Todas

as andlises foram conduzidas em triplicatas.

2.5.Andlises reoldgicas

As propriedades reologicas das amostras, em cisalhamento estacionario e
oscilatério, foram realizadas utilizando um redmetro rotacional (MCR 92, Anton Paar,
Graz, Austria). No cisalhamento estacionario, curvas de fluxo variando de 0,01 a 300
s1 (40 °C) foram determinadas usando geometria de cilindros concéntricos para as

formulacdes (Tabela 1) e sistema de parede dupla para a solu¢ao de fucoidano (1%).

A tenséo de cisalhamento (t) foi registrada em funcéo da taxa de cisalhamento ()}).
Os dados experimentais de medicdo foram avaliados e ajustados a Lei de
Poténcia (Eg. 1) e a Lei de Newton (Eq. 2):

T=ky" (1)

T = udyn * y (2)
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Onde 1 é a tensdo de cisalhamento (Pa.s), )}é a taxa de cisalhamento (s?), k é o
coeficiente de consisténcia (Pa.s"), udyn € a viscosidade dinamica (Pa.s) e n é o indice
de comportamento de fluxo (-).

Nos ensaios oscilatorios foram efetuados testes de rampas de temperatura,
tixotropia, varredura de amplitude e frequéncia. Rampas de temperatura foram feitas
usando geometria de cilindros concéntricos, registradas de 65 a 25 °C com taxa de
cisalhamento fixa (1%) e frequéncia (62,83 s ou 10 Hz) para selecdo da temperatura
de impressao. A escolha da temperatura adequada para impressao 3D se baseia na
temperatura de gelificacdo das matrizes poliméricas, visando melhorar a viscosidade
das formula¢des durante a extrusdo, garantindo a solidificacdo de maneira consistente
e uniforme durante o processo de impressao (Wei et al. 2015). Esse controle de
temperatura é crucial para evitar problemas de printabilidade, como precisdo de
deposicéo, e garantir a integridade da estrutura final.

A avaliacdo da tixotropia das formulacdes foi realizada através do teste de
tixotropia de trés intervalos (3ITT) usando a geometria placa-placa a 40 °C, para
investigar o comportamento das formulagdes durante o processo de impressao. No
primeiro, aplica-se uma taxa de cisalhamento de 0,1 s durante 60 s. O segundo
intervalo simula a extrusao através da agulha, com o aumento da taxa de cisalhamento
para 100 s por 10 s e, finalmente, reducdo para 0,1 s por 120 s, simulando as
condi¢cBes pos impressao.

As varreduras de amplitude e frequéncia foram realizadas usando geometria cone-
placa (40 mm). A varredura de amplitude de deformacéo oscilatéria (0,01 a 100%) foi
conduzida a 10 Hz a fim determinar a faixa viscoelastica linear (LVE), o limite de
linearidade e o ponto de fluxo. A varredura de frequéncia (0,1 a 100 rad s?) foi
conduzida com deformacgéo fixada em 0.1%. O mddulo de armazenamento (G’) e o
modulo de perda (G”) foram registrados a 25 °C para investigar a resisténcia da
estrutura apos a impressédo. O fator de perda (tan & = G”/ G’) foi mensurado na

varredura de frequéncia.

2.6.Espectroscopia no Infravermelho na regido média (MIR-ATR)

As interacbes moleculares dos polissacarideos utilizados foram avaliadas por

Espectroscopia no Infravermelho na regido média (MIR-ATR) usando um PerkinElmer
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Spectrum One foi utilizado para registrar o espectro na faixa de 400 a 4000 cm™,

adquirindo 32 varreduras com resolucéo de 4 cm a 25°C.

2.7.Microscopia ele eletrénica de varredura (MEV)

A estrutura morfolégica das trés formulacdes foi analisada usando um microscépio
eletrbnico de varredura (Zeiss, modelo EVO MA 15). As amostras liofilizadas foram
revestidas com ouro. As amostras foram analisadas com uma energia de 20 kV e

ampliagdes de 100x, 500x e 1KXx.

2.8.Aparéncia visual e estabilidade das formulagdes
As matrizes poliméricas foram colocadas em tubos falcon (50 mL) foram
acondicionadas em dessecador por 24 h a temperatura ambiente. Apos este periodo,
os tubos foram agitados suavemente, e a aparéncia e estabilidade dos hidrogéis foram

avaliadas (Fernandes et al. 2023).

2.9.Processo de impresséao e printabilidade

Uma bioimpressora 3D Modelo Educacional “Starter” (3DBS, Campinas, SP,
Brasil). TinkerCad (https://www.tinkercad.com) foi utilizad para desenhar as

estruturas. Um software gerador de codigo G (Slicer) foi utsado para gerar o arquivo
compativel com 3DBS, incluindo coordenadas e parametros para imprimir os modelos.
O ImageJ (National Institute of Health, Gaithersburg, MD, EUA) foi utilizado para medir
o tamanho e o diametro dos filamentos e da estrutura 3D.

2.9.1. Precisédo de deposicéo (DA) e taxa de espalhamento (SR)

As formulacdes foram carregadas em seringas de 10 mL e, em seguida, trés
filamentos (6 cm de comprimento e 0,3 cm de largura), em triplicata, foram impressos
em diferentes velocidades de impresséao (2, 10 e 20 mm/s) e diametros de agulha (0.8
e 1.2 mm). As dimensfes comprimento e diametro dos filamentos extrusados foram
comparados com o projetado pelo TinkerCad. A precisdo de deposicéo (DA) e a taxa
de espalhamento (SR) foram avaliadas utilizando as equacdes 3 e 4. Valores de DA
e SR préoximos de 1, indicam maior precisdo do processo de impressao (Munoz-Perez,
et al. 2023). A formulagcdo com os melhores valores de DA e SR foi utilizada para

impressao das estruturas 3D (cubos).


https://www.tinkercad.com/
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Filamento impresso

Precisao de deposicao = 3)

Filamento desenhado

Diametro impressa
SR = 4

Diametro desenhada

2.9.2. Impresséo 3D

Cubos foram impressos (15 x 15 x 15 mm) com os parametros encontrados nos
testes de DA e SR. A capacidade de impressao de estruturas 3D, pelas diferentes
formulagdes, foi avaliada quanto a precisdo de impressao, estabilidade da estrutura e
textura.A preciséo e estabilidade da impresséao de estruturas 3D foram avaliadas pelas
medidas da altura e largura dos cubos utilizando o software ImageJ. As equacfes 5 e
6 foram utilizadas para os calculos (Pan et al. 2022).

Ac—Aa

%) x 100% (5)

Precisao de impressao = (1 -

Onde Ac € o valor da altura e largura do cubo projetada no TinkerCad e Aa é o valor

medido no ImageJ

Ab—-A
22) x 100% (6)

Estabilidade de impressao = (1 —

Onde Aa é o valor da altura e largura do cubo projetada no TinkerCad apds impressao
e Ab é o valor da altura e largura do cubo ap6s uma 1h de impresséo.

2.9.3. Analise do perfil de textura (TPA)

Os cubos foram submetidos a avaliagcéo do perfil de textura (TPA) usando um
analisador de textura (TA.XTplusC - Extralab). A medig&o foi realizada com dois testes
sequenciais de compressao com uma sonda de placa cilindrica (diametro de 20 mm).
As amostras foram comprimidas a uma taxa de compressdo de 1 mm/s. As
configuracgdes do teste foram: velocidade pré-teste de 1 mm/s, velocidade do teste de
1 mm/s e velocidade pos-teste de 1 mm/s (Kuo et al., 2021). Toda analise foi realizada
em triplicata. Os parametros de textura avaliados foram: dureza, adesividade,

elasticidade, coesividade, gomosidade, mastigabilidade.



64

2.10. Anélises estatisticas

As analises foram conduzidas em triplicata e os resultados das analises fisicas e
estruturais foram apresentados com a média * desvio padrdo. Os ajustes de modelo
da Lei da Poténcia e Newtoniano e andlises estatisticas foram realizados utilizando
Origin® 8.5 (Microcal, Northampton, MA, EUA). A ANOVA foi empregada para
identificar diferencas significativas, seguida e teste de Tukey como pés-teste. O valor

p=<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados e discusséao
3.1.Potencial zeta (ZP), diametro de particula, PDI e pH

O potencial zeta (ZP), diametro da particula, indice de polidispersdo e pH da
solugdo de fucoidano (1%) e das formulacbes estdo mostrados na Tabela 2. A
combinacdo dos polissacarideos acarretou na mudanca do pH, devido as
concentracfes e interacbes que ocorreram durante o processo de formacédo das
matrizes.

O aumento da concentracdo do alginato de sdédio nas formulacdes resultou na
diminuicdo do potencial zeta devido ao aumento de cargas negativas dos grupos
carboxilicos presentes na solucdo, juntamente com as cargas negativas do sulfato
contido no fucoidano, causando estabilidade das matrizes poliméricas por meio de
repulsédo (Kavoosi et al. 2018; Xi et al. 2023). No entanto, a matriz com maior
concentracdo de agar alcancou valores de PZ proximos de zero. Isso pode ser
consequéncia da protonacdo dos grupos carboxilicos e sulfatos do alginato e
fucoidano, diminuindo os efeitos repulsivos entre as particulas devido a forcas
atrativas de Van der Waals entre os polimeros e ligagdes de hidrogénio (Song et al.
2022 e Wang et al., 2021).

O indice de polidispersdo (PDI) indica a distribuidacdo de tamanho de
particulas em uma solucéo, isto €, a homogeneidade do sistema coloidal. Este valor
varia de 0 a 1 e quanto mais préximo de zero, mais monodispersa € a amostra e,
portanto, menor probabilidade de agregacdo. Por outro lado, valores proximos de 1,
indicam maior probabilidade de precipitacao devido a agregagéo causada pela ampla

variacao de tamanho de particulas (Wang et al., 2021). Valores de PDI inferiores a 0,5
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juntamente com um potencial zeta 30 mV indicam boa dispersdo e estabilidade
coloidal (Wang et al., 2021).

A solucéo de fucoidano (1%) exibiu valor de PDI proximo de zero, porém com
potencial zeta fora da faixa de estabilidade coloidal (30 mV), indicando tendéncia a
agregacao e precipitacdo. Em contraste, as mesmas concentracfes de alginato de
sédio e agar (2%), exibiram o menor valor de PDI (<0,5) e bom potencial zeta (-25.5
mV), valores proximos ao considerado satisfatorios, exibindo uma estabilidade
coloidal que é desejada para matrizes poliméricas. Apesar da formulagcdo com maior
concentracdo de alginato de sédio exibir potencial zeta maior que -30 mV, seu valor
de PDI foi maior que 0,5, sugerindo que ha uma ampla variagdo no tamanho das
particulas e que tem tendéncia a agregacéo e precipitacdo do material. Por fim, a
formulagdo com maior concentracdo de agar exibiu os piores resultados de potencial
zeta e PDI, demonstrando baixa estabilidade coloidal.

Com relacdo ao diametro das particulas, um alto diametro de particula (4.897
pm) foi encontrado na solucéao de fucoidano (1%), consequéncia da conformacéo de
esfera adotada de sua estrutura em agua, e também dos grupos sulfatos, presentes
na cadeia polimérica, que aumentam o do didmetro da particula (Brovko et al. 2023).
Por outro lado, as matrizes poliméricas exibiram diminui¢éo no diametro das particulas
em comparacdo com a solucéo de fucoidano, sugerindo interacéo e solubilidade dos
polissacarideos na solucdo, comportamento também verificado por Brovko et al.
(2023). No entanto, a formulagdo composta por maior concentracdo de agar (3%)
apresentou tamanho de particula proximo a solucédo de fucoidano, indicando baixa
interacdo entre os polissacarideos e baixa estabilidade coloidal, confirmados pelo
potencial zeta e valor de PDI. Portanto, concentracfes iguais de alginato de sédio e
agar (2%) apresentaram as melhores caracteristicas de hidrogel para posterior

impressao 3D.
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Tabela 2. Caracteristicas do fucoidano (1%) e formulacdes de hidrogéis,

incluindo tamanho de particula, potencial zeta, indice de polidispersao (PDI) e pH

Diametro da particula  Potencial zeta Valor de H

(um) (mV) PDI b
Fucoidano (1%) 4,879+20.5 -8.40+0.78 0.256+0.02 2.20
1%FU 1%AG 3%SA 3,275+79.9 -35.261+4.74 0.680+0.00 3.45
1%FU 2%AG 2%SA 3,703+£22.62 -25.542.47 0.48310.11 3.20
1%FU 3%AG 1%SA 4,373.5+79.0 -2.06+1.04 0.731+0.05 3.00

3.2.Propriedades reolégicas do fucoidano e das matrizes poliméricas

As propriedades reoldgicas dos polissacarideos desempenham um papel
crucial na qualidade da impressdo 3D, sendo influenciadas pela concentracéo,
temperatura, massa molecular, estrutura do polissacarideo e combinagdo com outros
polimeros (Giliomee et al. 2022). A solugdo 1% de fucoidano exibiu comportamento
newtoniano (tabela 3), como também verificado por Reys et al. (2023) em
concentracfes do polissacarideo variando entre 1-5%. O alginato de sédio (1-3%)
também exibiu comportamento newtoniano relacionado a sua massa molecular (Jiao
et al. 2019). Por outro lado, o &gar exibiu comportamento pseudoplastico,
caracteristico deste polissacarideo, tornando-o atraente para formulacdo da matriz
polimérica (Karatas, 2023).

Com base nestas informacdes, as matrizes poliméricas foram avaliadas por
meio de curvas de fluxo (Figura 1). Os dados experimentais de tensédo e taxa de
cisalhamento se ajustaram satisfatoriamente ao modelo da Lei da poténcia (R%>0,97),
exibindo comportamento pseudoplastico, evidenciado pelos valores de indice de
comportamento do fluido (n<1) (Tabela 3). A viscosidade aparente das formulacdes
decresceu com o aumento da taxa de cisalhamento. No entanto, a curva da matriz

polimérica com 3% de &gar apresentou maior redugéo da viscosidade em comparagao



67

as outras duas formulacfes. Essa diminuicdo pode ser atribuida ao baixo pH (3,00)

desta matriz, o qual possivelmente desencadeou a hidrolise da estrutura, resultando

na diminui¢cdo do poder gelificante do agar (Mao et al. 2017).
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Figura 1. (A) Curvas de fluxo das matrizes poliméricas ajustadas ao modelo

da Lei da Poténcia; (B) Viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento. FU:

fucoidano; SA: alginato de sddio; e AG: gar

Tabela 3. Propriedades de escoamento das formulacées (indice de comportamento

do fluido (n), indice de consisténcia (k) e coeficiente de determinacdo (R?))

Formulacéo n k (Pa.s") R?
Solucéo de fucoidano (1%) 1.0019+9.97.10“ 0.0007+3.67.10° 0.99
1%FU 1%AG 3%SA 0.465+0.010 2.086+0.001 0.98
1%FU 2%AG 2%SA 0.444+0.010 2.078+0.107 0.97
1%FU 3%AG 1%SA 0.369+0.008 2.693+0.103 0.98
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As matrizes poliméricas formuladas sado materiais viscoelasticos que exibem
caracteristicas solidas e liquidas, sendo influenciadas pela temperatura. Na impressao
3D, a temperatura € um parametro importante uma vez que influencia o
comportamento reoldgico da formulagéo na saida da agulha da impressora (Giliomee
et al. 2022). As rampas de temperatura revelaram diferenca ndo significativa na
temperatura de gelificacdo das formulacdes: 1%FU 1%AG 3%SA (30,72 °C), 1%FU
2%AG 2%SA (31,33 °C) e 1%FU 3%AG 1%SA (33,14 °C) (Figura 2). Devido a essas
pequenas variacdes, a temperatura de impressao foi ajustada para 40°C, temperatura

do inicio da transicao entre solucéo e gel, o que facilita a impressao das estruturas.

G = A e
G"'—— A —o—
104 1%FU 1%AG 3%SA  1%FU 2%AG 2%SA  1%FU 3%AG 1%SA

10.5 1 Y I E I % I L I
70 60 50 40 30

Temperatura (°C)

Figura 2. Rampas de temperatura (65-25°C) das formula¢des com modulo de
armazenamento (G’) e médulo de perda (G”) das formulagbes com 1%FU 1%AG
3%SA, 1%FU 2%AG 2%SA e 1%FU 3%AG 1%SA a uma taxa de resfriamento de 1

°C mint

A taxa de recuperagcdo € outro parametro crucial apos a impressao pois esta
relacionado a printabilidade e qualidade das estruturas 3D (Demircan et al. 2023).
Essa avaliacdo foi realizada por meio do teste tixotropico de trés intervalos, o qual

fornece informagbes sobre o comportamento da formulagdo em baixas, altas e,
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novamente, baixas taxas de cisalhamento, simulando o processo de impressao
(Demircan et al. 2023). Formulagdes com comportamento tixotropico sdo essenciais
no processo de impressdo por extrusdo (Cui et al. 2024), pois esta diretamente
vinculado a printabilidade das estruturas, fator importante para qualidade da
impressao final. Neste estudo, todas as formulacbes exibiram boa taxa de
recuperacao e reorganizacao da estrutura polimérica (Figura 3). Concentracdes iguais
de alginato de sédio e agar exibiram a maior taxa de recuperacgdo (79.6%), seguida
pela formulacdo com maior concentragcdo de alginato de sodio (71.5%) e, por fim, a
gue apresenta maior concentracao de agar (66.33%). Esta ultima formulacéo (3% de
agar) apresentou maior declinio na recuperacdo no terceiro intervalo, sugerindo que
um rearranjo das moléculas. Os resultados obtidos mostraram boa recuperacéo
tixotrépica uma vez que conseguiram recuperar pelo menos 70% de sua extensao
(Cui et al., 2024).
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Figura 3. Tixotropia das formulagdes: 1%FU 1%AG 3%SA, 1%FU 2%AG 2%SA
e 1%FU 3%AG 1%SA

O comportamento viscoelastico das formulacdes estudadas, foram avaliados

pela varredura de amplitude de deformacéo e varredura de frequéncia. A varredura
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de amplitude de deformacéo avalia os médulos de armazenamento (G’) e perda (G”)
e descreve o comportamento de deformacédo das amostras na regido viscoelastica
linear (LVE), regido onde a estrutura do hidrogel é preservada, assim como descreve
o limite de linearidade, inicio da a ruptura da estrutura (Jastram et al. 2021).

Todas as formulacdes estudadas apresentaram modulo elastico superior ao
viscoso (G' > G") na regido LVE (Figura 4), o que representa a forca ou resisténcia do
hidrogel. A maior concentracao de agar proporcionou aumento da for¢a do gel. O limite
de linearidade indica a fratura e a quebra da amostra (Jastram et al. 2021), obtido para
cada formulagéo foi: 1%FU 1%AG 3%SA (0,778%), 1%FU 2%AG 2%SA (0,473%) e
1%FU 3%AG 1%SA (0,658%). Ja o ponto de fluxo, a intersegao entre G’ e G” (Figura
4) apresenta a deformacéo na qual a amostra comeca a fluir (Amorim et al., 2021). As
matrizes poliméricas exibiam comportamentos bastante distintos com relacdo ao
ponto de fluxo. A concentracédo de 3% de alginato de sodio exibiu ponto de fluxo baixo
(588,7 Pa e 4,76%), seguida da formulacdo com concentracdes iguais de alginato de
sédio e agar (2723,9 Pa e 2,7%), e, por fim, a com maior concentracéo de agar (6816,9
Pa e 3,7%). Os resultados obtidos indicam que o menor ponto de fluxo pode estar
relacionado a baixa resisténcia mecanica, comportamento este reportado por Kuo et
al. (2021) com o aumento da concentracdo de alginato nas composicdes de suas

matrizes.
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Figura 4. Varredura de amplitude das formulagdes: 1%FU 1%AG 3%SA, 1%FU
2%AG 2%SA e 1%FU 3%AG 1%SA

A varredura de frequéncia, conduzida utilizando a deformacgédo (0,1%)
encontrada na LVE (Figura 5), demonstrou que as matrizes poliméricas apresentaram
comportamento elastico (G'>G”), sendo ambos os médulos independentes ao longo
da frequéncia, indicando estrutura solida do tipo gel dominada por comportamento
elastico (Saffold & Acevedo, 2022).

Através dos dados obtidos de G’ e G” foi calculada a tangente de perda (tan &
= G” /G’). Valores de tan & <0.1, a estrutura da formulagao é elastica, entre 1>tan
0>0,1 revela formulagbes pastosas enquanto para tan & >1, predominio do
comportamento de liquido (Rysenaer et al. 2023). As formulagdes exibiram valores de
tan & <0,1, indicando estrutura elastica. Essa predominancia do comportamento
elastico é importante para manter a estrutura e estabilidade de um objeto impresso
(Liu, Zhang & Bhandari, 2018). Os resultados dos testes reologicos revelaram que
todas as formulacfes poderiam ser impressas. Entretanto, para melhor compreenséo
destas diferencas, as formulagbes foram submetidas ao teste de printabilidade

encontrado na sec¢ao 3.6 deste trabalho.
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Figura 5. Varredura de frequéncia das formulacdes: 1%FU 1%AG 3%SA,
1%FU 2%AG 2%SA e 1%FU 3%AG 1%SA

3.3.Espectroscopia no Infravermelho na regido média (MIR-ATR)

A espectroscopia no infravermelho na regido média é uma técnica utilizada
para identificacdo de componentes quimicos presentes em materiais poliméricos. A
Figura 6 ilustra os espectros da andalise por MIR-ATR das formulacdes e a intensidade
da interacdo molecular entre fucoidano, agar e alginato de soédio. Todas as
formulacdes mostraram bandas de absorcdo em 3380 cm, atribuidas as vibracdes
de estiramento dos grupos O-H (Fernandes et al., 2023). A baixa intensidade desse
pico pode indicar formacao de ligagdes de hidrogénio entre os polimeros (Wang et al.
2021). As bandas de vibracdo de estiramento simétrico e assimétrico do grupo CH2
foram observadas a 2983 e 2915 cm, respectivamente. As bandas fracas verificadas
em 1400 cm?t e 1600 cmt podem ser atribuidas as vibragGes de estiramento
assimétrico e simétrico dos grupos COO- do alginato de sodio, respectivamente. O

7

pico identificado em 1049 cm™? é atribuido ao estiramento C-O-C de ligacGes
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glicosidicas do agar e alginato de sodio (Jayashankar et al. 2021). A menor
intensidade deste pico foi verificada na formulacdo 1%FU 2%AG 2%SA, sugerindo
boa interagcdo entre os polimeros, possivelmente acarretada pela formacdo de
ligagbes de hidrogénio intermoleculares (Jayashankar et al. 2021). Os picos de
absorbancia em 1240 cm e 840-820 cm™, correspondem a vibracéo de estiramento
dos grupos sulfato (S=0) (Reys et al. 2023). A formulacdo 1%FU 2%AG 2%SA
apresentou menor intensidade nestes picos, sugerindo maior interagdo dos grupos
sulfatos e o radical hidroxila.
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Figura 6. Espectro MIR-ATR das formulacdes: 1%FU 1%AG 3%SA, 1%FU 2%AG
2%SA e 1%FU 3%AG 1%SA

3.4.Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As formulacdes foram examinadas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
para obtencdo de imagens de alta resolugédo das superficies das amostras (Figura 7).
Todas as formulagbes revelaram uma morfologia com aspecto de laminas e
macroporos irregulares, interligados devido a gelificacdo. Essas estruturas sao

atribuidas a interacdo entre os trés polissacarideos ou ao processo de congelamento
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e liofilizacdo empregado (Rysenaer et al. em 2023). A composicado das formulacbes
modificou a morfologia. Uma maior concentracdo de agar (3%) proporcionou a
formacao de poros maiores (Figura 7C), como também verificado por Tripathi & Kumar
(2011). Por outro lado, uma alta concentracdo de alginato de sodio (7A) proporcionou
poros menores na estrutura (Gong, Kong & Wang, 2021). As concentracdes iguais de
alginato de sodio e agar (2%), proporcionaram uma morfologia mais homogénea de
laminas, sem a formacg&o de poros, sugerindo uma associacdo mais eficiente dos

polissacarideos.

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura das formulacoes: (A) 1%FU 1%AG
3%SA; (B) 1%FU 2%AG 2%SA and (C) 1%FU 3%AG 1%SA
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3.5.Aparéncia visual e estabilidade das formulacdes

A aparéncia visual das matrizes poliméricas estd apresentada na Figura 8.
Notavelmente, a alta concentracdo de agar resultou em uma coloragcdo opaca. Por
outro lado, uma alta concentracdo de alginato de sédio exibiu uma mudanga para o
marrom e um tom translucido. O teste de inversao de tubo, realizado como parte da
avaliacdo estrutural, indicou que todas as formulacfes foram capazes de formar
estruturas estaveis logo apos a preparacdo a temperatura ambiente, mantendo a
estabilidade apds 24 horas. Este aspecto é essencial para posterior impressdo de
estruturas 3D, uma vez que a capacidade de manter a forma ao longo do tempo € um
dos requisitos para assegurar uma impressdo bem sucedida, com excelente

printabilidade e qualidade no constructo final.

Apés preparo Apos 24 horas

Figura 8. Caracteristicas visuais e confirmacéo da gelificacdo e estabilidade
das formula¢6es por meio do método do tubo invertido a temperatura
ambiente apds a preparacédo e depois de 24 horas. (A): 1% FU 1%AG 3%SA;
(B) 1%FU 2%AG 2%SA e (C) 1%FU 3%AG 1%SA
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3.6.Preciséo de deposicao (DA) e taxa de espalhamento (SR)

Filamentos das formula¢tes foram impressos com diferentes diametros de agulha
(1,2 e 0,8 mm) e velocidades de impressao (2, 10 e 20 mm/s). Nestas condi¢des, todos
os filamentos das formulagcées foram impressos, apesar de apresentarem diferente
printabilidade. Todas as matrizes poliméricas apresentaram valores de precisdo de
deposicao (DA) proximas de 1, indicando fidelidade ao comprimento projetado pelo
software TinkerCad (Tabela 4). Entretanto, as formulagbes apresentaram ampla
variagdo entre as taxas de espalhamento (SR), sendo os maiores valores de SR
alcancados nas maiores concentraces de alginato de sodio ou agar, independente
dos diametros de agulha e da velocidade de impressdo. As matrizes poliméricas
sofreram resisténcia ao serem extrusadas pela agulha de 0,8 mm, ocorrendo, neste
caso, entupimento da agulha ou deposicédo abrupta do material, principalmente para
as formulacdes com maior concentracdo de 3% alginato de sodio. Alta concentracao
de agar exibiu maior forca de gel, confirmado no teste reolégico de varredura de
amplitude, no entanto, apresentou maior dificuldade de extrusdo pela agulha,
relacionada com a baixa estabilidade coloidal observada nos resultados de potencial
zeta e PDI. O filamento dessa matriz em diferentes agulhas e velocidades de
impressao apresentou a presenca de grumos com alto valor de SR. Por outro lado,
concentracdes iguais de alginato de sédio e agar apresentaram excelentes resultados
de DA e SR com diametro de agulha de 1,2 mm e impressao em todas as velocidades.
Embora ndo exista diferenca significativa entre as trés velocidades de impresséo,
optou-se por 10 mm/s para impressao de cubos, por apresentar o valor de SR mais

préximo de 1 (Figura 9 e Tabela 4).

Figura 9. Teste de printabilidade. Filamentos produzidos com 1%FU 2%AG
2%SA com agulha de 1,2 mm e velocidade impresséo 10 mm/s



7

Tabela 4. Precisédo de deposicéo e taxa de espalhamento das formulacfes em

diferentes diametros de agulha (0,8 mm and 1,2 mm) e velocidade de impressao

(2, 10 and 20 mm/s) (continua)

Velocidade

Comprimento

Largurado

Formulagdo aDg;éurlr;g[r(%?na; impresséo do filamento (6 filamento DA SR
(mm/s) cm) (0.3cm)

1%FU 1%AG 3%SA 1.2 2 6.13+0.06 0.52+0.01 1.02+0.06bc 1.76+0.02¢
1.2 10 6.12+0.01 0.63+0.01 1.02+0.01bc 2.13+0.012
1.2 20 6.13+0.03 0.54+0.01 1.02+0.01bc 1.80+0.01b¢c
0.8 2 6.23+0.03 0.48+0.01 1.04+0.03bc 1.62+0.07.cdef
0.8 10 6.25+0.08 0.56+0.03 1.09+0.082 1.90+0.032b¢
0.8 20 6.26+0.08 0.49+0.04 1.05+0.088abc 1.63+0.05¢de

1%FU 2%AG 2%SA 1.2 2 6.08+0.02 0.33+0.02 1.01+0.02bc 1.11+0.02¢"
1.2 10 6.02+0.01 0.34+0.03 1.00+0.01¢ 1.03+0.04"
1.2 20 6.03+0.01 0.36+0.03 1.02+0.01bc 1.19+0.039"
0.8 2 6.16+0.06 0.42+0.00 1.02+0.06b¢c 1.41+0.00%f9
0.8 10 6.17+0.01 0.39+0.03 1.04+0.028bc 1.32+0.33¢f9
0.8 20 6.13+0.02 0.38+0.04 1.05+0.032 1.29+0.05f9
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Tabela 4. Precisédo de deposicdo e taxa de espalhamento das formulactes em

diferentes diametros de agulha (0.8 mm and 1.2 mm) e velocidade de impresséo (2,

10 and 20 mm/s) (concluséo)

1%FU 3%AG 1%SA 1.2 2 6.20+0.00 0.50+0.01 1.03+0.00b¢ 1.64+0.01¢de
1.2 10 6.11+0.05 0.53+0.05 1.01+0.05b¢ 1.78+0.05°¢
1.2 20 6.12+0.06 0.47+0.04 1.03+0.06%¢ 1.60+0.04¢def
0.8 2 6.28+0.02 0.63+0.03 1.04+0.023c 2.11+0.032b
0.8 10 6.27+0.07 0.50+0.01 1.04+0.073¢ 1.67+0.01¢d
0.8 20 6.25+0.03 0.50+0.04 1.06+0.03% 1.67+0.04¢

*Os resultados sé@o reportados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferengas significativas (teste de Tukey, p <0,05).

3.7.Impressédo 3D e analise do perfil de textura (TPA)

Os cubos impressos (15x15x15 mm) com concentracdes iguais de alginato de
sédio, agulha de 1,2 mm e velocidade de impressdo de 10 mm/s, demonstraram
Otimos resultados de precisdo de impresséo (99,66%+0,1) e estabilidade (99%2=0,05),
com baixa deformacédo e sem colapso da estrutura durante o periodo de 1 h (Figura
10).

Estes modelos 3D foram submetidos a analise do perfil de textura, fornecendo
indicadores primarios como dureza, adesividade, elasticidade e coesividade e
indicadores secundarios como mastigabilidade e gomosidade. Os resultados obtidos
foram: dureza de 37g+0.06, adesividade de -5,63 g.st£1.79, elasticidade de 1.03 +
0.00, coesividade de 1.04+0.14, gomosidade de 38.5 g+0.11, mastigabilidade de 40.0
g£0.11. Um alto valor de dureza indica uma textura firme do alimento (Mahat et al.
2020), o os cubos exibiram textura macia, devido ao baixo valor de dureza quando

comparados ao estudo de Mahat et al. (2020), o qual avaliou diversas marcas de
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gomas e obteve valores entre 12.532,3g a 586,4g. O valor de aderéncia revelou que
o modelo 3D poderia ser facilmente deglutido devido ao valor menor que 0,5

(Riquelme et al. 2023), tornando seguro para consumo de uma ampla faixa etaria.

A elasticidade representa 0 grau em que a amostra retorna a sua altura original
ap0s a compressao, cujos valores proximos de 1 indicam que houve deformacéo
irreversivel do material e o gel apresenta caracteristica tanto viscosa quanto elastica
(Zhan et al. 2024). Os valores baixos obtidos sugerem a quebra da estrutura em
pedacos pequenos apds a compressao, o que facilitaria a degluticdo do material de
acordo com Kuo et al. (2021) que encontrou uma elasticidade de 0,92+0.06 para goma
comercial. A coesividade representa a desintegracdo do material em fragmentos
durante o processo de mastigacdo (Li et al. 2020), ou seja, a sua capacidade em
resistir a forcas externas (Cebrian-Lloret et al. 2024). O resultado de coesividade
indicou uma estrutura fragil e que pode ser facilmente quebrada durante a degluticao,

exibindo um potencial para consumo.

A gomosidade é resultante do produto entre dureza e coesividade, portanto estao
diretamente relacionados (Zhan et al. 2024). Esse parametro indica a forca necesséria
para desintegrar uma amostra semi-solida (Mostaghimi et al. 2023). O valor obtido
indicou facilidade na desintegracéo dos cubos, devido seu ao baixo valor de dureza.
Por fim, a mastigabilidade é calculada pelo produto da dureza, coesividade e
elasticidade e representa a energia requerida durante o processo de mastigacao antes
de engolir (Mostaghimi et al. 2023). O resultado obtido revelou que os cubos podem
ser triturados facilmente, devido ao seu baixo valor de dureza. Portanto, a impresséo
de modelos 3D foi possivel através da mistura de polissacarideos, demonstrando uma
textura macia que possivelmente pode ser ingerida por uma ampla faixa etaria e

também utilizada como carreador para outros bioativos.
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Apds impressao Apds 1 hora

Figura 10. Cubo impresso (15x15x15 mm) com formulacdo a 1%FU 2%AG

2%SA, 1,2 mm de didmetro da agulha e 10 mm/s apos a impresséo e 1 hora apés

4. Concluséao

Os polissacarideos estudados (fucoidano, alginato de sédio e agar) foram
adequados para formacao de hidrogéis hibridos por gelificacédo térmica e impressao
3D. Concentracfes iguais de agar e alginato apresentaram resultados satisfatérios
para potencial zeta (-25,5+2,47), diametro de particula (3,703+22,62 um) e PDI
(0,483+0,11). Os testes reologicos demonstraram que todas as formulacbes
apresentam comportamento pseudoplastico com temperatura de gelificacdo entre 30-
35 °C. A melhor recuperacao (79,6%) foi obtida com concentracfes iguais de alginato
de sédio e agar. As formulacdes exibiram diferentes forcas de gel.

A analise MIR-ATR confirmou a interacdo repulsiva entre os polissacarideos
através da observacao dos picos caracteristicos de cada polissacarideo em todos os
espectros e concentragdes iguais de alginato de sodio e agar apresentaram a maior
interacdo entre os grupos carboxila, sulfato e hidroxila. As micrografias revelaram
diferentes morfologias entre as matrizes poliméricas, iguais concentracdes de alginato
de sddio e agar formaram uma matriz com formato de folhas e poucos poros. No
entanto, 0 aumento do alginato de sédio ou agar nas matrizes poliméricas levou a um

aumento do namero de poros e diferenca nos tamanhos destes poros.

Concentragdes iguais de alginato de sodio e agar exibiram melhor printabilidade
(DA=1,0040,01 e SR=1,03+0,04) do que outras matrizes poliméricas. Os modelos 3D
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apresentaram excelente precisdo de impressao (99,66%=+0,10) e preservaram sua
integridade estrutural durante o teste de estabilidade (99%=0,05) por 1 hora. As
estruturas impressas, avaliadas quanto a textura, destacaram-se pela maciez,
tornando-as potencialmente adequadas para consumo por idosos e aplicagcdo na

industria alimenticia e nutracéutica.
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3. CONCLUSAO GERAL

Este estudo avanga significativamente na compreensdo da estrutura e
aplicacdo do fucoidano extraido da alga Sargassum cymosum C. Agardh. A
otimizacdo da extracdo, utilizando o delineamento experimental Box-Behnken se
demonstrou eficaz para o aumento do rendimento do polissacarideo. O material
extraido exibiu estrutura complexa, composta principalmente por fucose, galactose,
glicose e &cido glucurbnico, além de apresentar pequenas por¢cdes de manose,
arabinose, ramnose, xilose e acido galacturénico. A presenca da fucose e do sulfato
foi confirmada por meio de MIR-ATR e 'H NMR, que o caracterizam como fucoidano.
O polissacarideo exibiu atividade antioxidante apenas para ensaio ABTS.

Ao desenvolver matrizes poliméricas com o fucoidano extraido, alginato de
sédio e agar comerciais foram obtidos hidrogéis hibridos por gelificacdo térmica,
possibilitando a impressdo de estruturas. A matriz polimérica com concentracdes
iguais de alginato de sédio e 4gar mostrou resultados satisfatorios de potencial zeta,
didmetro da particula e PDI. A reologia revelou comportamento pseudoplastico das
formulacbes com diferencas na temperatura de gelificacdo. Além disso, a formulacéo
com concentracfes iguais de alginato e agar exibiu 6tima taxa de recuperacdo. A
matriz polimérica com maior concentracao de agar exibiu maior forca de gel. Todas
as formulagcbes apresentaram estabilidade durante a varredura de frequéncia. Os
espectros MIR-ATR e MEV indicaram a interacéo entre os grupos carboxilicos, sulfato
e radical hidroxila dos polissacarideos com maior interacdo na formulacdo com
proporcdes iguais de alginato e agar. Os hidrogéis com maiores concentracdes de
agar se apresentaram opacos. Nos testes de printabilidade, as propor¢des iguais de
alginato de sédio exibiram 6timos resultados para precisdo de deposi¢céo e taxa de
espalhamento. Os modelos 3D impressos resultaram em Otima precisdo de
impressao, estabilidade estrutural apés 1 hora e textura macia devido aos baixos
valores de dureza.

Em resumo, este estudo contribui ndo apenas para a compreensao
aprofundada do fucoidano extraido da Sargassum cymosum C. Agardh, mas também
destaca seu potencial na impressédo 3D e emprego em diferentes nos setores como

alimenticio, nutricional, biomédico, farmacéutico e engenharia tecidual.
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