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NUNES, Natalie Stephanie Sawada. Extrac&o de fucoidano a partir de Extragcao
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.



NUNES, Natalie Stephanie Sawada. Fucoidan extraction by Ultrasound Assisted
Extraction and citric acid from brown algae Sargassum cymosum C. Agardh:
Chemical and structural characterization with application in hydrogels
production for 3D printing. 2024. 91f. Thesis (PhD in Biosciences — (UNESP), Sao
Paulo State University (UNESP), School of Sciences and Languages, Assis, 2024.

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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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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