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extraido de algas pardas (Sargassum spp.). 2019. 58 f. Dissertacdo (Mestrado
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RESUMO

O alginato, presente na parede celular das algas marinhas pardas, apresenta coloracédo
marrom, sendo necessario seu branqueamento para melhor aceitabilidade do mercado
consumidor. O gas ozonio (Os) tem mostrado grande potencial de aplicabilidade como
agente clareador mais sustentavel. O presente estudo visa a otimizacdo, utilizando a
analise de superficie de resposta, dos parametros de clareamento (tempo, fluxo de
oxigénio e temperatura), utilizando oz6nio como agente branqueador, sobre os
parametros colorimétricos (porcentagem de transmitancia e indice de luminosidade),
composi¢do quimica (razdo entre os acidos manurénico (M) e gulurénico (G) M/G) e
propriedades reoldgicas (viscosidade dindmica, viscosidade intrinseca e massa molar) do
alginato de sodio extraido de algas pardas (Sargassum spp.). Nas condi¢Ges otimizadas
de clareamento também foi verificada a influéncia da ozonizacdo sobre a atividade
antioxidante do alginato. O tempo é a variavel independente que apresentou maior
influéncia nas respostas, seguido da temperatura e fluxo de oxigénio. A condicdo
otimizada encontrada foi um tratamento com fluxo de oxigénio de 2 L/min por 35 minutos
a 25°C. A amostra clareada na condicdo otimizada apresentou capacidade antioxidante
maior que a amostra comercial, indicando que o processo de clareamento por 0zonizagao
pode ser menos prejudicial aos compostos bioativos. Além disso, os antioxidantes
naturais presentes no alginato de sédio aqui estudado podem agregar valor aos produtos
que utilizam esse composto em preparacdes alimenticias.

Palavras-chave: Ozonio. Otimizacdo. Alginato. Alga Parda. Atividade Antioxidante.



YAMASHITA, Camila. Effect of ozone application on the quality of alginate
extracted from brown seaweeds (Sargassum spp.). 2019. 58 f. Dissertation (Masters
in Biosciences) — Sao Paulo State University (UNESP), School of Sciences, Humanities
and Languages, Assis, 2019.

ABSTRACT

Alginate is a polysaccharide which can be found in the cell wall of brown algae. Its
original color is brown that is why a bleaching process is needed to improve this visual
impairment. The ozone gas (Oz) has shown a great potential as a more sustainable
bleaching agent. The present study aims the optimization of bleaching parameters (time,
oxygen flow rate and temperature) of sodium alginate from brown seaweeds (Sargassum
spp.) using ozone gas as the bleaching agent on the colorimetrics parameters (percent
transmittance and index of luminosity), chemical compositon (mannuronic (M) and
guluronic (G) acid ratio M/G) and rheological properties (intrinsic viscosity, dynamic
viscosity and molar mass). Once it was found the optimal conditions of bleaching, it was
also verified the influence of ozonation on antioxidant activity of sodium alginate. The
findings point out that ozonation time is the independent variable that most affects the
responses, followed by the temperature and oxygen flow rate. The optimized bleaching
conditions were determinated with an oxygen flow rate at 2 L/min, during 35 min at 25°C.
The bleached sample on the optimized conditions presented a higher antioxidant capacity
than the commercial sodium alginate sample, highlighting that the discoloration by ozone
might be less harmful to bioactive compounds. Besides, natural antioxidants of sodium
alginate can add value to products that use this compound in food preparations.

Key-words: Ozone. Optimization. Alginate. Brown Seaweed. Antioxidant Activity.
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INTRODUCAO

A era industrial contemporanea se caracteriza pela necessidade de uma alta
eficiéncia produtiva em curtos periodos, além de ser imprescindivel a introducédo de novas
tecnologias que visam aumentar a lucratividade e, assim, obter uma diferenga competitiva
no mercado. Atualmente, nota-se uma tendéncia para inser¢cdo de um modelo mais
sustentavel nas trés dimens@es: social, econbmica e ambiental, em que hd uma
responsabilidade pelos efeitos negativos gerados pela industria. Nesse contexto, a
biotecnologia (bios-vida; technos-tecnologia; logos-conhecimento) é considerada uma
ferramenta essencial para evolugdo industrial no século XXI (KAFARSKI, 2012),
proporcionando novas oportunidades para um sistema de producdo mais sustentavel de
produtos e servigos (GAVRILESCU; CHISTI, 2005). Recursos bioldgicos presentes na
fauna e flora de ecossistemas mundiais ainda sdo pouco investigados para descoberta de
componentes com alto potencial de aplicabilidade em diversos segmentos industriais,
como o farmacéutico e alimenticio (GAVRILESCU; CHISTI, 2005). Por exemplo, a
exploracdo de recursos de oceanos e mares para desenvolver produtos e aplica-los

industrialmente, com a utilizacdo da biotecnologia azul (KAFARSKI, 2012).

As macroalgas ou algas marinhas representam um dos mais importantes
organismos fotossintéticos em nosso planeta e estdo se tornando fontes atrativas para
utilizagdo humana, uma vez que séo abundantes no ambiente, apresentam altas taxas de
crescimento e ndo necessitam de agua potavel e terras cultivaveis (LORBEER et al.,
2015). Além disso, devido ao seu habitat com grande disponibilidade de luz e
concentracdes consideraveis de oxigénio e dioxido de carbono (RAYMUNDO et al.,
2004), as algas desenvolveram mecanismos fisioldgicos e biomoleculares de defesa
contra os efeitos das espécies reativas do oxigénio, representando uma importante fonte
de substancias antioxidantes naturais para a industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica (ROCHA et al., 2007, FLEITA et al., 2015).

Um dos critérios de classificacdo das algas marinhas é de acordo com seu tipo
de pigmento, sendo divididas em: Chlorophyceae (algas verdes), Rhodophyceae (algas
vermelhas) e Phaeophyceae (algas pardas), que possuem como principais pigmentos as
clorofilas a e b, fucoeritrina e fucoxantina, respectivamente. A cor das algas pardas

também se deve a presenca de polissacarideos em sua estrutura, como as laminarinas,
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fucanas e acidos alginicos (HAUGAN, 1994; MCHUGH, 2003; ROBIC et al., 2009;
O’SULLIVAN et al., 2010).

O alginato ou &cido alginico esta presente na parede celular das algas marinhas
pardas e também pode ser produzido por algumas bactérias (HAUGAN, 1994). Em 2016,
o0 Brasil importou aproximadamente R$ 35 milhGes deste polissacarideo principalmente
do Chile, China e Noruega (Atlas of Economic Complexity, 2019), o que motiva estudos
visando a sua producao nacional, tendo em vista a abundancia de sua matéria-prima na
costa maritima brasileira. A estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas e atividades
bioldgicas (PENMAN;
SANDERSON, 1972; GRASDALEN, 1983; MCHUGH et al., 2001; LARSEN et al.,
2003; TORRES et al., 2007; FENORADOSOA et al., 2010; PEREZ et al., 2014;
JENSEN, LARSEN; ENGELSEN, 2015; EL ATOUANI et al., 2016; FERTAH et al.,
2017), com o intuito de obter novas fontes de compostos bioativos naturais.

desse biopolimero tém sido amplamente estudadas

Sua estrutura é linear ndo-ramificada composta por duas espécies de residuos
de acidos urdnicos, o acido B-D-manurdnico (M) e o seu epimero no C5 o a-L-gulurdnico
(G) unidos por ligagdes do tipo (1—4). Esses residuos sdo agrupados na forma de bloco
de &cido gulurdnico (G) ou acido manurénico (M) que podem ser compostos por blocos
homopoliméricos (GG ou MM) junto com blocos alternados (MG) na mesma molécula,
0 que determina as propriedades do acido alginico (DRAGET, SMIDSR@D; SKJAK-
BRAK, 2005) (Figura 1).

coo-
ﬂ] OH

HO

OH

o

B-o-mannuronate (M)

SE S

m-L-guluronate {(G)

b} O Ly ] 'D\'.I{_-a__ } _ D0C
Y on e o7 T o
—OH WoE WO d\-
—e
OH =00c BH
G G M M G

c
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T —— e N e

M-block G-block

G-block MG-block

Figura 1. Caracteristicas estruturais dos alginatos. a) monossacarideos dos alginatos, b)
conformacédo da cadeia e c) distribuigdo dos blocos (Draget, Smidsred e Skjak-brak,
2005).
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A coloragdo marrom original desse biopolimero extraido de algas pardas pode
causar rejeicdo e insatisfagdo do mercado consumidor. Portanto, com o intuito de
melhorar esta qualidade sensorial, € necesséria a aplicacdo de agentes branqueadores,
sendo o hipoclorito de sédio mais comumente utilizado nesta etapa. Entretanto, nos
ultimos anos, a utilizacdo de hipoclorito e demais sais de cloro tem sido motivo de
preocupacdo, pois esses compostos sdo considerados precursores na formacgdo de
cloraminas organicas, que séo prejudiciais a saude, devido ao alto potencial carcinogénico
(MCNEAL et al., 1995; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009). Assim, na busca por um
agente clarificante mais sustentavel, o gas ozonio (Os) tem mostrado grande potencial de
aplicabilidade, j& que tem sido utilizado para descolorir corantes (KHADHRAOQUI et al.,
2009; SANTANA et al., 2009; TREVIZANI, 2015; TORO, 2016) e no branqueamento
do caldo de cana na industria sucroalcooleira (FONSECA, 2017). Segundo os estudos de
Lazarova et al. (1999), os custos operacionais e de investimento para aplicacdo de
ozonizagdo superam os de cloracdo, em contrapartida, a ozonizacdo oferece maior
seguranca e menor producdo de residuos toxicos e subprodutos. Desta forma, a utilizagéo
do oz6nio vai ao encontro dos propdsitos da biotecnologia branca na busca de um
processo que concorra com tecnologias classicas, apresentando processos mais
ecologicamente corretos (KAFARSKI, 2011). Além disso, esse composto é considerado
como GRAS (General Recognized As Safe), pela Food and Drug Administration (FDA)
desde a década de 90 (BOTELHO et al., 2011), possibilitando a aplicacdo direta em
produtos alimenticios.

O o0zbnio € uma molécula formada por trés atomos de oxigénio cuja estrutura e
configuracdo eletronica conferem uma alta reatividade (KHANDEGAR; SAROHA,
2013). A aplicacdo de ozénio oferece vantagens como degradacdo rapida a oxigénio e,
apos reagir com compostos organicos, seus subprodutos ndo sao prejudiciais a saude
humana (PASCUAL et al., 2007).

Trabalhos avaliando a influéncia da aplicagdo de ozonio como agente clareador
sobre o alginato sdo inexistentes, assim como sdo escassos estudos envolvendo
macroalgas coletadas na costa maritima brasileira. Deste modo, o objetivo geral do
presente estudo foi verificar o efeito da utilizagdo do 0zdnio no clareamento do alginato
de sodio extraido de algas pardas coletadas no litoral brasileiro. O trabalho foi divido em
dois capitulos, onde o Capitulo 1 visou a otimizacgéo, utilizando a analise de superficie
de resposta, dos parametros de clareamento, utilizando 0zdnio como agente branqueador,

de alginato de sddio proveniente da alga Sargassum spp., Enquanto que no Capitulo 2 foi
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estudada a influéncia da ozonizacao sob a atividade antioxidante do alginato, obtido a
partir das condicOes otimizadas de clareamento (Capitulo 1), visto que ha uma vasta e
potencial aplicacdo deste polissacarideo em diferentes segmentos industriais, onde a cor

tem grande impacto na qualidade do produto final.
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OTIMIZACAO DO PROCESSO DE CLAREAMENTO DE ALGINATO DE
SODIO EXTRAIDO DE ALGA PARDA UTILIZANDO SUPERFICIE DE
RESPOSTA

RESUMO

As algas marinhas tém sido estudadas devido aos biocompostos nela encontrados, como
também por sua alta disponibilidade no meio ambiente. O alginato & um polissacarideo
de destaque encontrado em algas pardas do género Sargassum spp. Porém, sua coloragao
marrom prejudica sensorialmente sua aceitacdo pelo mercado consumidor, sendo
necessario um tratamento com agentes branqueadores. O gas 0z6nio tem mostrado grande
potencial na remogdo de cores de efluentes e corantes; além de nédo gerar residuos toxicos,
sendo mais sustentavel que o agente branqueador mais comumente utilizado, o
hipoclorito de sodio. Assim, foi realizada a otimizacao de trés parametros (tempo, fluxo
de oxigénio e temperatura) do clareamento da solucdo de alginato por ozonizagdo, por
um delineamento experimental do tipo Box-Behnken, sobre as respostas de porcentagem
de transmitancia, indice de luminosidade, razdo entre os &cidos manurdnico (M) e
gulurdnico (G) M/G, viscosidade dindmica, massa molar e viscosidade intrinseca. O
tempo é a variavel independente que tem maior influéncia nas respostas, seguido da
temperatura e fluxo de oxigénio. A condigéo otimizada encontrada foi o tratamento com
35 minutos de exposi¢do ao gas ozénio com fluxo de oxigénio a 2L/min mantidos a 25°C.
Nas anélises de capacidade antioxidante, a solucdo de alginato de sddio clareada na
condicdo otimizada, apresentou maiores valores que a amostra de alginato de sédio
comercial, indicando que o processo de clareamento por ozonizacdo pode ser menos
prejudicial aos compostos bioativos, além de agregar valor aos produtos que utilizam esse

composto em preparacdes alimenticias.

Palavras-chave: Delineamento experimental. Sargassum. Ozonio. Descoloragdo. Box-
Behnken. Atividade Antioxidante.
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1. Introducéo

As algas marinhas estao se tornando fontes atrativas para utilizagdo humana, uma
vez que sdo abundantes no ambiente, apresentam altas taxas de crescimento e ndo

necessitam de dgua potavel e terras cultivaveis (Lorbeer et al., 2015).

Nas Ultimas décadas, polissacarideos isolados de varias fontes (animais, plantas e
microorganismos) tém sido aplicados em diversos segmentos industriais como
alimenticia, cosmética e farmacéutica devido ao amplo espectro de atividades bioldgicas
e baixa toxicidade relativa (Fleita EI-Sayed & Rifaat, 2015). Nas algas marinhas, 0s
polissacarideos sdo encontrados principalmente na classe Phaeophyta, mais conhecidas
como algas pardas e principal fonte dos alginatos comerciais (Rhein-Knudsen et al.,
2017). As espécies mais importantes de algas pardas para extracdo de alginato sdo
Macrocystis pyrifera, Laminaria spp., Ascophyllum nodosum e Sargassum spp (Gates,
2012).

A estrutura do alginato é linear ndo-ramificada composta por duas espécies de
residuos de acidos urénicos, o acido B-D-manurénico (M) e o seu epimero no C5 o a-L-
gulurénico (G), unidos por ligacdes do tipo (1—4). Esses residuos sdo agrupados em
blocos homopoliméricos (GG ou MM) juntamente com blocos alternados (MG) na
mesma molécula (Draget, Smidsred & Skjak-braek, 2005). A razdo M/G e a distribuicéo
dos monossacarideos podem variar entre as espécies de alga parda e esses sdo 0sS
principais parametros utilizados para avaliar as propriedades quimicas e reoldgicas do

alginato (Andriamanantoanina & Rinaudo, 2010; Cong et al., 2014).

Devido ao seu habitat com grande disponibilidade de luz e concentracdes
consideraveis de oxigénio e didxido de carbono (Raymundo, Horta & Fett, 2004), as algas
marinhas desenvolveram mecanismos fisiolégicos para producdo de metabolitos
secundarios contra os efeitos das especies reativas do oxigénio, representando uma
importante fonte de substancias antioxidantes naturais (Batista et al., 2009; Fleita El-
Sayed & Rifaat, 2015; Rocha et al., 2007).

Os antioxidantes naturais sdo compostos que tem atraido interesse da indudstria e
podem substituir os sintéticos no prolongamento da vida util de produtos, retardando o
processo de oxidacao. Eles também podem atribuir propriedades valiosas para o produto,

agindo contra doencas associadas a oxidacao, envelhecimento e exposic¢do aos raios UV
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(Balboa et al., 2013). Além disso, produtos naturais sdo geralmente mais seguros que 0S
sintéticos pela auséncia de contaminacdo quimica e melhor aceitos pelos setores
industriais e consumidores (Heo et al., 2005; Patra et al., 2008).

A coloracdo marrom original desse biopolimero extraido de algas pardas pode
causar rejeicdo e insatisfagdo do mercado consumidor. Portanto, com o intuito de
melhorar esta qualidade sensorial, € necessaria a aplicacdo de agentes branqueadores,
sendo o hipoclorito de s6dio mais comumente utilizado nesta etapa. Entretanto, nos
ultimos anos, a utilizacdo de hipoclorito e demais sais de cloro tem sido motivo de
preocupacdo, pois esses compostos sdo considerados precursores na formacgdo de
cloraminas organicas, que sdo prejudiciais a satde devido ao alto potencial carcinogénico
(Filho & Sakaguti, 2008; McNeal, Hollifield & Diachenko, 1995; Olmez & Kretzschmar,
2009).

Assim, na busca por um agente clarificante mais sustentavel, o gas 0zénio (Oz)
mostrou um grande potencial de aplicabilidade, uma vez que ja tem sido estudado para
descolorir corantes e caldo de cana (Khadhraoui et al., 2009; Santana et al., 2009; Silva,
Sartori & Aguiar, 2015; Tosik & Wiktorowski, 2001; Turhan et al., 2012). Além disso,
esse composto é considerado como GRAS (General Recognized As Safe) no uso para
processamento de alimentos, pela Food and Drug Administration (FDA) desde 1997

(O’Donnell et al., 2012) e nao gera residuos toxicos (Pascual, Llorca & Canut, 2007).

Diversos fatores como o fluxo do gas de alimentacdo, temperatura, tempo de
tratamento e concentracdo de ozénio podem afetar a eficiéncia do clareamento por
ozonizagdo (Guzel-Seydim, Greene & Seydim, 2004; Tiwari et al., 2008; Tiwari et al.,
2009). Assim, é necessario um ajuste maximo na otimizacdo do clareamento de alginato
de sodio extraido de algas pardas. A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma
ferramenta matematica e estatistica muito Util pois, através dela, obtém-se condi¢bes
otimizadas considerando um sistema multivariavel de um delineamento experimental
(Bezerra et al., 2008; Ferreira et al., 2007; Jeong et al., 2014; Lee et al., 2016).

As algas marinhas do género Sargassum sdo abundantes na costa maritima
brasileira e ainda pouco estudadas. Em 2016, o Brasil importou aproximadamente R$ 35
milhGes de &cido alginico ou alginato principalmente do Chile, China e Noruega (Atlas
of Economic Complexity, 2019), o que motiva estudos visando a sua producao nacional,

tendo em vista a abundancia de sua matéria-prima na costa maritima brasileira. O objetivo
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do presente estudo foi investigar o impacto do fluxo do gas de alimentacdo, temperatura
e tempo de exposi¢do ao 0zonio sobre os parametros colorimétricos, composicao quimica
e propriedades reoldgicas do alginato de sodio extraido de algas pardas (Sargassum spp.).
O delineamento Box Behnken (BBD) e MSR foram aplicados aos experimentos para
obter maior quantidade de dados exigindo menor tempo e recursos (Bidin et al., 2009).
Apb6s a otimizacdo dos pardmetros de clareamento, foi avaliada sua capacidade

antioxidante.

2. Materiais e métodos

2.1. Coleta e secagem das macroalgas

As algas do género Sargassum foram coletadas no litoral do Estado de Séo Paulo,
na Praia Grande em Ubatuba. O material coletado foi acondicionado em frascos com agua
do mar e transportado sob baixa temperatura. Primeiramente foi realizada a triagem das
algas em agua corrente, separando-as de quaisquer organismos exogenos. Apos limpeza
prévia, estas foram sanitizadas com agua clorada (25 ppm) durante 30 minutos. Em
seguida, o material foi centrifugado, para retirada do excesso de agua, e seco em estufa
com circulacdo de ar a 45 °C por 12 horas. O produto desidratado foi reduzido a p6, em
moinho de facas, acondicionado em embalagens laminadas e mantidas a temperatura

ambiente.

2.2. Extracdo do alginato

O processo de extracdo do alginato de sodio foi realizado segundo a metodologia
modificada de McHugh et al. (2001), com os parametros otimizados por Lorbeer et al.
(2015) e Nogueira (2017) nas etapas de tratamento &cido e basico, respectivamente. Para
cada tratamento, 6 g de alga em p6 foram imersas em etanol e agitadas em shaker orbital
por 3 horas em temperatura ambiente. Esse procedimento foi repetido duas vezes,
possibilitando a retirada dos compostos fenolicos e proteinas. Posteriormente, a alga foi
seca durante a noite em estufa a 40°C e, o produto seco, submetido ao tratamento &acido,
que consistiu na adi¢do de &gua destilada e &cido cloridrico 0,1 M, até atingir pH 2,0. A

mistura foi agitada a 250 rpm por 110 minutos a 45°C. As amostras foram lavadas com
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agua destilada e a estas foi adicionado carbonato de sddio 2%, até atingir pH 10 e
mantidas por 90 minutos a 75,7 °C, sob agitacdo com agitador magnético. A solucéo foi
filtrada & vacuo até a retirada das impurezas. Para a separa¢do do alginato de sddio, foi
adicionado etanol (1:2, v/v) ao filtrado, precipitando o produto desejado, que foi separado
por centrifugacdo e seco em estufa a 45°C por 12 horas, para a obtencdo do alginato de

sédio.

2.3. Tratamentos de branqueamento do alginato

2.3.1. Tratamento com ozbnio

O clareamento da solucdo 1% (m/v) de alginato de sédio, extraido da alga parda
Sargassum, foi realizado através da aplicacdo do gas 0zonio. A solucao foi inserida em
uma coluna de 500 mL, sendo utilizado metade do volume total em cada reacdo de
ozonizacdo. O gas o0zoénio, obtido pela conversao do oxigénio (O2) em 0z6nio (O3) através
do gerador de 0zonio (Modelo GOBSUS, Oz6nioBras, Aragatuba, Brasil), foi liberado na
solucdo de alginato de sodio através de um difusor com o tempo monitorado pelo
equipamento. A vazédo do gas de alimentacdo (oxigénio) foi controlada por um regulador
de pressdo de gas e a temperatura da solucdo de alginato durante a reacdo de ozonizagédo
foi controlada através de uma camisa térmica para circulagdo de agua ligada a um banho

termostatico.

2.3.2. Delineamento experimental

A metodologia de Superficie de Resposta, utilizando o delineamento experimental
Box-Behnken (BBD), foi escolhida para avaliar e otimizar a influéncia dos parametros de
clareamento por ozonizacdo de solucBes 1% (m/v) de alginato de sodio. As variaveis
independentes do delineamento foram tempo de ozonizacdo (X1), entrada de fluxo de
oxigénio (X2) e temperatura de aplicacdo (Xs3) que foram examinados em trés niveis,
sendo codificados como -1, 0 e +1. As variaveis dependentes foram cor, razdo M/G,
massa molar e viscosidades dinamica e intrinseca. O delineamento totalizou quinze
pontos experimentais, incluindo trés replicatas dos pontos centrais, além da amostra
controle que consistiu no alginato de sodio extraido da alga parda sem tratamento de

clareamento por ozonizacdo (Tabela 1). Os limites das variaveis independentes foram
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definidos a partir de estudos prévios utilizando ozonio (Fonseca, 2017; Sartori et al.,
2017; Tiwari et al., 2008; Tiwari et al., 2009; Toro, 2016).

2.4 Analise dos dados

As analises do delineamento experimental e os calculos das respostas preditas
foram realizadas utilizando o software DESIGN EXPERT 11 (StatEaselnc. Minneapolis,
USA). O delineamento utilizado permite um ajuste maximo com o modelo quadratico (Eq
1), podendo o modelo de primeira ordem (Eq 2) também ser utilizado para predizer as
respostas observadas (cor, viscosidade dindmica, razdo M/G, massa molar e viscosidade

intrinseca) em funcgdo dos pardmetros de clareamento.

3 3 3
Y =B+ 3 BXi+ 3 Bax?+ Y BXiX; oy
i=1 i=1 1<i<j
Y = Bo +P1X1 + B2Xot BaXs 2

Onde Y € a resposta predita; Xi e Xjsao as variaveis independentes codificadas; Bo € a
intercepcdo (coeficiente de regressdo do modelo); Bi, Bii ¢ Bij sdo coeficientes lineares,

quadraticos e de interacdo, respectivamente.

A significancia estatistica dos coeficientes da equacdo (p < 0,05) foi avaliada pela
analise da variancia (ANOVA) e a qualidade do ajuste do modelo polinomial aos dados
experimentais foi fornecido pelo coeficiente de determinacio (R?) e sua significancia pelo
teste F. A otimizacdo dos melhores parametros para um processo de clareamento mais
eficiente foi obtida utilizando a funcédo de desejabilidade.

2.5. Determinagdo de parametros colorimétricos

A comparacdo colorimétrica dos alginatos de sodio tratados e controle foi
determinada por dois métodos. O primeiro consistiu na analise da cor das solucgdes de
alginato 1% logo apo6s o clareamento por ozonizagdo, em que as solugdes foram
previamente centrifugadas, para remover qualquer turbidez, e a cor do sobrenadante

mensurada em porcentagem de transmitancia em espectrofotometro a 510 nm (McHugh
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et al., 2001). No segundo método, a cor das amostras em po foi determinada em
colorimetro (HunterLab MiniScan EZ, Reston, USA) apos liofilizacdo. As medidas de
cor foram realizadas em replicata, com trés leituras para cada repeticéo, e expressas como
indice de luminosidade L*[0 (preto) a 100 (branco)].

2.6. Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) por Hidrogénio (H%)

A composicdo quimica dos alginatos foi obtida por RMN H! realizadas em
parceria com o Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR). Os espectros foram obtidos
utilizando o espectrofotdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance llI
operando a 400 MHz. As amostras foram previamente solubilizadas em D,0O (6xido de
deutério) e analisadas a 80 °C, sendo utilizado como referéncia interna
trimetilsililpropionato de sédio deuterado (TSP-d4). Os dados obtidos foram analisados

com auxilio do software TopSpin 3.6.0.

2.7. Caracterizacao reologica

A avaliacdo reoldgica das solucBes 1% de alginato (m/v) foi realizada em
redmetro rotacional de cilindros concéntricos (modelo AR2000, TA Instruments) a 25 °C.
As curvas de fluxo, as quais relacionam tensdo de cisalhamento e taxa de deformacéo,
foram determinadas no intervalo de 0,01 a 300 s. Os dados experimentais foram
ajustados as equacdes matematicas para avaliacdo do comportamento do fluido:
newtoniano (Eq 3) ou ndo-newtoniano (Eq 4).

T= Ugin-Y ®3)

t=k. ) 4)
Onde t é a tensdo de cisalhamento (Pa), pg;,€ a viscosidade dindmica (Pa.s), y é a taxa
de deformagcéo (s%), k € o indice de consisténcia (Pa s") e n é o indice do comportamento

do fluido (adimensional).
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2.8. Determinacao da Viscosidade Intrinseca [#] e Massa Molar (Mv)

Para a determinacéo da viscosidade intrinseca [#], as amostras de alginato foram
diluidas em NaCl 0,1 mol/L, em concentracGes que variaram de 0,1 a 0,5 g/dL. Os ensaios
foram realizados em um viscosimetro capilar do tipo Cannon-Fenske de fluxo reverso,
mantido em banho termostatico a 25 °C, sendo registrado o tempo de escoamento para a
solucgéo percorrer 0 equipamento.

Para o célculo da viscosidade intrinseca, primeiramente foram determinadas as
viscosidades relativa () (Eq 5), especifica (Uesp) (Eq 6) e especifica reduzida (Mlesp.red)
(Equ 7). Assim, a viscosidade intrinseca [J] foi determinada pela extrapolacdo da curva
Mespred X concentracdo (C) até zero (Eq 8), verificando o valor no qual o eixo foi

interceptado (Canevarolo, 2002).

pr=r (5)
Hesp = Hir -1 (6)
Uesp.red:uecsp (7)
[7] =limcso Mesp.red (8)

Onde pr € a viscosidade relativa (adimensional), pHesp € a viscosidade especifica
(adimensional), Mesp.red € @ Vviscosidade especifica reduzida (dL/g), [#] é a viscosidade
intrinseca (dL/g), t é o tempo de escoamento da solucdo no viscosimetro (s), to € 0 tempo
de escoamento do solvente no viscosimetro (s) e C é a concentracdo do alginato na
solucdo (g/dL).

Os métodos viscosimétricos também permitem estimar os valores de massa molar
de um determinado polimero pela aplicacdo da equacdo de Mark-Houwink (Eq 9). Os
valores das constantes da equacdo foram propostos por Clementi et al. (1998) para
predizer as massas molares viscosimétricas de alginatos de diferentes fontes (K = 0,023
dL/g e a = 0,984), os quais também foram utilizados para determinacdo da massa molar
de algas marrons do género Sargassum vulgare (Torres et al., 2007).

[1] = K (Mv)? 9)
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Onde [#] € a viscosidade intrinseca, K e a sdo constantes dependentes do tipo de polimero,

solvente e temperatura e Mv é a massa molar viscosimétrica do polimero (kDaltons).

2.9. Capacidade antioxidante

ApoGs a andlise dos dados do delineamento experimental, o alginato de sodio
clareado na condicdo otimizada teve sua capacidade antioxidante avaliada por trés

metodologias.
2.9.1. Determinagdo da atividade antioxidante pelo método do radical ABTS™"

A capacidade antioxidante do alginato de sddio em p6 foi avaliada utilizando o
radical ABTS (2,2' - azino -bis (&cido 3 - etilbenzotiazolina - 6 — sulfénico), conforme
Rufino et al. (2010). A solucéo de radical ABTS (Sigma - Aldrich) foi preparada a partir
da reacdo da solucdo de ABTS (7 mM) com a solucéo de persulfato de potassio (140 mM,
Sigma — Aldrich). Uma aliquota de trinta microlitros (30 puL) de cada amostra, em quatro
diluicGes diferentes (2 - 8 g/L), e em triplicata, foi transferida para tubos de ensaio e
misturada com 3,0 mL da solucdo de radical ABTS. A leitura de absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro a 734 nm apds 6 minutos da adi¢éo do radical ABTS nas amostras.
Os resultados foram interpolados com uma curva padrdo preparada com Trolox e

expressos em pM equivalente Trolox (TE) por g de p6 de alga (UM TE / g).

2.9.2. Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH*

A atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH foi determinada segundo
Kirby & Schmidt (1997), com algumas modificacdes. Solucdo de alginato de sédio (500
pL), em diferentes concentracfes (0,5-1500 pug/mL), foi adicionada a 375 pL de etanol
99% e 125 pL de solugdo de DPPH (0,02%(m/v) em etanol). A mistura foi incubada por
60 min no escuro a temperatura ambiente. A capacidade de sequestro do radical foi

medida a 517 nm e os resultados expressos em porcentagem (Eq 10).

Atividade de sequestro do radical DPPH (%) = Acontrote = Abranco Aamostra y 109 (1)

Acontrole
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Onde Acontrole € @ absorbancia da reacdo de controle (contendo todos os reagentes exceto
a amostra), Abranco € @ absorbancia da solugdo de alginato de sédio (contendo todos os
reagente exceto a solu¢do de DPPH) e Aamostra € @ absorbancia da solugdo de alginato de

sodio com a solucéo de DPPH.

2.9.3. Atividade antioxidante pelo sistema [-caroteno /acido-linoleico

A medida da atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido linoleico foi
determinada segundo Koleva et al. (2002). Uma mistura de p-caroteno/acido linoleico foi
preparada dissolvendo 0,5 mg de B-caroteno, 25 pL de &cido linoleico e 200 pL de Tween
80 em 1 mL de cloroférmio, sendo este ultimo retirado em rotaevaporador (TE-
211, Tecnal) a 40° C. Em seguida, 4gua destilada (100 mL) foi adicionada e a mistura foi
agitada vigorosamente, sendo que essa emulsdo obtida foi previamente preparada antes
de cada experimento. Aliquotas (2,5 mL) de emulsdo de -caroteno/acido linoleico foram
transferidas para tubos contendo solucéo de alginato (0,2 mL) a diferentes concentragdes
(0,05-1,5 mg/mL) entdo, a mistura foi incubada por 2 h a 50 °C e a absorbancia medida a
470 nm. A amostra controle continha apenas a emulsdo. A capacidade antioxidante do
alginato clareado por ozonizacgdo, pelo B-caroteno foi expressa em porcentagem e

calculada através da Eq 11.

Inibicdo do clareamento de p-caroteno (%) = [1 - (M)]x 100 (11)

A,O—A't

Onde Ao ¢ A’ s80 as absorbancias da amostra e do controle, respectivamente, medidas
no tempo zero, e At e A’ts80 as absorbancias da amostra e do controle, respectivamente,
medidas apos 2 h.

2.10. Analise estatistica

Os resultados, em triplicata, foram avaliados estatisticamente pela andlise de
variancia (ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para verificar se houve diferenca
significativa entre as amostras ao nivel de 95% de significancia. Todas as anélises

estatisticas foram realizadas no software Microcal ™ Origin ® 6.0 (Microcal,

Northampton, MA, USA).
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3. Resultados e discussao

3.1. Ajuste do modelo e analises estatisticas

O delineamento de Box-Behnken com trés fatores e trés niveis foi empregado para
avaliar o efeito da ozonizagdo no clareamento da solucédo de alginato de sodio (Figura 2).
através da avaliacdo das propriedades fisico-quimicas (%T, L*, Hdin, Mv, M/G e 7). Na
Figura 3 é apresentado o alginato de sodio liofilizado, ap6s os diferentes tratamentos de
clareamento. Os valores das respostas (Tabela 1) variaram conforme a condicdo de
0zonizacao e se ajustaram ao modelo polinomial de segunda ordem (Eq 1), exceto o indice
de luminosidade L* que melhor se ajustou a regressdo de primeira ordem (Eq 2). A
validacdo dos modelos, os quais relacionam cada resposta e as variaveis independentes,
foi confirmada pelo teste de perda de ajuste e sua significancia, assim como pela analise
de variancia (ANOVA) (Tabela 2). A importancia de cada coeficiente da equagéo foi
determinada pelos valores de F e p (Liu et al., 2012), sendo que valores de p menores que

0,05 indicam que o termo ¢ significativo.

———

Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3

.

Trat. 4 Trat. 5 Trat. 6 Trat. 7
Trat. 9 Trat. 10 Trat. 11

Trat. 12 Trat. 13 Trat. 14 Trat. 15

Figura 2. Tratamentos das solucGes de alginato de sddio 1% apds o processo de
clareamento por ozonizag&o.
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Controle

Trat. 8 Trat. 10 Trat. 11
Trat. 12 Trat. 13 Trat. 14 Trat. 15

Figura 3. Tratamentos de clareamento por ozonizacao das solucdes de alginato de sodio
apos liofilizacéo.



Tabela 1 Delineamento experimental de Box-Behnken para as variaveis independentes e suas respostas.
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Tratamentos Variaveis codificadas Valores reais Respostas
X1 X2 X3 Tempo Fluxo de O Temperatura %T L* M/G Hdim Mv [7]
(min) (L/min) (°C) (mPa.s) (kDa) (dL/g)

1 +1 +1 0 35 2,0 25 83,6 76,29 0,69 1,68 63,57 1,37

2 +1 0 +1 35 15 45 57,5 62,24 0,67 1,58 26,11 0,57

3 +1 0 -1 35 1,5 5 58,7 66,27 0,66 1,66 71,69 1,54

4 +1 -1 0 35 1,0 25 75,1 71,47 0,64 1,53 70,76 1,52

5 0 +1 +1 20 2,0 45 56,6 60,14 0,64 1,62 39,00 0,85

6 0 +1 -1 20 2,0 5 59,1 65,32 0,68 1,69 73,59 1,58

7 0 -1 +1 20 1,0 45 55,7 64,23 0,66 1,67 27,00 0,59

8 0 -1 -1 20 1,0 5 57,1 61,25 0,67 1,61 34,17 0,74

9 -1 +1 0 5 2,0 25 40,8 53,42 0,74 3,15 57,94 1,25

10 -1 0 +1 5 1,5 45 44,1 54,56 0,68 2,45 27,31 0,59

11 -1 -1 0 5 1,0 25 37,5 48,36 0,71 3,80 53,79 1,16

12 -1 0 -1 5 1,5 5 40,8 54,68 0,75 3,03 46,14 1,00

13 0 0 0 20 1,5 25 75,3 70,70 0,71 2,07 24,62 0,54

14 0 0 0 20 15 25 81,3 75,97 0,73 1,93 20,29 0,44

15 0 0 0 20 15 25 77,6 70,15 0,71 1,58 19,41 0,42
Controle - - - - - - 294 48,67 0,74 5,62 139,51 2,96
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Tabela 2
Coeficientes de regresséo e anélise da variancia do modelo predito para cada resposta.
(Continua)

Tipo Soma dos gl Quadrado  Valor-F Valor-p
guadrados medio

[%6T]

Modelo 2991,94 9 332,44 4,98 0,0460*

X1-Tempo 1559,61 1 1559,61 23,34 0,0048*

X2-Fluxo de O 27,01 1 27,01 0,4043 0,5529

Xs-Temperatura 0,4050 1 0,4050 0,0061 0,9410

X1 X2 6,76 1 6,76 0,1012 0,7633

X1 X3 5,06 1 5,06 0,0758 0,7941

X2 X3 0,3025 1 0,3025 0,0045 0,9490

X2 608,10 1 608,10 9,10 0,0295*

X2? 132,19 1 132,19 1,98 0,2186

X3? 826,16 1 826,16 12,36 0,0170*

Residual 334,08 5 66,82

Perda do ajuste 315,75 3 105,25 11,49 0,0811

Erro puro 18,33 2 9,16

Total 3326,02 14

R?=0,899 RZ ajustado =0,7188

[L*]

Modelo 549,39 3 183,13 5,92 0,0117*

Xi1-Tempo 532,20 1 532,20 17,21 0,0016*

Xo-Fluxo de O 12,15 1 12,15 0,3929 0,5436

Xs-Temperatura 5,04 1 5,04 0,1630 0,6942

Residual 340,21 11 30,93

Perda de ajuste 340,06 9 37,78 487,54 0,0020*

Erro puro 0,1550 2 0,0775

Total 889,60 14

R?=0,618 R? ajustado=0,5133

[M/G]

Modelo 0,0154 9 0,0017 6,36 0,0278*

X1-Tempo 0,0060 1 0,0060 22,55 0,0051*

Xz-Fluxo de O 0,0006 1 0,0006 2,28 0,1912

Xs-Temperatura 0,0015 1 0,0015 5,64 0,0636

X1 X2 0,0001 1 0,0001 0,3727 0,5682

X1 X3 0,0016 1 0,0016 5,96 0,0585

X2 X3 0,0002 1 0,0002 0,8385 0,4018

X2 0,0000 1 0,0000 0,1171 0,7462

X2? 0,0022 1 0,0022 8,32 0,0344*

X3? 0,0032 1 0,0032 12,04 0,0178*



Tabela 2

Coeficientes de regresséo e anélise da variancia do modelo predito.
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(Continuacéo)

Tipo Soma dos gl Quadrado  Valor- F Valor-p
quadrados médio

Perda de ajuste 0,0011 3 0,0004 2,69 0,2828

Erro puro 0,0003 2 0,0001

Total 0,0167 14

R?=0, 919 RZ ajustado=0,7750

[Main]

Modelo 6,559E-06 9 7,288E-07 7,34 0,0205*

X1-Tempo 4,470E-06 1 4,470E-06 45,01 0,0011*

Xo-Fluxo de O 2,761E-08 1 2,761E-08 0,2780 0,6205

Xs-Temperatura 5,611E-08 1 5,611E-08 0,5650 0,4861

X1 X2 1,600E-07 1 1,600E-07 1,61 0,2602

X1 X3 6,250E-08 1 6,250E-08 0,6293 0,4636

X2 X3 4,225E-09 1 4,225E-09 0,0425 0,8447

X2 1,357E-06 1 1,357E-06 13,66 0,0141*

X2? 2,008E-08 1 2,008E-08 0,2022 0,6718

X32 3,025E-07 1 3,025E-07 3,05 0,1414

Residual 4,966E-07 5 9,932E-08

Perda de ajuste 3,692E-07 3 1,231E-07 1,93 0,3590

Erro puro 1,274E-07 2 6,370E-08

Total 7,055E-06 14

R?=0, 929 R? ajustado=0,8029

[Mv]

Modelo 5135,57 9 570,62 6,33 0,0280*

X1-Tempo 275,54 1 275,54 3,06 0,1409

X2-Fluxo de O 292,58 1 292,58 3,25 0,1315

Xs-Temperatura 1409,01 1 1409,01 15,63 0,0108*

X1 X2 32,15 1 32,15 0,3566 0,5764

X1 X3 178,89 1 178,89 1,98 0,2180

X2 X3 187,96 1 187,96 2,08 0,2084

X2 1436,40 1 1436,40 15,93 0,0104*

X2? 1529,26 1 1529,26 16,96 0,0092*

X3? 10,04 1 10,04 0,1113 0,7522

Residual 450,80 5 90,16

Perda de ajuste 435,25 3 145,08 18,65 0,0513

Erro puro 15,56 2 7,78

Total 5586,37 14

R?=0, 919 R? ajustado=0,7740
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Tabela 2
Coeficientes de regresséo e anélise da variancia do modelo predito.

(Concluséo)

Tipo Soma dos gl Quadrado  Valor- F Valor-p
quadrados médio

(]

Modelo 2,34 9 0,2601 6,26 0,0287*

X1-Tempo 0,1250 1 0,1250 3,01 0,1435

X2-Fluxo de O 0,1352 1 0,1352 3,25 0,1312

Xs-Temperatura 0,6385 1 0,6385 15,35 0,0112*

X1 X2 0,0144 1 0,0144 0,3463 0,5818

X1 X3 0,0784 1 0,0784 1,89 0,2281

X2 X3 0,0841 1 0,0841 2,02 0,2143

X2 0,6565 1 0,6565 15,79 0,0106*

X2? 0,7040 1 0,7040 16,93 0,0092*

X3? 0,0050 1 0,0050 0,1194 0,7438

Residual 0,2079 5 0,0416

Perda de ajuste 0,1996 3 0,0665 16,10 0,0590

Erro puro 0,0083 2 0,0041

Total 2,55 14

R?=0, 918 R?ajustado =0,7716

%T = porcentagem de transmitancia; L* = indice de luminosidade; pgim= viscosidade dindmica; My, = massa
molar; Wint = viscosidade intrinseca.; gl= grau de liberdade

*Valores estatisticamente significativos

Os valores de coeficiente de correlacdo (R?) foram superiores & 0,899, exceto para
o L*, onde foi observado valor inferior, mas proximo, ao limite minimo (R?=0,7) para
que o ajuste do modelo aos dados experimentais seja considerado satisfatério (Moore,
2010). O modelo matematico com R? mais proximo de 1 indica melhor correlacdo entre

os valores experimentais e preditos (Sousa et al., 2010).

3.2. Efeito da ozonizacéo na cor do alginato

A cor do alimento € um importante atributo sensorial, ja que é um fator
determinante na decisdo da compra, estando, muitas vezes, relacionada com a qualidade
do produto. O alginato de sodio, quando extraido de alga parda, apresenta coloracédo
marrom, e 0 Seu Uso sem um prévio tratamento de clareamento, ira alterar a cor do produto

final, causando rejeicéo e insatisfacdo no mercado consumidor. Assim, a cor do alginato
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de sodio ap6s o clareamento foi avaliada através de andlise de porcentagem de
transmitancia (%T) e indice de luminosidade (L*), j& que este atributo € um importante
parametro de qualidade do produto final.

3.2.1. Efeito dos parametros da ozoniza¢édo na porcentagem de transmiténcia (%T) da

solucdo de alginato de sodio

A solucéo de alginato de s6dio sem ozonizacdo (amostra controle) apresentou o
menor valor de transmitancia e, consequentemente, a cor mais escura. Os valores de
porcentagem de transmitancia dos diferentes tratamentos variaram entre 37,5 a 83,6 %
(Tabela 1) sendo que o tratamento 1 foi o que obteve a solucdo mais clara seguido, em
ordem decrescente, dos tratamentos 14, 15 e 13. Os resultados foram satisfatérios quando
comparado com solucédo de alginato de sddio 1% (m/v) comercial (Grindsted® Alginate

FD 175, Danisco) que apresentou 90,4% de transmitancia.

O modelo quadratico predito para a transmitancia, na forma codificada, com

somente os termos significativos do modelo (X1, X12, X3?), € apresentado na Eq 12.
%T = 74,38+ 13,96 * X; — 0,22 * X3 — 12,37 * X;* — 14,49 * X3 (12)

A superficie de resposta tridimensional do modelo quadratico que descreve a
resposta da transmitancia (Eq 12) é apresentada na Figura 4, onde pode ser observado que
o fluxo de O2 (X2) ndo apresenta influéncia significativa sobre a %T, enquanto que a
temperatura (X3), nas condi¢cdes mais alta e baixa, apresentam influéncia negativa na
resposta. Por outro lado, o tempo (X1) foi o que exerceu maior influéncia na %T,
apresentando uma relacéo diretamente proporcional. Esses resultados indicam que, para
obten¢do de uma solugdo com maior %T, portanto, mais clara, a reacdo de ozonizagédo
deve ser realizada no maior tempo de exposicdo, a 25°C e independente do fluxo de
oxigénio utilizado, podendo assim ser utilizado o menor fluxo para economia de gas

oxigénio.
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Figura 4. Grafico de superficie de resposta do tempo, fluxo de oxigénio e temperatura do
clareamento de solucdo alginato de sodio sobre a porcentagem de transmitancia. As variaveis fixas
de cada gréafico foram definidas para o valor codificado 0 (A) 20 min, (B) 25°C e (C) 1,5 L/min.

3.2.2. Efeito dos parédmetros da ozonizac¢éo no indice de luminosidade (L*) do alginato

de sodio

O indice de luminosidade L* da amostra controle (sem tratamento) foi a que
obteve menor valor, enquanto que 0s maiores valores deste parametro foram verificados
nos tratamentos 14 e 1 (Tabela 1). Apesar do modelo linear ajustar melhor os dados
experimentais do que o quadratico, este ndo foi capaz de predizer satisfatoriamente o
indice de luminosidade L*, ja que a falta de ajuste foi significativa em relacéo ao erro
puro (Tabela 2), o que ndo é desejavel. A Eq 13 apresenta a equacao codificada, apenas

para o termo significativo do modelo (X1) para o indice de luminosidade L*.

L *= 63,31+ 8,16 * X, (13)

Apesar da falta de ajuste do modelo aos dados experimentais de luminosidade,
pode ser verificado que dentre os parametros estudados, o tempo (X1) exibiu um impacto
positivo no indice de luminosidade, apresentando uma relagéo diretamente proporcional
a resposta, ou seja, a medida que se aumenta o tempo, maior foi o valor de L* (Figura 5).
Os resultados obtidos de cor foram satisfatorios, uma vez que, os tratamentos 14 e 1
apresentaram maior transmitancia e maior indice L*, sendo estes 0s que apresentaram pés

de alginato mais claros.
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Figura 5. Grafico de superficie de resposta do tempo, fluxo de oxigénio e temperatura do
clareamento de solugdo alginato de sodio sobre o indice de luminosidade. As variaveis fixas de
cada grafico foram definidas para o valor codificado 0 (A) 20 min, (B) 25 °C e (C) 1,5 L/min.

3.3. Efeito dos parametros da ozonizacéo na proporcdo M/G do alginato de sodio

A determinacdo da composicao estrutural e sequencial do alginato de sédio, por
espectroscopia de RMN *H, estabelece sua funcionalidade e possiveis aplicagcdes em
diferentes setores industriais. Os espectros das amostras foram utilizados na determinacéo
das fragdes individuais (M e G) e duplas (MM, GG e MG=GM¥*) dos &cidos manurénicos
(M) e gulurdnicos (G), assim como a razdo M/G. Para isso, foram utilizadas as areas dos
sinais nas regibes anoméricas que, para fracbes de alginato de sodio, podem ser
observadas entre os sinais de 4,25 a 5,5 ppm (Grasdalen et al. (1979, 1983)), confirmando
a estrutura do alginato de sédio extraido de algas marinhas.. Os limites e ajustes da
integracdo aplicados aos calculos (Tabela 4, ASTM Standard F2259-10, 2010) das areas

denotadas A, B e C na regido anomérica (Figura 6) na Tabela 3.

*Para cadeias longas (grau de polimerizacao > 20), corre¢des para 0s residuos das extremidades redutoras)
sdo negligenciados, portanto, Fem=Fmc
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Tabela 3
Ajuste da regido de interesse do espectro de RMN H? do alginato de sédio.
Sinal Deslocamento quimico Atribuigéo
6 (ppm)

A 5,08 G (préton 1)
Bl 4,76 GGM (préton 5)
B2 4,73 MGM (proton 5)
B3 4,7 MG (proton 1)
B4 4,67 MM (préton 1)
C 4,47 GG (préton 5)

Tabela 4
RelagBes empregadas para analise quantitativa por RMN H? dos alginatos.

G=05x(a+ Ic+0,5x (Iz1 +Ig2 +Ig3))
Fracdo individual M= Ig4+0,5 X (Ig1 +IB2 +1g3)
Razéo M/G = M/G
GG =0,5x (Ia+ Ic- 0,5x (Ig1 +Ig2 *+1g3))
Fracdo dupla MG=GM= 0,5 x (Ig1 +Ig2 +Ig3)
MM = Igs

x 108

Intensidade

45 4.4

Deslocamento quimico

Figura 6. Espectro de RMN H! de alginato de sddio em que os picos A e C sdo integrados enquanto
que as integrais dos picos B1, B2, B3 e B4 sdo obtidos por deconvolucdo (Jensen, Larsen e
Engelsen (2015)).



38

Tabela 5
Parametros de composicéo e estrutura dos alginatos.
Tratamentos Fc Fm Fee Fvm Fem M/G
1 0,59 0,41 0,47 0,29 0,12 0,69
2 0,60 0,40 0,49 0,29 0,11 0,67
3 0,60 0,40 0,48 0,28 0,12 0,66
4 0,61 0,39 0,50 0,28 0,11 0,64
5 0,61 0,39 0,50 0,28 0,11 0,64
6 0,59 0,41 0,47 0,29 0,12 0,68
7 0,60 0,40 0,49 0,28 0,12 0,66
8 0,60 0,40 0,48 0,29 0,11 0,67
9 0,58 0,42 0,44 0,29 0,14 0,74
10 0,59 0,41 0,48 0,29 0,12 0,68
11 0,59 0,41 0,44 0,27 0,15 0,71
12 0,57 0,43 0,43 0,29 0,14 0,75
13 0,59 0,41 0,47 0,29 0,12 0,71
14 0,58 0,42 0,45 0,30 0,12 0,73
15 0,59 0,41 0,46 0,29 0,13 0,71
Controle 0,57 0,43 0,41 0,26 0,16 0,74

Os espectros dos diferentes tratamentos e da amostra controle (sem ozonizagéao)
de alginato de sodio (Figura 7) apresentaram sinais caracteristicos do biopolimero e foram
similares a outros estudos utilizando o mesmo biomaterial (Andriamanantoanina &
Rinaudo, 2010; Arvizu et al., 2007; Borazjani et al., 2017; Grasdalen et al., 1979; Penman
& Sanderson, 1972). A quantidade dos blocos manurbénicos e gulurénicos
homopoliméricos (Fes, Fmm) encontrados nas amostras (Tabela 5) foi maior que o0s
heteropoliméricos (Fws, Fom), Sendo o contetdo da fragdo G encontrada em maior
quantidade na estrutura, o que confere maior rigidez ao gel formado pelo alginato de sodio
(Rahelivao et al., 2013).
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Intensidade

Deslocamento Quimico

Figura 7. Espectros de RMN H! do alginato de sodio controle (sem tratamento) e

submetidos a diferentes tratamentos de ozonizagéo.
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Outro importante indicador, amplamente utilizado para caracterizacdo do
biopolimero, em relacéo a formacéo de géis é a razdo M/G (Penman & Sanderson, 1972).
Segundo Day (1998), a maioria dos alginatos extraidos de algas tem a propor¢do M/G
entre 0,45 e 1,85. Os valores das razdes M/G, dos diferentes tratamentos encontrados
nesse estudo, variam entre 0,64 e 0,75 (Tabela 2) e se enquadram dentro do intervalo
(0,52 —1,27) verificados com algas do género Sargassum (Bertagnolli et al., 2014; Davis,
Volesky & Mucci, 2003; Davis et al., 2004; EI Atouani et al., 2016; Fenoradosoa et al.,
2010; Larsen et al., 2003; Torres et al., 2007), sendo classificados com uma razdo M/G
baixa. As propor¢cdes M/G podem apresentar uma grande amplitude em seus valores pois
as composicOes estruturais sdo influenciadas pelas diferentes espécies, época e
localizagé@o de coleta das algas, assim como procedimento de extracdo do alginato de
sodio (Bertagnolli et al., 2014, Craigie et al., 1984; Indergaard & Skjak-braek, 1987;
Mairh, 1982; Nishide et al., 1987). Essa diferenca na proporcdo M/G pode ser observada
nos alginatos comerciais: N°71238 Fluka (Suica), que apresentou M/G de 0,43 (Gomez
et al, 2009), e o alginato comercial da Sigma-Aldrich (W201502, Lot# MKBT7870V),

que apresentou valor de 1,4 (Rhein-Knudsen et al., 2017).

Os alginatos de sddio ozonizados apresentaram em sua composicdo, prevaléncia
dos conteidos G, o que origina géis fortes e quebradicos, sendo estes adequados para
encapsulacdo em aplica¢fes biomédicas ou ambientais; alginatos com grande quantidade
de contetdo M formam géis elasticos, o que pode ser desejavel em produtos alimenticios,
cosméticos ou farmacéuticos (Murillo-Alvarez & Hernandez-Carmona, 2007; Penman &
Sanderson, 1972).

O modelo quadratico, na forma codificada e com apenas os termos significativos

(X1, X22, X3?), representando a relacdo M/G é apresentado na Eq 14.

% =0,72 — 0,03 % X; + 0,01 % X, — 0,02 * X3 — 0,02 * X,% — 0,03 * X5 (14)
Através da superficie de resposta (Figura 8), que representa a Eq 14, pode ser
observado que o fluxo de oxigénio (X2) e a temperatura (X3) tem influéncia similar em
relacdo a proporgdo M/G, obtendo melhor resultado no tratamento com as variaveis do
ponto central. Entretanto, o tempo (X1) apresenta uma relagéo inversamente proporcional
a varidvel dependente, ou seja, quanto maior a exposi¢cdo ao gas 0z6nio, menor serd a

proporcao M/G.
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(A)

Figura 8. Gréafico de superficie de resposta do tempo, fluxo de oxigénio e temperatura do
clareamento de solucéo alginato de sédio sobre a razdo M/G. As variaveis fixas de cada
gréfico foram definidas para o valor codificado 0 (A) 20 min, (B) 25°C e (C) 1,5 L/min.

3.4. Efeito dos parametros da ozonizagao na viscosidade dinamica (Mqin) do alginato de
sodio

As curvas de fluxo, definidas pela relagéo entre viscosidade aparente (Map) € taxa
de deformacdo (y) (Figura 9), assim como tensdo de cisalhamento (t) e taxa de
deformacéo (y) (Figura 10) permitem verificar o comportamento de fluxo das solugdes de
alginato de sodio submetidas aos diferentes tratamentos de clareamento. A partir destes
reogramas é possivel estabelecer se um liquido, em determinadas condigdes de tensdo de
cisalhamento e taxa de deformacéo, apresenta um comportamento de fluxo Newtoniano
ou ndo-Newtoniano (Bongiovani et al., 2008). As solu¢des de alginato de sddio, apds
ozonizacdo e controle apresentaram comportamento Newtoniano com coeficiente de
ajuste (R?) acima de 0,99.
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A viscosidade, propriedade fisica de um liquido em resistir ao fluxo induzido pelo

cisalhamento, depende de alguns parametros tais como temperatura, natureza fisica da
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substancia, pressdo e taxa de deformacéo. Os diferentes tipos de curvas de fluxo tém suas
correspondentes curvas de viscosidade, que no caso dos liquidos Newtonianos séo
representados por uma reta paralela a abscissa, mostrando que independente da taxa de
cisalhamento, a viscosidade nao se altera (Schramm, 2006).

Na Figura 10 pode ser observado um comportamento quase newtoniano dos
diferentes tratamentos de ozonizacdo, ja que a viscosidade das amostras ndao apresentou
grandes variagbes com o0 aumento das taxas de deformacdo. Um comportamento
reoldgico similar, sem variacdo da viscosidade em altas taxas de deformacdo, foi
verificado em alginato de sodio extraido de algas do mesmo género (Torres et al., 2007)
e em alginato de sddio extraido de algas do género Sargassum, submetido ao clareamento
com hipoclorito de s6dio (Andriamanantoanina & Rinaudo, 2010).

Entretanto, a maioria dos estudos reolégicos com alginato verificaram
comportamento ndo-newtoniano tipo pseudoplastico (EI Atouani et al., 2016;
Fenoradosoa et al., 2010; Mancini et al., 1996; Lima, 2006). Comparado com esses
estudos, o alginato de sédio ap6s ozonizagdo apresentou massa molar baixa (Tabela 1),
indicando que, ha uma organizacdo menos entrelacada das cadeias poliméricas e com
menos interacdes intermoleculares, o que reduz a viscosidade das solucdes de alginato
(Kokini & Surmay, 1994; Yanaki & Yamaguchi, 1990). Essas diferencas no
comportamento reoldgico podem ser devido as variaveis quimicas e fisicas do alginato
de sadio, as quais afetam as propriedades em solucdo, como temperatura de extracao,
massa molar do polimero, taxa de deformacéo utilizadas, concentracdo e pH da solucéo
do biopolimero (Schweiger, 1962).

O modelo quadrético, representativo da viscosidade dindmica, contendo apenas

os termos significativos (X1 e X12) é apresentado na Eq 15.
ain = 0,0017 — 0,0007 * X; + 0,0006 * X, > (Equacéo 15)

Analisando a Eq 15 e a superficie de resposta gerada (Figura 11), verifica-se que

o tempo exerceu influéncia negativa na viscosidade dinamica.
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Figura 11. Grafico de superficie de resposta do tempo, fluxo de oxigénio e temperatura do
clareamento de solucgdo alginato de sodio sobre a viscosidade dindmica. As variaveis fixas de
cada grafico foram definidas para o valor codificado 0 (A) 20 min, (B) 25°C e (C) 1,5 L/min.

3.5. Efeito dos parametros da ozonizagdo na massa molar (My) e viscosidade intrinseca

[1] do alginato

A viscosidade intrinseca de uma solu¢do polimérica determina a viscosidade
produzida por uma Unica molécula dispersa no solvente, sem interagdo com outras
moléculas de polimero, estando relacionada com o volume hidrodinamico do soluto na
solucdo. Além disso, medidas da viscosidade de solucbes poliméricas diluidas permitem
o célculo de uma massa molar média e, quanto maior o seu valor, mais viscosa é a solucao
(Canevarolo, 2002).

Visto que as respostas de viscosidade intrinseca e massa molar se correlacionam,
os resultados estatisticos das representacdes das superficies de resposta foram similares
(Tabela 2). As equacdes preditivas codificadas para massa molar (Mv) (Eq 16) e

viscosidade intrinseca [J] (Eq 17) estdo apresentadas a seguir:
Mv = 22,45 + 5,87 % X; + 6,05 * X, — 13,27 * X5 + 19,60 * X;% + 20,22 * X,* (16)

[7] = 0,4892 + 0,1250 * X, + 0,13B — 0,2825 X5 + 0,4188 x X, % + 0,4338 * X,
(17)

A partir dos graficos de superficie de resposta para massa molar (Figura 12) e
viscosidade intrinseca (Figura 13), assim como suas respectivas equacgdes (Egs 16 e 17),

pode ser verificado que quando utilizados os valores maximos e minimos do tempo (X1)
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e do fluxo de oxigénio (X2), hd o aumento da viscosidade intrinseca e massa molar do
alginato de soédio. Em contrapartida, a temperatura (X3) apresenta uma relagao
inversamente proporcional as respostas, ou seja, 0 aumento da temperatura acarreta a

reducao das respostas.

A viscosidade intrinseca das solugdes de alginato de sddio, submetida a diferentes
tratamentos de ozonizacdo, apresentou variacdo entre 0,42 a 1,58 dL/g (Tabela 1),
enguanto a massa molar variou de 19,41 a 73,59 kDa (Tabela 1). Um estudo reporta
resultado semelhante para a massa molar do alginato comercial (50 kDa; Sigma-Aldrich)
(Perez et al., 2014), apesar de ter sido verificado, neste estudo, valor inferior (7,83 dL/g
e 374,28 kDa) para alginato de sodio Grindsted® Alginate FD 175 (Danisco).
Comparando com outros trabalhos, os resultados aqui obtidos foram inferiores aos
reportados por Torres et al. (2007), estudando alginato de sddio extraido de alga do género
Sargassum, que verificaram viscosidade intrinseca de 4,1 e 6,9 (dL/g) e massa molar de
194 e 330 kDa, para amostras extraidas em 1h e 5h, respectivamente.

As solucdes de alginato de sddio ozonizadas sofreram uma reducdo de 47 a 86%
dos valores de viscosidade intrinseca e massa molar quando comparadas a amostra
controle (Tabela 1). Alginatos de sédio extraidos de duas espécies de alga Sargassum, e
submetidos ao clareamento com hipoclorito de sodio, apresentaram 1,92 e 2,06 dL/g de
viscosidade intrinseca com uma reducao de 90 e 50%, respectivamente, em relacdo a suas
amostras-controle (Andriamanantoanina & Rinaudo, 2010). Desta forma, pode-se inferir
que a aplicacdo de 0zo6nio nas solugbes de alginato resulta na redugé@o da viscosidade
intrinseca e, consequentemente, da massa molar em propor¢des similares ao tratamento

com hipoclorito de sodio.
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Figura 12. Gréfico de superficie de resposta do tempo, fluxo de oxigénio e temperatura do
clareamento de solucéo alginato de sddio sobre a massa molar. As variaveis fixas de cada gréafico
foram definidas para o valor codificado 0 (A) 20 min, (B) 25 °C e (C) 1,5 L/min.
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Figura 13. Grafico de superficie de resposta do tempo, fluxo de oxigénio e temperatura do
clareamento de solucdo alginato de sodio sobre a viscosidade intrinseca. As variaveis fixas de

cada grafico foram definidas para o valor codificado 0 (A) 20 min, (B) 25 °C e (C) 1,5 L/min.
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3.6. Otimizacao e validacédo do processo de clareamento de alginato de sodio extraido

de alga parda

A otimizacao multiresposta para os parametros de clareamento (fluxo de oxigénio
2 L/min por 35 min a 25° C) do alginato para obtencdo dos méximos valores de resposta
(porcentagem de transmitancia (%T= 83,6), indice de luminosidade (L*= 76,29),
proporgdo M/G (0,75), viscosidade dindmica (Mdin = 3,80 mPa.s), massa molar (Mv =
73,59 kDa) e viscosidade intrinseca ([#]= 1,59 dL/g)) foi realizada através da funcgéo
desejabilidade. O valor de desejabilidade maxima da otimizacdo encontrado foi 0,912,
que esta dentro da faixa aceitavel (0<d<1), sendo que quanto maior a desejabilidade, mais
preciso sera a adequacao das varidveis independentes na otimizacdo (Derringer & Suich,
1980).

O processo de clareamento por ozonizagao realizado nas condi¢fes otimizadas
apresentou %T= 87,8, L*= 58,35, M/G = 0,70, pgin = 1,39 mPa.s, Mv = 66,30 kDa e [#]
=1,43 dL/g. Esses valores sdo similares aos encontrados no Tratamento 1, ja que a
condigdo otimizada foi a mesma utilizada nesse tratamento, exceto o valor do indice de
luminosidade que foi inferior, podendo ser explicado pelo modelo preditivo deste
parametro que ndo foi significativo. Isto indica que o modelo pode ser considerado
satisfatorio para predizer o efeito de cada parametro de ozonizagdo (tempo, temperatura
e fluxo de oxigénio) na qualidade do alginato de sédio (porcentagem de transmitancia,

proporcdo M/G, viscosidade dindmica, massa molar e viscosidade intrinseca.

Os indices colorimétricos atingiram resultados satisfatérios quando comparados
com o alginato comercial e sua composicéao estrutural e propriedades reoldgicas apontam

para aplicabilidade em processos de encapsulacao.
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3.7. Avaliacdo da capacidade antioxidante do alginato de sodio clareado sob as

condigdes otimizadas

A quantificacdo de cada componente antioxidante separadamente é relativamente
dificil devido a existéncia de diversos componentes antioxidantes. Assim, diferentes
métodos analiticos tém sido desenvolvidos para avaliar a atividade antioxidante total de
amostras (Prabhakar et al., 2006; Wangensteen, Samuelsen & Malterud, 2004). Esses
métodos visam atingir o sistema de defesa oxidante por meio de diferentes mecanismos
0s quais sdo remocdo de especies reativas de oxigénio e radicais hidroxila, reducéo de

radicais peroxila lipidica, inibicdo da peroxidacao lipidica ou quelagdo de ions metélicos.

3.7.1 Capacidade antioxidante do alginato de sddio ozonizado por ABTS (Atividade
antioxidante equivalente ao trolox)

A capacidade antioxidante do alginato extraido de algas Sargassum foi avaliada
pela andlise baseada na transferéncia de elétrons, sendo o cation ABTS" utilizado como
oxidante. As analises foram realizadas na amostra controle, ozonizada e comercial
(Grindsted® Alginate FD 175, Danisco), apresentando 49,86+0,45, 24,62+0,01 e
12,36+0,09 uM TE/g, respectivamente. Os resultados demonstraram que o alginato de
sodio extraido das algas pardas, sem nenhum processo de clareamento, apresentou maior
efeito na eliminacdo do radical livre, seguido das amostras ozonizada e comercial. Pode
ser verificado que o alginato clareado pelo processo de ozonizacdo apresentou o dobro de
atividade antioxidante, quando comparado com o comercial, o qual foi tratado com
hipoclorito de so6dio, mostrando que o uso do gas ozonio tem grande potencial, além do

clareamento, na preservacao de compostos bioativos.
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3.7.2 Capacidade antioxidante do alginato de s6dio ozonizado por DPPH

O DPPH tem sido utilizado extensivamente como um radical livre para investigar
compostos antioxidantes de algas e seus polissacarideos (Borazjani et al., 2017; Fleita,
El-Sayed & Rifaat, 2015; Molyneux, 2004; Khaled, Hiba & Asma, 2012; Sellimi et al.,
2015).

Os resultados apontam que a atividade antioxidante é dependente da concentracao
da solucdo de alginato, como apresentado na Figura 14, em que ha um aumento linear da
atividade antioxidante com a concentracdo, até atingir o valor maximo, mantendo-se
constante nas concentragdes maiores de alginato. As amostras controle e a ozonizada
exibiram resultados similares em todas as concentracdes, apresentando os valores
méaximos de 54,48 e 50,84%, respectivamente. Este fato indica que o processo de
clareamento por ozonizacdo ndo causou decréscimo significativo na atividade
antioxidante do alginato. O alginato de sdédio comercial aqui estudado apresentou 0 menor
valor (42,57%) de atividade antioxidante. Desta forma, os resultados indicam que o
processo de clareamento por ozonizagcdo pode ser menos prejudicial aos compostos
antioxidantes quando comparado ao tratamento com hipoclorito de sédio comercial.
Estudos utilizando ozdnio como agente desinfetante apontam que este composto nao
prejudicou a capacidade antioxidante de frutas ou verduras e em alguns casos melhorou
suas propriedades nutricionais (Alothman et al., 2010; Beltran et al., 2005; Rodoni et al.,
2009; Yeoh, Ali & Forney, 2014).

Comparando os resultados encontrados neste estudo, estes foram inferiores ao
verificado por Sellimi et al. (2015) que encontraram, aproximadamente, 70% de atividade
antioxidante em alginato extraido de algas Cystoseira barbata na concentracdo de 1000
ug/mL. Entretanto, valor similar (40%) na concentracdo de 1000 ug/mL foi encontrado
por Borazjani et al. (2017) para os alginatos de sddio da alga do género Sargassum

extraidos com tratamento acido, como executado neste estudo.
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Figura 14. Capacidade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH" das
amostras de alginato de sdédio controle, ozonizada e comercial.

3.7.3 Capacidade antioxidante por [-caroteno /acido-linoleico do alginato de sddio
ozonizado

Neste sistema, a oxidacdo do acido linoleico gera radicais livres que atacam as
moléculas de -caroteno altamente insaturadas. Quando essa reagéo ocorre, a molécula
de B-caroteno libera sua ligacdo conjugada e a cor alaranjada caracteristica desse
composto desaparece (Kulisic et al., 2004). A presenca de antioxidantes evita a destruicdo
do B-caroteno e cor laranja é mantida. A Figura 15 mostra um aumento da descoloragéo
de B-caroteno com o aumento da concentragdo das solucdes de alginato. As amostras
demonstraram uma baixa habilidade de prevenir o clareamento de p-caroteno. Na
concentracédo de 1,5 mg/mL, as amostras controle e ozonizada apresentaram 26 e 10% de
atividade antioxidante, respectivamente. Resultado superior foi verificado por Sellimi et
al. (2015) que observaram 60% de atividade antioxidante em alginato de sodio extraido
de algas Cystoseira barbata. Entretanto, estudos avaliando a capacidade antioxidante por
[3-caroteno /acido-linoleico para algas do género Sargassum nédo foram encontrados para
comparagao, ja que a atividade antioxidante pode variar entre algas da mesma espécie,

como também em géneros diferentes (Luo et al., 2010).
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4. Concluséao

Os resultados obtidos demonstraram que 0 0zdnio € um agente clarificante
promissor para ser utilizado no clareamento de alginato de sddio. Apesar de sua aplicacao
ter diminuido a massa molar e as viscosidades intrinseca e dindmica em rela¢do a amostra
controle, os resultados de cor (porcentagem de transmiténcia e indice de luminosidade)
mostraram sua eficiéncia quanto agente clarificante, originando pos claros. Por ser um
estudo pioneiro no uso de 0zoénio no clareamento de solucédo de alginato de sddio, esses
dados podem embasar mais estudos na &rea, além de serem importantes para o
direcionamento da aplicabilidade dos alginatos tratados. A partir da metodologia de
superficie de resposta (RSM), pode-se concluir que o tempo foi a variavel dependente
que exerceu a maior influéncia nas respostas, seguido da temperatura. A variagéo do fluxo
de oxigénio demonstrou pouca influéncia nas respostas. Os resultados da RSM, obtidas a
partir do delineamento Box-Behnken (BBD) foram adequados para obter as condicGes
otimizadas do processo de clareamento do alginato de sodio extraido da macroalga do
género Sargassum. O alginato de sédio clareado nas condi¢fes otimizadas apresentou
capacidade antioxidante maior que a amostra comercial, indicando que o processo de
clareamento por ozonizagdo foi menos prejudicial aos compostos bioativos. Além disso,
0s antioxidantes naturais presentes no alginato de sodio aqui estudado podem agregar

valor aos produtos que utilizam esse composto em preparacdes alimenticias.
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