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RESUMO 

A Solieria filiformis é uma macroalga vermelha cultivada na costa brasileira que apresenta em 

sua constituição diversas biomoléculas de interesse industrial, entre elas a R-ficoeritrina (R-

FE). A R-FE tem sido utilizada nas indústrias alimentícia, farmacêutica, cosmética e 

nutracêutica com propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, anticarcinogênicas, entre 

outras. Devido à sua estrutura complexa, diversos métodos de extração podem não fornecer 

extratos com alto rendimento ou alta pureza, como maceração e congelamento e 

descongelamento. Além disso, alguns destes métodos podem utilizar solventes tóxicos, além do 

alto consumo de energia, como a extração assistida por ultrassom e extração por solvente. Por 

esta razão, a extração de biocompostos de alto valor agregado utilizando tecnologias 

ambientalmente amigável é particularmente interessante. Partindo dessa premissa, o presente 

estudo teve como objetivo analisar o rendimento de R-FE extraída da macroalga Solieria 

filiformis através do método de pressurização. O estudo foi desenvolvido em duas diferentes 

metodologias. A metodologia 1 avaliou duas amostras diferentes (macroalga úmida e 

liofilizada), com foco na avaliação do tempo de extração, biofuncionalidade da proteína, em 

pressão constante de 500 bar. O rendimento máximo de R-FE foi alcançado para estrutura de 

alga liofilizada após 360 min, obtendo 0,67 mg de R-FE por grama de biomassa seca. Além 

disso, os extratos apresentaram atividade anticancerígena em testes in vitro nas linhas celulares 

HL-60 (leucemia promieloblástica) e HCT-116 (câncer colorretal). A partir da alga liofilizada, 

a metodologia 2 analisou a ruptura celular ao longo do tempo em diferentes solventes (água 

ultrapura e tampão fosfato), tamanho de partículas de macroalgas e variação de pressão de 200, 

500 e 800 bar com e sem agitação. Nessa metodologia analisou-se um novo equipamento 

determinado célula de recombinação. O rendimento máximo alcançou 22,53 ± 0,60 mg de R-

FE por grama de biomassa seca. As condições de extração foram a estrutura macerada, 

combinação de pressão a 500 bar com agitação. Nessas condições, a R-ficocianina (R-FC) 

também foi extraída com rendimento de 3,70 mg·g-1. A biomolécula apresentou espectros 

característicos de R-FE, fluorescência e estrutura α-hélice como elemento predominante de sua 

estrutura secundária. Os extratos apresentaram capacidade antioxidante com 99,55% na 

redução dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 13,94% na quelação de íons ferrosos. 

Desse modo, a utilização de um método de extração pressurizado mostrou-se eficaz para 

aumentar o rendimento de R-FE, podendo ser desenvolvido num processo industrial 

interessante para extração e formulação de produtos biotecnológicos. 

Palavras-chave: Macroalgas vermelhas, extração pressurizada, célula de recombinação, 

rendimento de extração, atividade antioxidante.  



 

 

  ABSTRACT 

 

Solieria filiformis is a red macroalgae cultivated on the Brazilian coast that present in its 

constitution several biomolecules of industrial interest, including R-phycoerythrin (R-PE). R-

PE has been used in the food, pharmaceutical, cosmetic and nutraceutical industries with anti-

inflammatory, antioxidant, anticarcinogenic properties, among others. Because of its complex 

structure, many extraction methods may not provide extracts with high yield or high purity, 

such as maceration and freezing and thawing. Furthermore, some of these methods may use 

toxic solvents, in addition to high energy consumption, such as ultrasound-assisted extraction 

and solvent extraction. For this reason, the extraction of high-value-added biocompounds using 

environmentally friendly technologies is particularly interesting. Based on this premise, the 

present study aimed to analyze the yield of R-PE extracted from the macroalgae Solieria 

filiformis through the pressurization method. The study was developed using two different 

methodologies. Methodology 1 evaluated two different samples (wet and freeze-dried 

macroalgae), focusing on evaluating the extraction time and biofunctionality of the protein, at 

a constant pressure of 500 bar. R-PE maximum yield was reached lyophilized seaweed structure 

after 360 min, obtaining 0.67 mg of R-PE per gram of dry biomass. Furthermore, the extracts 

showed anticancer activity in in vitro tests on the HL-60 (promyeloblastic leukemia) and HCT-

116 (colorectal cancer) cell lines. Using freeze-dried algae, methodology 2 analyzed cell rupture 

over time in different solvents (ultrapure water and phosphate buffer), macroalgae particle size 

and pressure variation of 200, 500 and 800 bar with and without agitation. In this methodology, 

a new equipment determined by a recombination cell was analyzed. Maximum yield reached 

22.53 ± 0.60 mg of R-PE per gram of dry biomass. The optimal extraction conditions were the 

macerated structure, combination of pressure at 500 bar with agitation. Under these conditions, 

R-phycocyanin (R-PC) was also extracted with a yield of 3.70 mg·g-1. The biomolecule 

presented characteristic spectra of R-PE, fluorescence and α-helical structure as the 

predominant element of its secondary structure. The extracts showed antioxidant capacity, with 

99.55% in the reduction of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals and 13.94% in the 

chelation of ferrous ions. Therefore, using a pressurized extraction method proved to be 

effective in increasing the yield of R-PE, being able to be an interesting industrial process for 

the extraction and formulation of biotechnological products. 

Keywords: Red macroalgae, pressurized extraction, recombination cell, extraction yield, 

antioxidant activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os recursos naturais marinhos, como por exemplo as algas, cada vez mais 

vêm ganhando atenção devido às possibilidades de obtenção de biocompostos de grande 

interesse industrial. As algas são consideradas potencialmente uma matéria-prima 

sustentável para a produção de compostos bioquimicamente ativos, tais como: enzimas, 

polissacarídeos sulfatados, metabólitos secundários e proteínas. De uma forma geral, 

podem ser divididas em microalgas e macroalgas (BURLOT et al., 2023; KOVALESKI 

et al., 2022).  

As macroalgas vermelhas (Rhodophytas), fontes de pigmento vermelho, 

geralmente contêm altos níveis de proteína. Elas têm despertado significativo interesse 

científico devido ao seu alto valor agregado como fonte de compostos bioativos com 

potencial biotecnológico como, por exemplo, as ficobiliproteínas (FBP) (BASTOS 

FILHOS, 2016; KOVALESKI et al., 2022). Essas podem ser divididas em ficoeritrinas 

(FE), ficocianinas (FC) e aloficocianinas (AFC), que são proteínas fluorescentes e com 

pigmentos hidrossolúveis. Nas Rhodophytas, a R-ficoeritrina (R-FE) é majoritária, 

amplamente utilizada em aplicações terapêuticas: anti-inflamatórias, antioxidantes, 

antivirais, hepatoprotetoras, anticarcinogênicas e imunomoduladoras (CASTRO-

VARELA et al., 2022; RATHNASAMY et al., 2019; WANG et al., 2020a). Também é 

utilizado em alimentos e cosméticos como corante natural e não tóxico (MITTAL et al., 

2017). 

Por se tratar de uma proteína intracelular, a eficiente obtenção de R-FE ocorre 

a partir de técnicas de extração baseadas na tentativa de romper a parede celular das 

macroalgas. Vários métodos estão disponíveis para extração de ficobiliproteínas: choque 

osmótico (KAWSAR et al., 2011), maceração (MITTAL et al., 2017; MUNIER et al., 

2015), liofilização (GALLAND-IRMOULI et al., 2000), congelamento e 

descongelamento (SENTHILKUMAR et al., 2013a), ultrassom (CASTRO-VARELA et 

al., 2022; LE GUILLARD et al., 2015; MITTAL et al., 2017), homogeneização (BASTOS 

FILHOS, 2016; PEREIRA MARTINS et al., 2023), entre outros. No entanto, devido à 

presença de polissacarídeos na parede celular e em função da estrutura química e 

propriedades dos compostos bioativos, comumente esses métodos podem não fornecer 

extratos de alto rendimento ou pureza. Além disso, métodos como extração por solventes 

e/ou ultrassom podem utilizar solventes tóxicos e possuem alto consumo de energia 

(CASTRO-VARELA et al., 2022; MARTINS et al., 2016; SARKARAT; 
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MOHAMADNIA; TAVAKOLI, 2022). 

Diante deste cenário, a extração de biocompostos de alto valor utilizando 

tecnologias ambientalmente amigáveis é cada vez mais relevante. Aqui, as técnicas de 

“processos verdes” poderiam ser definidas como métodos de extração por água para obter 

ingredientes funcionais de recursos marinhos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; 

ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017; SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, 

2022). Essas técnicas, como a aplicação de pressão na parede celular, que emprega 

temperaturas amenas, são atrativos para a extração de compostos bioativos 

termossensíveis (ALEXANDRE et al., 2017), mantendo as características naturais dos 

produtos finais (DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016; PEREIRA et al., 2020) e 

preservando nutrientes, cor e sabor (SIMOVIC et al., 2022). Além disso, podem aumentar 

a eficiência do processo de extração, reduzindo o tempo e volume de solvente necessários 

(KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). Contudo, há uma lista de princípios para extração 

verde de produtos naturais que devem ser adotadas tanto pela indústria quanto pelos 

pesquisadores para estabelecer um padrão inovador e ecologicamente correto 

(ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). 

A extração por líquido pressurizado (ELP) é um método avançado de extração 

sólido-líquido que aumenta a difusividade e solubilidade de moléculas alvo em solventes, 

acelerando assim o processo de extração (SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, 

2022), tornando-o assim um processo alternativo às técnicas convencionais de extração 

(DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016). 

Na literatura, há numerosos estudos realizados para extração de FBP usando 

pressão, incluindo alta pressão hidrostática (TRAN et al., 2019), extração assistida de alta 

pressão (PEREIRA et al., 2020), homogeneização de alta pressão (CASTRO-VARELA et 

al., 2022; RUIZ-DOMÍNGUEZ et al., 2019; SIMOVIC et al., 2022) e líquido 

pressurizado (CARLOS, 2020; HERRERO et al., 2005). No entanto, há escassez de dados 

sobre a extração de R-FE de macroalgas. Portanto, neste trabalho abordaremos uma 

contribuição significativa para o avanço da análise da extração de R-FE de macroalgas 

vermelhas por meio do método de extração com líquido pressurizado. Além disso, é 

relevante salientar a introdução de um novo equipamento, a célula de recombinação, 

ainda não relatado na literatura para a extração de compostos bioativos de algas, o que 

destaca ainda mais a singularidade e o potencial impacto deste estudo na área científica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Extrair a R-ficoeritrina da macroalga Solieria filiformis pelo método de 

pressurização, visando aumentar o rendimento de extração sem perda da 

biofuncionalidade do biocomposto, caracterizá-la e analisar sua atividade antioxidante e 

citotóxica. 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o efeito de pré-tratamento mecânico de trituração e maceração da 

biomassa para extração de R-FE pelo método pressurizado; 

• Avaliar o método de extração em diferentes solventes (água ultrapura e 

tampão fosfato) e pressões (200, 500 e 800 bar) para aumentar o rendimento 

de R-FE; 

• Caracterizar a biomolécula obtida pelas seguintes técnicas: carboidratos 

totais, eletroforese, dicroísmo circular e FTIR, visando analisar a pureza e a 

estrutura da biomolécula obtida; 

• Analisar a atividade anticancerígena in vitro das biomoléculas extraídas nas 

células de câncer colorretal, câncer de próstata, câncer de glioblastoma e 

leucemia; 

• Determinar atividade antioxidante in vitro do extrato de R-FE. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Algas 

As algas são organismos aquáticos fotossintéticos, variando de unicelulares 

(microalgas) a pluricelulares (macroalgas), que estão presentes nos mais diversos tipos 

de habitats. Aparecem mais comumente na água doce ou salgada e podem ser encontradas 

em ambientes de temperaturas extremas, além de troncos de árvores e rochas. Elas 

possuem funções biológicas e ecológicas semelhantes às plantas (BASTOS FILHOS, 

2016; CHEN; QI; XIONG, 2022). 

Podem ser classificadas em grupos como Cianobactéria (Cyanophyceae), 

algas verdes (Chlorophytas), algas vermelhas (Rhodophytas) e algas pardas (Ochophyta), 

onde diferem entre si de acordo com seus pigmentos fotossintéticos e componentes da 

parede celular (BASTOS FILHOS, 2016; GORDALINA et al., 2021). As algas são 

consideradas uma matéria-prima sustentável para a produção de compostos valiosos com 

capacidade bioativa, tendo aplicações comerciais para alimentos, pesquisas médicas e 

outros usos (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). Elas são ricas em açúcares, 

proteínas, lipídios, minerais, carboidratos e vitaminas. Nos últimos anos, têm sido 

estudadas como fonte de metabólitos de alto valor, como polissacarídeos, esteróis, 

tocoferóis, terpenos, polifenóis e ficobiliproteínas (FBP) (BURLOT et al., 2023; CHEN; 

QI; XIONG, 2022; ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). 

Sua sobrevivência e florescimento em diferentes habitats dependem em 

grande parte da radiação solar. A radiação fotossinteticamente ativa é capturada pelas FBP 

e convertida em energia química para apoiar o metabolismo celular. Para absorção de luz 

eficiente, vários tipos de FBP com espectros de absorção distintos evoluíram (CHEN; QI; 

XIONG, 2022). A química das algas está amplamente ligada à evolução e adaptação ao 

seu ambiente. Como muitas vezes experimentam condições estressantes e ambientes 

altamente flutuantes, a maioria das algas possui mecanismos para permitir a aclimatação 

aos estressores (por exemplo, radiação UV, temperatura e salinidade) e são capazes de se 

defender contra pressões biológicas. Essa ampla faixa de tolerância combinada com sua 

estrutura celular específica os predispõe ao crescimento e desenvolvimento em condições 

laboratoriais e industriais (GORDALINA et al., 2021). 

Por muitos anos, muitas algas têm sido usadas como alimentos ou aditivos 

alimentares, sendo utilizadas na culinária e na medicina, observando-se uma menor 
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incidência de doenças crônicas, como hiperlipidemia, doença coronariana, diabetes e 

câncer, comparando os países do leste asiático aos países ocidentais. Seus compostos 

bioativos demonstraram possuir atividades antioxidantes, anticancerígenas, anti-

inflamatórias, anti-hipertensivas, anti-hiperlipidemias, imunomoduladoras, 

neuroprotetoras, antivirais e antimicrobianas (CHEN; QI; XIONG, 2022). 

3.1.1 Macroalgas 

As macroalgas são algas multicelulares, fotoautróficas, que se desenvolvem 

em superfícies subaquáticas sólidas ou flutuando livremente na água. Habitam 

ecossistemas com salinidades variadas, desde água doce até estuários salobras, em mar 

aberto e costas marítimas, distribuídas verticalmente desde a zona superior (superfície do 

mar) até a zona sublitoral inferior. Comparada com as microalgas, elas ocupam o espaço 

disponível mais lentamente, mas crescem mais rápido e são menos vulneráveis ao 

pastoreio e à turbulência da água (GORDALINA et al., 2021).  

As algas vermelhas, classe das Rhodophyceae, apresentam cerca de 4.000 a 

6.000 espécies em mais de 600 gêneros, onde a cor vermelha é atribuída aos pigmentos 

clorofila a, FE e FC. Desenvolvem-se em habitats mais profundos devido usar uma parte 

diferente do espectro de luz daquela usada por outras algas, ou seja, crescem onde outras 

não crescem (GORDALINA et al., 2021). 

As macroalgas se diferenciam das plantas terrestres a partir da sua 

composição química, características fisiológicas e morfológicas. Apresentam na parede 

celular a celulose como um polissacarídeo estrutural. Possuem também polissacarídeos 

típicos, como carragenana, ágar e alginato e geralmente não possuem altos teores de 

amido e lipídios. As macroalgas vermelhas apresentam abundantes quantidades de 

carboidratos com teores variando entre 30-60% de seu peso seco (GORDALINA et al., 

2021). 

A composição das macroalgas, incluindo os níveis de metabólitos e os teores 

de compostos bioativos, pode diferir entres as espécies: variando de acordo com a luz, 

salinidade, nutrientes, temperatura, poluição, movimento da água, localização geográfica 

e estação do ano (MOURITSEN; RHATIGAN; PÉREZ-LLORÉNS, 2018; PEREIRA et 

al., 2020). O estado biológico das algas, como seu desenvolvimento e estrutura do talo, 

também pode ter impacto em sua composição bioquímica (GAO; MCKINLEY, 1994). 

As macroalgas vermelhas possuem um potencial significativo como fonte de 



24 

 

proteínas essenciais, que são pigmentos fotossintéticos, como FC e FE, apresentando alta 

fluorescência e grande perspectiva para uso na indústria (BASTOS FILHOS, 2016). Uma 

extração eficiente de proteínas de macroalgas depende em grande parte de sua 

acessibilidade, pois a maioria delas é produzida de forma intracelular sendo o grande 

desafio para sua obtenção a ruptura da parede celular. Esta consiste em uma rede 

altamente integrada de biopolímeros, principalmente polissacarídeos, que interagem com 

moléculas como água e cátions metálicos (GORDALINA et al., 2021). A biomassa de 

algas deve ser preservada por secagem, congelamento ou usada fresca o mais rápido 

possível para evitar a degradação de proteínas. Um maior rendimento pode ser alcançado 

a partir da combinação de métodos de extração e técnicas de purificação (GORDALINA 

et al., 2021). 

3.1.1.1 Macroalga vermelha Solieria filiformis  

A macroalga vermelha Solieria filiformis (S. filiformis) é uma espécie nativa 

encontrada em toda costa litorânea brasileira (Figura 1). As condições climáticas 

ambientais favorecem o cultivo de algas na região e, devido ser fonte de vários compostos 

bioativos, incluindo FBP, agrega valores econômicos/sociais/ambientais (BASTOS 

FILHOS, 2016; BURLOT et al., 2023; SOUSA et al., 2016). 

Figura 1 - Macroalga marinha Solieria filiformis (Kützing) P.W. Gabrielson. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Vários estudos já realizados para S. filiformis mostram propriedades anti-

inflamatória e anticoagulante (DE ARAÚJO et al., 2012; PEÑUELA et al., 2021a), 

antiprotozoário (CAAMAL-FUENTES; ROBLEDO; FREILE-PELEGRÍN, 2017), 

antiviral (PEÑUELA et al., 2021a; ZEPEDA; FREILE-PELEGRÍN; ROBLEDO, 2020) 

e teranóstico (PEREIRA MARTINS et al., 2023). 

A macroalga S. filiformis apresenta grande importância como matéria-prima 

para desenvolver uma estratégia de valorização da espécie para obtenção de produtos com 

alto valor agregado. Além disso, apresenta uma abordagem inovadora no conceito de 

biorrefinaria (BURLOT et al., 2023), pois além de apresentar em sua composição altos 

níveis de proteína, sintetiza altos níveis de polissacarídeos sulfatados, compostos 

principalmente por carragenanas (SOUSA et al., 2016). Nesse contexto, o conceito de 

biorrefinaria aborda extrações sequenciadas que são realizadas a fim de obter todos os 

compostos bioativos presentes na biomassa, com ou sem o uso de tecnologias verdes, 

além de reaproveitar os resíduos gerados (BURLOT et al., 2023; PEÑUELA et al., 2018). 

Dessa forma, combina os processos de conversão de biomassa em diversos produtos e 

garante a recuperação de outros componentes com valor comercial agregado, 

maximizando assim os benefícios e lucros (BASTOS FILHOS, 2016). 

3.2 Ficobiliproteínas (FBP) 

As ficobiliproteínas (FBP) são uma família de proteínas fluorescentes ligadas 

covalentemente a grupos prostéticos tetrapirrol, conhecidos como bilinas ou ficobilinas, 

que os dão cores características e propriedades espectrais. São solúveis em água e 

encontradas em cianobactérias, rodófitas, criptomonas e cianelas. Eles constituem uma 

estrutura ligada à superfície citoplasmática das membranas dos tilacóides denominada 

ficobilissomas (FBS). A ficobilina é o próprio pigmento fotossintético, mas só tem papel 

funcional se uma proteína estiver ligada a ela (BASTOS FILHOS, 2016; CHEN; QI; 

XIONG, 2022). 

De acordo com suas características espectrais de absorbância, as FBP são 

agrupadas em três classes: FE (λmax = 495-570 nm), FC (λmax = 610-620 nm) e AFC (

λmax = 650-655 nm). As FBP podem ser ainda classificadas em subtipos para distinguir 

suas propriedades espectrais e seus prefixos indicam sua origem taxonômica: C-, 

Cianobacteriana; B-, Bangiofícea; e R-, Rhodophyta. Por exemplo, FE é dividido em C-

FE, B-FE e R-FE; FC é dividido em C-FC e R-FC (CHEN; QI; XIONG, 2022). A FBP 
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mais comum em muitas algas vermelhas é a R-FE (GORDALINA et al., 2021; HSIEH-

LO et al., 2019). 

Essas proteínas servem como a principal antena concentradora de luz para 

absorver a energia em uma região em que a clorofila é ineficiente e, assim, desempenhar 

um papel importante para a fotossíntese. Sua sobrevivência e florescimento em diferentes 

habitats dependem em grande parte da radiação solar. As FBP capturam radiação 

fotossinteticamente ativa na faixa de 400 nm a 700 nm e a convertem em energia química 

para apoiar o metabolismo celular, representado na Figura 2. Para absorver eficientemente 

a luz, várias FBP com diferentes espectros de absorção foram desenvolvidas (CHEN; QI; 

XIONG, 2022). 

Figura 2 - Estrutura do ficobilissoma (FBS). A cascata de transferência de energia começa 

com ficoeritrina (FE, vermelho) para ficocianina (FC, azul) e aloficocianina (AFC, verde) 

e finalmente para o centro de reação nos fotossistemas II (roxo) e I (laranja). 

 

Fonte: Adaptado de HSIEH-LO et al. (2019). 

Estudos de medição de energia mostraram que a ordem de absorção se dá 

inicialmente pela FE que se encontra na parte mais externa do FBS até a AFC mais interna 

e finalmente para a clorofila a no centro de reação por transferência de éxciton. As FBP 

também atuam como uma reserva de nitrogênio onde, em situações de carência, as 

proteínas serão degradadas e, consequentemente, acarretará a alteração de cor das algas 

(BASTOS FILHOS, 2016; CARLOS, 2020). 

As FBP, quando fixadas aos FBS, apresentam fraca fluorescência, contudo, 

após a sua extração, os FBS são degradados, liberando as FBP que, por sua vez, impedidas 
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de transferir elétrons no processo fotossintético, passam a exibir propriedade fluorescente 

(SUN et al., 2004).  

Devido à sua alta solubilidade em água, estabilidade e bioatividade, as FBP 

ganharam especial importância em diversos setores, como alimentos, farmacêutica e 

cosmética (CHEN; QI; XIONG, 2022; KOVALESKI et al., 2022; LI et al., 2019). Com o 

seu alto coeficiente de extinção e rendimento de fluorescência, as FBP foram 

desenvolvidas como uma sonda fluorescente em ensaios de imunofluorescência (CHEN; 

QI; XIONG, 2022), marcação de biomoléculas para imunoensaios fluorescentes, ensaios 

imuno-histoquímicos e microscopia de fluorescência (GORDALINA et al., 2021). As 

FBP também são usadas como corantes naturais e aditivos alimentares (CHEN; QI; 

XIONG, 2022). Um resumo das aplicabilidades é representado na Figura 3. 

Figura 3 - Aplicação das ficobiliproteínas como aditivos alimentares, corantes naturais, 

sondas fluorescentes e os potenciais farmacêuticos. 

 

Fonte: Adaptado de (CHEN; QI; XIONG, 2022). Legenda: FE – Ficoeritrina; FC – Ficocianina; AFC – 

Aloficocianina; FPB – Ficobiliproteínas. 

Há uma alta comercialização no mercado voltada para estes biocompostos 

(ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). Atualmente, diversos tipos de FBP são 

vendidos por empresas especializadas sendo que o preço do mercado pode variar de 

acordo com a pureza e então determinar seu potencial de aplicação. O grau alimentício 

deve ser maior ou igual a 0,7, enquanto o grau reagente varia entre 0,7 e 3,9 e grau 

analítico maior ou igual a 4 (HSIEH-LO et al., 2019). De acordo com a Future Market 

Insights, as FE tiveram um valor de estimado em US$ 4,2 milhões em 2022 e está 

projetado alcançar US$ 7,6 milhões em 2032 (INSIGHTS, 2023). 
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3.2.1 R-ficoeritrinas 

A R-ficoeritrina (R-FE) é o principal pigmento encontrado nas macroalgas 

vermelhas e em algumas cianobactérias unicelulares (GORDALINA et al., 2021; HSIEH-

LO et al., 2019). Sua cor característica rosa-avermelhada resulta da presença de 

cromóforos tetrapirrólicos lineares ligados covalentemente (via ligação tioéter) a 

ficobilinas, como ficoeritrobilina (PEB) e ficourobilina (PUB) (SIMOVIC et al., 2022; 

SUN et al., 2004; WANG et al., 2020a). A R-FE é altamente solúvel em água e 

desempenha o papel de capturar a energia da luz e transferi-la para a clorofila no centro 

de reação fotossintética do Fotossistema II através de outras FBP como FC e AFC 

(CASTRO-VARELA et al., 2022).  

A R-FE é uma proteína oligomérica de 240 kDa e consiste em monômeros 

compostos por dois tipos diferentes de polipeptídeos, α (12–19 kDa) e β (20–30 kDa), 

que estão presentes em quantidades equimolares e ligados de forma não covalente entre 

si, além da subunidade γ (~ 34-35 kDa) (BEKASOVA, 2024; SENTHILKUMAR et al., 

2013a). As subunidades α e β da FE formam trímeros e hexâmeros em forma de disco 

através da agregação face a face com a ajuda de um peptídeo ligante especial (subunidade 

γ), dando maior estabilidade. A FE pode ser encontrada tanto na forma trimérica [(αβ)3] 

quanto na forma hexamérica [(αβ)6 γ] ou [(αβ)6], variando de acordo com o tipo de FE 

isolada e pode ser alterada em resposta à qualidade da luz (BASTOS FILHOS, 2016; LE 

GUILLARD et al., 2023; MITTAL; SHARMA; RAGHAVARAO, 2019; SIDLER, 1994). 

As subunidades estão dispostas na forma de disco conforme apresentado na Figura 4. 

Figura 4 - Organização das subunidades das ficobiliproteínas em trímeros e hexâmeros. 

 

Fonte: (BASTOS FILHOS, 2016) mencionado de DUMAY et al., 2014.  

Em relação às características espectroscópicas, constituem o grupo mais 

variável das FBP. Elas também são conhecidas por representarem a classe das FBP mais 

dinâmicas, devido aos seus picos de absorção, variando de 480 nm a 570 nm (picos de 

498, 540, e 565 nm) e que emitem fluorescência de 575 a 580 nm facilitando a adaptação 

das macroalgas vermelhas frente às alterações ambientais. O máximo de absorção em 498 

nm é devido à absorção de PUB. Os máximos de absorção em 540 e 565 nm são devidos 
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à absorção de PEB (BOGORAD, 2003; BRYANT, 1982; GLAZER et al., 1976; JIANG; 

ZHANG; LIANG, 1999; SIDLER, 1994).  

A extração de R-FE já foi relatado para diferentes espécies, por exemplo, 

Gelidium pusillum (MARTINS et al., 2016; MITTAL et al., 2017; MITTAL; SHARMA; 

RAGHAVARAO, 2019), Grateloupia turuturu (LE GUILLARD et al., 2015, 2023; 

MUNIER et al., 2015), Rhodymenia pseudopalmata (PLIEGO-CORTÉS et al., 2017), 

Portieria hornemanni (SENTHILKUMAR et al., 2013a),  Callithamnion rubosum 

(BEKASOVA, 2024) e Solieria filiformis (BURLOT et al., 2023; PEÑUELA et al., 2018; 

PEREIRA MARTINS et al., 2023).  

3.2.1.1 Aplicações de R-ficoeritrinas  

A R-FE apresenta potencial farmacêutico, pois apresentam atividades 

antioxidantes (PEÑUELA et al., 2021b; SENTHILKUMAR et al., 2013a; SUDHAKAR; 

DHARANI; PARAMASIVAM, 2023a), anticancerígenas (PEREIRA MARTINS et al., 

2023; SENTHILKUMAR et al., 2013b; SUDHAKAR; DHARANI; PARAMASIVAM, 

2023a), antivirais, anti-inflamatórias, antimicrobiano (SUDHAKAR; DHARANI; 

PARAMASIVAM, 2023b) e neuroprotetoras (BOCCIA; PUNZO, 2020). 

Como outros pigmentos de ficobilina, a R-FE é uma proteína natural e não 

tóxica, amplamente utilizada como corante nas indústrias alimentícia e cosmética. Há 

uma busca constante por pigmentos naturais na indústria de alimentos, como a R-FE, para 

a substituição de corantes sintéticos devido efeito tóxico que apresentam (PEREIRA et 

al., 2020; SIMOVIC et al., 2022). 

Em atividades antioxidantes, a R-FE apresenta-se capaz de eliminar o excesso 

de espécies reativas de oxigênio e aumentar a quantidade de enzimas antioxidantes (LI et 

al., 2019). Neste processo, as reações de degradação oxidativa no organismo são 

retardadas, ou seja, reduzem a velocidade da oxidação por um ou mais mecanismos, como 

inibição de radicais livres e complexação de metais (BLOIS, 1958; CHEW et al., 2008). 

Estudos realizados por Sudhakar et al. (2023b) extraíram a R-FE da macroalga Gracilaria 

corticata  apresentando-se eficaz na atividade antioxidante total (264,90 ± 10,20 μg·ml-

1), efeito de eliminação de DPPH (22,91 ± 1,90%) e capacidade quelante de íons ferrosos 

(26,06 ± 1,60%). Senthilkumar et al. (2013b) alcançou atividade antioxidante máxima 

para a R-FE da alga Portieria hornemannii de 43,55% (5 mg·mL-1). 

O pigmento de R-FE desempenha um papel importante por apresentar 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-capacity
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propriedades de fluorescência para aplicação de citometria de fluxo (PEREIRA MARTINS 

et al., 2023) e também foi relatado na literatura por Mubarak et al. (2012) na aplicação 

como uma sonda fluorescente para detecção ultrassensível de DNA. Além disso, 

utilizadas como sondas fluorescentes para imagens celulares e detecção de molécula 

única (ULAGESAN; NAM; CHOI, 2021). 

O câncer, juntamente com as doenças cardiovasculares, é a principal causa de 

morte em todo o mundo. Diversos tratamentos, como quimioterapia e radioterapia, 

acompanham efeitos secundários graves. O desenvolvimento de nanotecnologia, como a 

síntese de nanopartículas (NPs) utilizando extratos vegetais, permite o desenvolvimento 

de novas estratégias para terapia do câncer e administração de medicamentos, com grande 

importância para alcançar a atividade anticancerígena direcionada com efeitos colaterais 

mínimos (BEKASOVA, 2024).  

De uma forma geral, a nanoencapsulação da R-FE oferece uma série de 

vantagens como: estabilidade da R-FE, protegendo-a da degradação causada por fatores 

ambientais; melhor solubilidade e biodisponibilidade, facilitando sua absorção pelo 

organismo e aumentando sua eficácia terapêutica; direcionamento e liberação controlada, 

que podem ser exploradas em diversas aplicações, como terapia medicamentosa, 

alimentos funcionais, cosméticos e produtos de cuidados pessoais. 

A R-FE, como todas as FBP, desempenha um papel importante como 

agente anticâncer devido à sua alta eficiência e baixa toxicidade. As propriedades 

anticancerígenas da R-FE provém da sua capacidade de gerar oxigênio singleto citotóxico, 

mecanismo de ação da R-FE que promove a destruição seletiva das células tumorais e 

interrompe o suprimento de nutrientes para o tumor, inibindo seu crescimento e 

disseminação (PAN et al., 2013). Esse mecanismo de ação torna a R-FE uma molécula 

promissora para o desenvolvimento de terapias anticâncer e destaca seu potencial como 

agente terapêutico em oncologia. Pesquisadores têm se dedicado ao estudo de novas 

aplicações de R-FE como, por exemplo, marcador celular ou ainda no diagnóstico precoce 

de certas doenças (ULAGESAN; NAM; CHOI, 2021). 

R-FE também é potencialmente útil na terapia fotodinâmica (TFD) para o 

tratamento do câncer, pois tem a capacidade de gerar oxigênio singleto quando excitado 

por radiação apropriada (BEI et al., 2004). Sua subunidade pode se acumular nas células 

tumorais devido à sua rápida proliferação em comparação com as células normais e pode 

ser ativada pela irradiação com luz de 496 nm. Isso permite sua destruição por reações 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fluorescent-probe
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellular-imaging
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anticancer
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fotoquímicas, tornando-a uma opção promissora no tratamento do câncer (TAN et al., 

2016). 

Thangam et al. (2015) criaram nanocompósitos de quitosana-prata-

ficoeritrina contra células de câncer de mama com potenciais teranósticos. Pereira 

Martins et al. (2023) realizou a encapsulação em NPs de policaprolactona (PCL) 

demonstrando o potencial para marcação fluorescente na detecção de células de câncer 

de próstata (PC-3) e câncer de mama (4T1). Choi et al. (2018) realizaram a síntese 

mediada por biomoléculas de nanocompósitos de nanopartículas de prata com óxido de 

grafeno reduzido (rGO-Ag) usando R-FE avaliando o potencial citotóxico em células de 

câncer de ovário humano e células-tronco de câncer de ovário. 

3.3 Extração de R-ficoeritrinas 

Para a eficiente obtenção de proteínas de macroalgas é necessário que ocorra 

a ruptura da parede celular, já que as proteínas são intracelulares, dificultando assim sua 

acessibilidade (GORDALINA et al., 2021). A complexidade da parede celular nas 

macroalgas vermelhas é um grande problema na extração de metabólitos. Elas são 

compostas de biopolímeros, principalmente polissacarídeos interconectados, as 

carragenanas, bem como proteínas e fenólicos poliméricos, que interagem com água e 

cátions metálicos, entre outras moléculas. Dessa forma é um obstáculo que reduz a 

eficiência dos métodos de extração (PEÑUELA et al., 2018). 

Para garantir a extração intracelular das proteínas são realizados estresses 

adicionais que melhoram a eficiência da extração, liberando os pigmentos para o meio 

aquoso. Quanto maior o rompimento das células, maior o rendimento de extração. 

Contudo, visa-se preservar a estrutura da proteína e a capacidade de interações de 

afinidade, controlando condições de extração suaves em faixas de pH (GORDALINA et 

al., 2021). 

As proteínas de algas são extraídas convencionalmente por meio de métodos 

baseados em solução aquosa, ácida e alcalina, seguido de centrifugação para clarificação 

do extrato e técnicas de fracionamento e enriquecimento, como ultrafiltração, 

precipitação e/ou cromatografia (GORDALINA et al., 2021; KADAM; TIWARI; 

O’DONNELL, 2013). Devido sua alta solubilidade em água, as R-FE podem ser extraídas 

em soluções aquosas ou tampão fosfato a partir de diferentes estados da matéria-prima 

utilizada, podendo ser alga úmida (LE GUILLARD et al., 2015; WANG et al., 2015), alga 
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congelada (NIU; WANG; TSENG, 2006) e alga liofilizada (MUNIER et al., 2014). 

3.3.1 Diferentes métodos de extração de R-FE 

Na literatura são relatados diferentes métodos físicos de ruptura celular, como 

choque osmótico (KAWSAR et al., 2011), congelamento/descongelamento (LI et al., 

2019; SENTHILKUMAR et al., 2013a), maceração em nitrogênio líquido e/ou moinhos 

(MITTAL et al., 2017; MUNIER et al., 2014), homogeneização (BASTOS FILHOS, 2016; 

PEREIRA MARTINS et al., 2023), ultrassom (CASTRO-VARELA et al., 2022; LE 

GUILLARD et al., 2015, 2023; MITTAL et al., 2017) e enzimas (LE GUILLARD et al., 

2023; UNTERLANDER; CHAMPAGNE; PLAXTON, 2017). Tais técnicas podem 

melhorar o rendimento de FBP e a eficiência dos processos de extração (BASTOS 

FILHOS, 2016; CASTRO-VARELA et al., 2022; GORDALINA et al., 2021). 

Uma das maiores desvantagens dos métodos convencionais é a geração de 

poluição química pelo uso de grande quantidade de solventes no processamento como, 

por exemplo, maceração, extração por solvente, processo de lixiviação; como também 

maior tempo de extração e gerando alto consumo de energia, como a ultrassom 

(SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, 2022). Recentemente, outras alternativas 

foram propostas para reduzir tempo e/ou desperdício por meio de tecnologias de extração 

ecologicamente corretas (PEÑUELA et al., 2018). 

De uma forma geral, a complexidade das estruturas, as propriedades dos 

compostos bioativos e a estrutura dos materiais extraídos, disponibilizam diferentes 

métodos de extração na literatura, mas nenhum protocolo de extração universal 

(CASTRO-VARELA et al., 2022).  

A técnica de extração a partir do tratamento de congelamento-

descongelamento é um dos métodos mais utilizados no processo de extração de FBP. 

Neste método, a parede celular é rompida a partir da pressão exercida pelo congelamento 

de fluidos intracelulares que leva a rachaduras, facilitando a permeação das células e os 

materiais internos são liberados (LI et al., 2019; MITTAL et al., 2017). Geralmente, as 

algas são congeladas a cerca de -20 °C por várias horas e depois descongeladas a 4 °C ou 

à temperatura ambiente. 

A Extração Assistida por Micro-ondas (EAM) é um método utilizado para 

melhorar a extração de proteínas de matrizes biológicas e está representado na Figura 5 

(GORDALINA et al., 2021). O princípio da EAM baseia-se na transferência de energia 



33 

 

das micro-ondas para os solventes os quais são aquecidos por dois mecanismos: rotação 

dipolar e condução iônica. Isso causa rupturas nas ligações de hidrogênio e migração de 

íons dissolvidos, resultando em maior penetração do solvente na matriz, o que facilita a 

extração dos compostos alvo (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). O aquecimento 

intracelular subsequentemente leva a efeitos de pressão que, além dos efeitos de 

eletroporação, levam à ruptura das paredes e membranas celulares. 

Figura 5 - Representação esquemática de um extrator de micro-ondas (EAM). A mistura 

de solventes e amostra estão dentro do béquer (a) Sistema fechado com condensador (b) 

Sistema fechado simples. 

 

Fonte: Adaptado de ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al. (2017). 

Os resultados encontrados na literatura para EAM concentram-se na redução 

dos tempos de extração e não em seus efeitos sobre parâmetros como a funcionalidade da 

proteína (GORDALINA et al., 2021). A EAM apresenta um elevado custo e difícil 

ampliação de escala, contudo utiliza baixos volumes de solventes e mostrou-se eficiente 

na extração de FBP (RATHNASAMY et al., 2019). 

A Extração Assistida por Ultrassom (EAU), conhecida também como 

sonicação, é uma tecnologia atrativa que atua criando compressão e descompressão da 

parede celular através de ondas sonoras em frequências variando de 20 kHz a 100 kHz. 

Quando a pressão estática cai abaixo da pressão de vapor do líquido, ocorre a formação e 

crescimento de bolhas que devido aos picos de pressão colapsam violentamente levando 

ao descascamento, erosão, quebra de partículas e degradação das superfícies sólido-

líquido. Com isso, ocorre o aumento de temperatura, gerando perturbações na parede 

celular, facilitando a penetração do solvente nas células e efetivando a liberação dos 

compostos intracelulares para o solvente em massa (CASTRO-VARELA et al., 2022; 

GORDALINA et al., 2021). Na Figura 6 é apresentado os sistemas ultrassônicos 

comumente usados que são equipados com quatro tipos de vasos usados para tratamento 
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de ultrassom. 

Figura 6 - Sistemas ultrassônicos: (A) Banho de ultrassom, (B) Reator de ultrassom com 

agitação, (C) Sonda de ultrassom e (D) Sonicação contínua com sonda de ultrassom. 

 
Fonte: Adaptado de SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, (2022). 

As vantagens da EAU são o aumento de rendimentos de extração alcançados 

em tempos de processamento mais curtos e temperaturas mais baixas, além de menor 

consumo de solvente, facilitando o processamento a jusante dos compostos alvo 

(GORDALINA et al., 2021). A desvantagem é a incapacidade de realizar procedimentos 

em larga escala para extração de FBP, pois torna-se difícil aplicar energia suficiente para 

grandes quantidades de suspensões celulares (LI et al., 2019). 

A extração assistida por enzimas (EAE) é frequentemente o método preferível 

para extrair proteínas e/ou seus hidrolisados de algas marinhas. As polissacaridases 

podem ser aplicadas como um tratamento de ruptura celular antes da extração da proteína 

para aumentar o rendimento da proteína. A escolha da enzima está altamente 

correlacionada com o produto final desejado (por exemplo, proteínas intactas, proteínas 

específicas ou peptídeos bioativos). Em relação à viabilidade, cada caso precisa ser 

analisado individualmente. Se for necessária uma alta relação enzima:substrato, um 

tratamento enzimático pode não ser viável em escala industrial, principalmente devido ao 

custo das enzimas (GORDALINA et al., 2021). 

3.3.2 Extração de R-FE com utilização de pressão 

A extração de biocompostos de alto valor utilizando tecnologias verdes é 

particularmente interessante. Aqui, as técnicas de "processos verdes" podem ser definidas 

como métodos de extração de água para obter ingredientes funcionais de recursos 

marinhos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 

2017; SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, 2022), aumentando a eficiência da 

extração e gerando menos impurezas (HUANG et al., 2013). O processamento de alta 
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pressão é uma tecnologia cada vez mais implementada em produtos alimentares, 

farmacêuticos e aplicações biotecnológicas (ALEXANDRE et al., 2017). 

A aplicação de pressão na parede celular, que emprega temperaturas amenas, 

pode ser um processo atraente para a extração de compostos bioativos termossensíveis, 

pois preserva melhor as atividades biológicas (ALEXANDRE et al., 2017). Este método 

mantém as características naturais dos produtos finais (DENIZ; OZEN; YESIL-

CELIKTAS, 2016; PEREIRA et al., 2020), oferece uma vantagem essencial em diversos 

tratamentos de alimentos, preservando nutrientes, cor e sabor (SIMOVIC et al., 2022) e 

pode aumentar a eficiência do processo de extração, reduzindo o tempo e volume de 

solvente necessário (KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). 

A extração com alta pressão é relatada na literatura para a ruptura celular de 

algas para a obtenção de combustíveis (HALIM et al., 2012; SAMARASINGHE et al., 

2012), como também diferentes bioativos (ALEXANDRE et al., 2017; KHAN; ASLAM; 

MAKROO, 2019) como, por exemplo, a produção de lipídeos (MULCHANDANI; KAR; 

SINGHAL, 2015) e FBP (CARLOS, 2020; CASTRO-VARELA et al., 2022; JUBEAU et 

al., 2013). 

3.3.2.1 Homogeneização a Alta Pressão  

O método de Homogeneização a Alta Pressão (HAP) é considerado um 

método não convencional e uma tecnologia verde que pode apresentar um tempo de 

extração consideravelmente menor e maior rendimento do que outras técnicas 

convencionais (CIKO et al., 2018). A HAP é um método mecânico de ruptura celular que 

bombeia a suspensão celular a uma alta pressão (HALIM et al., 2012). O procedimento 

ocorre forçando um líquido através de um bocal estreito a alta pressão e estabelecendo 

alta tensão de cisalhamento. Por utilizar temperaturas amenas, este processo torna-se 

atrativo na extração de compostos bioativos termossensíveis (CASTRO-VARELA et al., 

2022). 

A HAP é altamente eficaz na ruptura celular de algas como Chlorococcum 

(alga verde) (HALIM et al., 2012) para obtenção de biocombustível, extração de lipídios 

de Chlorella saccharophila (MULCHANDANI; KAR; SINGHAL, 2015), extração de R-

FE de Sarcopeltis skottsbergii  (CASTRO-VARELA et al., 2022). 
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3.3.2.2 Fluidos Supercríticos  

A Extração por Fluidos Supercríticos (EFS) é uma técnica de extração 

alternativa considerada verde, uma vez que uma etapa de concentração pode ser ignorada 

na maioria das vezes após o processo de extração. Com difusividade e viscosidade 

semelhantes às de um gás, a EFS é capaz de uma penetração mais rápida e profunda nas 

partículas sólidas da matriz a ser processada, permitindo maior transferência de massa 

entre o soluto extraído e o fluido supercrítico (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017; 

MUKHOPADHYAY, 2002; TAYLOR, 1996). 

Para realizar a EFS (Figura 7), o fluido é levado ao seu estado supercrítico 

pressurizando e aquecendo-o antes de entrar no extrator, com pressão e temperatura 

desejadas. Em seguida, o solvente é alimentado no extrator e distribuído uniformemente 

em todo o leito fixo por matéria sólida. Durante a extração, o solvente flui através do leito 

fixo e dissolve os compostos solúveis. A separação dos solutos do fluido supercrítico é 

conseguida no separador, reduzindo rapidamente a pressão ou aumentando a temperatura 

ou realizando ambos os procedimentos. Assim, o fluido passará ao estado gasoso, nos 

quais os solutos não serão mais solubilizados e, assim, serão separados por gravidade. 

Dependendo do equipamento, o solvente é resfriado e comprimido para ser devolvido, se 

possível, ao extrator ou liberado para a atmosfera (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 

2017).  

Figura 7 - Diagrama de blocos do sistema de extração de fluido supercrítico. 

 

Fonte: Adaptado de SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, (2022). 
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De fato, altas pressões aumentam a taxa de transferência de massa e 

aumentam tanto a penetração do solvente no material sólido quanto a liberação de R-FE 

intracelular ao romper a membrana celular. De acordo com as teorias de transferência de 

massa, as células pressurizadas têm permeabilidade aumentada juntamente com 

solubilidade aprimorada enquanto a pressão aumenta. Por outro lado, a diminuição da 

difusividade leva a uma redução na interação entre o fluido supercrítico e a biomassa e 

isso faz com que o rendimento do processo de extração diminua. Sabe-se também que 

pressões mais altas também podem causar desprotonação de grupos carregados e a ruptura 

de pontes salinas e ligações hidrofóbicas, resultando em alterações conformacionais e 

desnaturação de proteínas (DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016). 

Enquanto as tecnologias comuns de extração empregam grandes volumes de 

solventes orgânicos caros e prejudiciais – tais como hexano, diclorometano e clorofórmio. 

–, a EFS é ecologicamente correto e usa solventes relativamente baratos (frequentemente 

CO2) para extração de bioprodutos. No entanto, a EFS também apresenta algumas 

desvantagens como o alto custo inicial do equipamento, além do conhecimento do 

comportamento da mistura ao usar cossolventes ser limitado (ESQUIVEL-

HERNÁNDEZ et al., 2017). 

A técnica de EFS tem sido usada para processar algas marinhas e outros 

materiais à base de plantas principalmente para extrair componentes moleculares não 

polares e de pequeno tamanho, como pigmentos (clorofilas, carotenóides) e alguns 

lipídios (por exemplo, esteróis) que são valiosos como alimentos e ingredientes 

farmacêuticos (GALLEGO; BUENO; HERRERO, 2019). A maioria dos estudos está 

focada em microalgas em vez de macroalgas (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017), 

sendo necessário mais estudos que englobem as macroalgas, além de ser interessante 

realizar pesquisas que possam definir uma tendência na extração verde para integrar 

diferentes processos para obter mais metabólitos, com polaridade diferente. (ESQUIVEL-

HERNÁNDEZ et al., 2017). 

3.3.2.3 Extração de Líquido Pressurizado (ELP) 

A Extração de Líquido Pressurizado (ELP) é uma tecnologia de extração 

emergente mais verde introduzida em 1995 (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). A 

ELP é considerada uma tecnologia verde já que utiliza quantidades menores de solventes 

orgânicos (10–30% p/v razão, aproximadamente). Apresenta como vantagem a redução 

da quantidade de resíduos, além de permitir a substituição de solventes perigosos por 
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solventes amigáveis ao meio ambiente, como a água, etanol ou uma mistura de água e 

outros solventes (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017; MUSTAFA; TURNER, 2011). 

Os parâmetros de pressão e temperatura são ajustados para valores inferiores 

à temperatura e pressão críticas do solvente, mantendo-o em seu estado líquido (DAY, 

2013). Tanto a temperatura quanto a pressão aumentam a taxa de transferência de massa. 

Altas pressões fazem com que o solvente atinja temperaturas mais altas do que seu ponto 

de ebulição normal e essas temperaturas mais altas aumentam a solubilidade dos 

componentes e reduzem a viscosidade e a tensão superficial do solvente (GROSSO et al., 

2015). A água é o solvente mais utilizado, mas outros solventes, como propano e éter 

dimetílico (DME), também podem ser usados. Como o DME é parcialmente miscível 

com água, ele permite a extração simultânea de metabólitos não polares e a remoção de 

água de matrizes úmidas (GORDALINA et al., 2021). 

Para o processo de extração, primeiramente a amostra é tratada antes de ser 

introduzida no equipamento (homogeneização, peneira e secagem). Em seguida, a 

amostra é carregada na célula de extração e uma bomba transfere o solvente de extração 

para a célula. Terceiro, a célula é pressurizada. Mais tarde, a extração do solvente flui 

através da célula de extração e é coletada em um tubo no final do caminho do fluxo 

(ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). A Figura 8 representa o esquema de uma 

extração líquida pressurizada. 

Figura 8 - Representação esquemática de uma extração líquida pressurizada (ELP). 

 
Fonte: Adaptado de ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al. (2017). 
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Em geral, o processo de ELP pode ser definido em três etapas: (i) dessorção, 

quando o analito é removido de seu sítio na matriz; (ii) difusão, o analito se difunde pelos 

poros da matriz e atinge a fase de extração; (iii) o analito é transferido para o solvente a 

granel e depois recolhido. A ELP reduz o tempo de extração porque pode ser automatizado 

e programado para analisar várias amostras em um curto espaço de tempo (ESQUIVEL-

HERNÁNDEZ et al., 2017). 

Existem dois sistemas de ELP: dinâmico e estático. A configuração dinâmica 

consiste em um bombeamento contínuo de solvente através da célula de extração. Por 

outro lado, a configuração estática, a mais utilizada, consiste em um ou mais ciclos de 

extração em que o solvente é substituído em cada ciclo de extração. (MUSTAFA; 

TURNER, 2011). 

A ELP apresenta vantagens como a grande variedade de solventes que podem 

ser utilizados como polares e apolares, além de explorar as mudanças na solvatação dos 

solventes resultantes de mudanças de pressão e temperatura. Em geral, a alta temperatura 

melhora o rendimento de extração dos compostos da matriz, o que também leva a maiores 

taxas de difusão e aumenta o poder solvente para a extração. Assim, facilita o processo 

de extração e reduz o tempo de processamento. A desvantagem é que a extração é 

exaustiva e tende a produzir uma extração não seletiva de compostos, além de um elevado 

custo inicial da tecnologia, mas esse alto custo pode ser compensado por uma redução no 

volume de solvente, desperdício e tempo (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). 

Para otimizar o processo de extração, é importante considerar parâmetros 

como temperatura, pressão, tipo e composição dos solventes, aditivos, composição da 

matriz, modo de extração, tempo, entre outros. Um parâmetro importante relacionado aos 

solventes é o modo de operação do ELP, pois afeta diretamente a transferência de massa 

(metabólitos) da alga para o solvente. A temperatura afeta diretamente à termoestabilidade 

de alguns metabólitos. O parâmetro tempo também é importante, pois afeta a estabilidade 

do bioproduto. A pressão é outro fator importante porque pode ser usada para modular a 

seletividade do processo: em pressão mais alta, melhor rendimento pode ser obtido, mas 

ao mesmo tempo o processo se torna menos seletivo (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 

2017). 

O primeiro relato sobre a extração de moléculas proteicas com ELP foi um 

estudo realizado para extração de FBP da Arthrospira platensi. Os extratos brutos e 

purificados obtidos na ELP de microalgas foram analisados por eletroforese capilar 
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acoplada à espectrometria de massa (CE-MS) sendo testadas diferentes condições de 

extração, incluindo tempo, temperatura e pressão de extração, natureza do líquido 

pressurizado, distribuição da microalga dentro da célula de extração, tipo de 

embalagem, etc. As melhores condições foram 104 bar de pressão e 20°C, água como 

solvente, durante 7 ciclos de 15 min produzindo um rendimento de 20% (p/p). Este estudo 

demonstrou que a combinação da ELP com CE-MS é uma abordagem promissora para a 

análise de proteínas de microalgas, abrindo caminho para futuras aplicações em nutrição, 

biomedicina e biotecnologia. (HERRERO et al., 2005). 

Ruiz-Domínguez et al. (2021) apresentou uma nova cianobactéria do gênero 

Geitlerinema sp. isolado do deserto costeiro chileno extraiu FBP por líquido pressurizado 

e convencional a partir de análise de delineamento experimental baseados em uma 

metodologia de superfície de resposta (MSR). Os principais resultados apresentaram 

proteínas totais (~52% em peso) e C-ficocianina. Os dados obtidos mostraram que água 

e etanol:água (1:1, v/v) melhoraram o rendimento de extração e a recuperação de FBP, 

favorecidos pelas baixas temperaturas (RUIZ-DOMÍNGUEZ et al., 2021). 

A extração de FC e AFC pelo método pressurizado da 

cianobactéria Arthrospira platensis foi avaliado utilizando tampão fosfato de sódio como 

solução extratora. Os resultados apresentaram alto rendimento de extração quando 

utilizada alta pressão, sem perda de biofuncionalidade das moléculas. As melhores 

condições foram obtidas em 100 bar de pressão e 360 minutos de extração alcançando as 

concentrações de 4,44 g·L −1 e 1,63 g·L −1, respectivamente, FC e AFC. Os extratos 

purificados apresentaram atividade antioxidante e atividade anticancerígena in vitro para 

células leucêmicas (CARLOS, 2020). 

Diante dos estudos realizados até o momento, ELP provou ser uma boa opção 

para análises de proteínas, uma vez que o extrato pode ser injetado diretamente no 

cromatógrafo sem necessidade de mais etapas de purificação (ESQUIVEL-

HERNÁNDEZ et al., 2017). Por fim, vale destacar que a maioria dos estudos se 

concentram em microalgas e não em macroalgas, o que pode representar uma 

oportunidade para explorar essa tecnologia para extração de proteínas. Atualmente, a 

tecnologia ELP é utilizada nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica 

(ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). 

Diante das evidências apresentadas, é evidente que a realização do estudo 

proposto nesta pesquisa representará uma contribuição significativa para o avanço da 
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análise da extração de FBP de macroalgas vermelhas por meio do método de ELP. 

Importante ressaltar que tal abordagem ainda não foi descrita na literatura para as 

Rhodophytas, destacando a inovação e originalidade deste trabalho. Ademais, é relevante 

salientar que o equipamento de célula de recombinação a ser empregado, cujos detalhes 

serão minuciosamente abordados nas metodologias, não possui registros na literatura para 

a extração de compostos bioativos de algas, ressaltando a singularidade e potencial 

impacto deste estudo na área científica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Pré-tratamento da Macroalga Solieria filiformis 

A macroalga S. filiformis (homologação SisGen A41C95F) foi cultivada em 

corda a 200 metros da costa brasileira da praia de Flecheiras, no município de Trairi 

(Ceará – Brasil). Para o desenvolvimento deste estudo, a espécie foi gentilmente fornecida 

pela Associação de Produtores de Algas de Flecheiras e Guajiru (APAFG). As algas foram 

colhidas e encaminhadas para o laboratório de pesquisa onde foram cuidadosamente 

lavadas com água corrente e destilada para eliminar areia, epífitas e outros contaminantes 

indesejados. 

Posteriormente, a macroalga foi congelada a -20°C e uma porção da biomassa 

foi submetida à liofilização por um período que variou de 48 a 72 horas. O processo de 

liofilização foi realizado no equipamento LIOTOP (modelo K105) e consiste numa 

tecnologia de secagem. A biomassa congelada é colocada dentro do equipamento e o ar é 

removido através de bombas de alto vácuo, criando a condição para que ocorra a 

sublimação da água.  Nessa condição, a água passa do estado sólido para o gasoso à 

temperatura e pressões muito baixas na ausência de oxigênio. 

As amostras liofilizadas foram submetidas a um processo minucioso de 

moagem utilizando um moinho de facas (Fritsch - pulverisette 19) até alcançarem uma 

granulometria de 0,25 mm. Posteriormente, toda a biomassa foi armazenada a uma 

temperatura de 4°C, sendo retirada a quantidade necessária e moída com grau e pistilo 

conforme demanda para os experimentos subsequentes. 

4.2 Metodologia 

O processo de extração da R-ficoeritrina (R-FE) a partir da macroalga S. 

filiformis utilizando o método de líquido pressurizado foi conduzido empregando dois 

diferentes tipos de equipamentos e duas distintas metodologias. A primeira metodologia 

visa determinar qual a estrutura da macroalga proporciona o maior rendimento de 

extração de R-FE, seja ela úmida ou liofilizada. Essa análise comparativa é essencial 

devido à falta de dados na literatura sobre a extração de algas úmidas inteiras, 

representando, portanto, um estudo de grande relevância que pode resultar na diminuição 

nos processos de extração. 
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Com base no resultado mais favorável alcançado, que corresponde à estrutura 

da alga liofilizada, a metodologia 2 investiga uma série de parâmetros, incluindo solvente, 

pressão, agitação e pré-tratamento da macroalga, visando atingir o objetivo de máximo 

rendimento de extração de R-FE. As metodologias estão descritas de forma mais 

minuciosa e específica nas seções subsequentes. 

4.2.1 Metodologia 1 – Extração de R-FE pelo método de água pressurizada em célula 

de extração 

Nesta metodologia utiliza-se um aparelho de alta pressão que compreende 

uma bomba seringa (Teledyne ISCO 260D, EUA) com controle de pressão de até 517 bar, 

uma faixa de vazão de 107 mL/min e um cilindro de transferência de pistão flutuante de 

baixa fricção e alta pressão (Vinci Technologies/França) com capacidade volumétrica de 

250 mL. Aqui, esse equipamento é denominado célula de extração e está representado na 

Figura 9. 

Figura 9 - Equipamento de alta pressão utilizado na metodologia 1 denominado célula de 

extração. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O procedimento detalhado da metodologia 1 para extração de R-FE de S. 

filiformis é ilustrado na Figura 10. As macroalgas úmidas (10% m/v – alga/solvente) e 

liofilizadas (1% m/v – alga/solvente), utilizadas sem qualquer processo de moagem, 

foram suspensas independentemente em 200 mL de água ultrapura em temperatura 

ambiente (25°C) e pressão constante de 500 bar. As amostras foram coletadas em 

intervalos de tempo específicos (15, 30, 60, 120, 240, 360 minutos) e os experimentos 

foram conduzidos em triplicata. Após cada etapa de extração, as amostras foram 

centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes resultantes foram 

denominados extrato bruto de algas úmidas (EBU) e extrato bruto de algas liofilizadas 

(EBL), os quais foram analisados para quantificar proteínas totais, pureza, rendimento de 

R-FE e carboidratos totais. 

Figura 10 - Procedimento explicativo para extração de R-ficoeritrina de S. filiformis com 

sistema pressurizado – Metodologia 1. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EBU – Extrato bruto de algas úmidas; EBL – Extrato bruto de algas 

liofilizadas; EPU – Extrato precipitado de algas úmidas; EPL – Extrato precipitado de algas liofilizadas. 
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4.2.2 Metodologia 2 – Extração de R-FE pelo método de líquido pressurizado em célula 

de recombinação 

Na metodologia 2 utilizou-se um aparelho de alta pressão que compreende 

uma bomba de seringa (Teledyne ISCO 65, EUA) com controle de pressão de até 1390 

bar, uma faixa de vazão de 25 mL/min e um cilindro de transferência de pistão flutuante 

de baixa fricção e alta pressão (Vinci Technologies/França) com capacidade volumétrica 

de 250 mL, semelhante ao apresentado na Figura 9 (célula de extração). 

A macroalga passou por um processo de moagem com o auxílio de almofariz 

e pistilo até obter-se um pó, os quais nesse trabalho será chamado como maceração de 

sólidos e o pó obtido nomeado de “macerada”. A macroalga macerada (1% m/v) foi 

suspensa em diferentes solventes (tampão fosfato de potássio 25mM em pH = 6,5 ou água 

ultrapura) em temperatura ambiente (25°C) e pressão de 500 bar. As amostras foram 

coletadas em intervalos de tempo específicos (15, 30, 60, 120, 240, 360 minutos). Com 

base nessas análises, foi determinado que o solvente de extração mais eficaz é a água 

ultrapura. Subsequentemente, foram avaliadas três pressões diferentes (200, 500 e 800 

bar) no prosseguimento dos estudos. 

Com o intuito de investigar o impacto da agitação no processo pressurizado, 

um novo equipamento, denominado célula de recombinação (RCA 1000), foi utilizado 

para a extração da R-FE. Neste processo, foram variadas a estrutura da macroalga, 

incluindo inteira, triturada e macerada. A célula de recombinação é capaz de combinar 

pressão e agitação no processo de extração, devido a presença de um agitador acionado 

magneticamente para agitação adequada, com capacidade de 2L e alcance de pressão de 

até 1000 bar, conforme mostrado na Figura 11. Além da R-FE, neste processo foi possível 

analisar a extração de outra ficobiliproteína, a R-ficocianina (R-FC), devido aos elevados 

índices de extração de proteínas totais, que não foram obtidos na metodologia 1. 
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Figura 11  - Equipamento de alta pressão e sistema de agitação utilizado na metodologia 

2 denominado célula de recombinação. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Os experimentos foram conduzidos em duplicata. Após cada etapa de 

extração, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min a 4°C. O sobrenadante 

resultante foi analisado como extrato bruto (EB) para quantificar proteínas totais, pureza, 

rendimento de R-FE e carboidratos totais. O procedimento detalhado da metodologia 2 

para extração de R-FE de S. filiformis é ilustrado na Figura 12. 
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Figura 12 - Procedimento explicativo para extração de R-ficoeritrina de S. filiformis com 

sistema pressurizado utilizando célula de extração e célula de recombinação – 

Metodologia 2. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EB – Extrato bruto; EP – Extrato precipitado. 

4.3 Precipitação proteica do Extrato Bruto por sulfato de amônio 

A partir do extrato bruto (EB) foi realizado um processo de precipitação de 

proteínas utilizando 90% (m/v) de (NH4)2SO4 (BASTOS FILHOS, 2016). Posteriormente, 

a amostra foi agitada por 2 horas e deixada em repouso por 12 horas a temperatura de 

4°C. Em seguida, foi centrifugado a 17.000 x g a 4°C por 30 min. O pellet resultante 

(contendo proteína precipitada) foi solubilizado em água ultrapura e submetido à diálise 

utilizando uma membrana com corte de 12 kDa contra água ultrapura. 

Na metodologia 1, estes resultados levam à formação do extrato precipitado 

de algas úmidas (EPU) e do extrato precipitado de algas liofilizadas (EPL). Na 

metodologia 2, estes resultados levam à formação do extrato precipitado (EP). 

4.4 Quantificação de proteínas totais e ficobiliproteínas extraídas da macroalga S. 

filiformis 

 

4.4.1 Determinação de proteínas totais 

As proteínas solúveis totais dos EB foram determinadas de acordo com a 

metodologia de Bradford (1976). Uma curva padrão foi desenvolvida a partir de albumina 
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sérica bovina (BSA). Para esta análise, uma amostra de 100 μL de EB foi misturada com 

2,5 mL de reagente de bradford e deixada em repouso por 10 min. Em seguida, as leituras 

de absorbância foram feitas a 595 nm utilizando um espectrofotômetro UV-VIS 

(Shimadzu UV-2600). 

4.4.2 Quantificação de ficobiliproteínas extraída da macroalga S. filiformis 

Ao longo das etapas de extração, o conteúdo do extrato de pigmentos de FBP 

processado foi determinado usando um espectrofotômetro de absorção UV-VIS 

(Shimadzu UV-2600) usando as equações dicromáticas (Equação 1 e 2) relatadas por 

Sampath-Wiley e Neefus (2007) desenvolvidas para análises de FBP. Amostras em 

triplicata foram retiradas de cada tratamento. 

[𝑅𝐹𝐸] (
𝑚𝑔

𝑚𝑙
) =  0,1247[(𝐴𝑏𝑠564 − 𝐴𝑏𝑠730) − 0,4583(𝐴𝑏𝑠618 − 𝐴𝑏𝑠730)]       (1) 

[𝑅𝐹𝐶] (
𝑚𝑔

𝑚𝑙
) = 0,154(𝐴𝑏𝑠618 − 𝐴𝑏𝑠730)       (2) 

em que [RFE] é a concentração de R-ficoeritrina (mg·mL-1), [RFC] é a concentração de R-

ficocianina (mg·mL-1) e Abs564, Abs618 e Abs730 são as absorbâncias das amostras em 564, 

618 e 730 nm, respectivamente. 

O índice de pureza (IP) da R-FE foi determinado calculando a razão entre a 

absorbância medida em 564 nm e 280 nm, conforme Equação 3 (SENTHILKUMAR et 

al., 2013a): 

𝐼𝑃 =
𝐴𝑏𝑠564

𝐴𝑏𝑠280
 (3) 

em que Abs280 representa a absorção de proteínas totais e Abs564 é o máximo de absorção 

de R-FE. 

O rendimento de extração de R-FE (mg·g-1) foi calculado usando a 

concentração de R-FE ([RFE], mg·mL-1), o volume do solvente de extração (V, mL) e a 

massa inicial de biomassa (g) conforme definido pela Equação 4: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑅 − 𝐹𝐸 (
𝑚𝑔

𝑔
) =

[𝑅𝐹𝐸] ∗ 𝑉

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
 

(4) 
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Além disso, para análise de pré-tratamento (trituração e maceração) também 

foram realizadas análises microscópicas em zoom óptico de 4x (OLYMPUS, CX21, 

JAPÃO) da macroalga S. filiformis antes e após pressurização a 500 bar. 

 

4.4.3 Análise fluorimétrica 

Os espectros de fluorescência foram determinados em cada etapa do processo 

de extração de R-FE visando analisar a biofuncionalidade da proteína por meio de sua 

emissão de fluorescência. Os espectros de fluorescência foram registrados utilizando um 

espectrofotômetro (RF-6000) com varreduras de emissão variando de 515 nm a 700 nm 

com intervalos de 1 nm e excitados em um comprimento de onda de 495 nm. Todas as 

análises foram realizadas em triplicata. 

4.5 Caracterização dos extratos obtidos de R-FE da macroalga S. filiformis 

Os extratos de R-FE obtidos durante os processos de extração foram 

caracterizados diante das seguintes técnicas: presença de carboidratos totais, análise do 

peso molecular das estruturas secundárias através de eletroforese, composição estrutural 

da biomolécula obtida a partir da análise de dicroísmo celular e grupos funcionais 

presentes nos extratos a partir de FTIR. Além disso, analisou-se a citotoxicidade e 

atividade antioxidante. 

4.5.1 Determinação de carboidratos totais 

A metodologia H2SO4-UV proposta por Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei 

(2013) foi utilizada para quantificar o número de carboidratos totais em EB usando uma 

curva de calibração obtida para glicose de 0 a 0,1 mg·mL-1. Uma alíquota de 500 μL de 

EB contendo carboidratos foi misturada com 1,5 mL de ácido sulfúrico concentrado em 

um tubo de ensaio e agitada em vórtex por 30 s. Após resfriamento, as medições de 

absorção de luz UV foram realizadas a 315 nm utilizando um espectrofotômetro UV-VIS 

(ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013). 

4.5.2 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 

O perfil eletroforético dos EP e EB foram obtidos sob condições 

desnaturantes para avaliar a pureza de R-FE e a presença de estruturas secundárias 
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presentes nos extratos. A eletroforese foi realizada  em gel de separação de poliacrilamida 

12% na presença de β-mercaptoetanol, conforme metodologia descrita por Laemmli 

(1970). 

O gel de separação foi preparado com acrilamida e 1% de SDS, solubilizados 

em tampão tris-HCl 1,5 M (pH 8,8). O gel de concentração continha 4% de poliacrilamida 

e 1% de SDS, dissolvido em tampão tris-HCl 0,5 M (pH 6,8), onde foram feitos poços 

para aplicação das amostras proteicas, com o auxílio de um pente para eletroforese. 

As amostras de EP e EB foram diluídas em tampão de amostra com β-

mercaptoetanol (Tris-HCl 62,5 mM (pH 6,8) contendo 1,0% de SDS, 20% de glicerol, 

0,02% de Azul de Bromofenol e 5% de β-mercaptoetanol) na proporção de 5:1 (p/p), 

agitadas em vórtex e aquecidas a 96 °C  durante 4 min. 

Para estimar a massa molecular das estruturas secundárias de R-FE, foram 

utilizadas como padrão proteínas com massas moleculares conhecidas: fosforilase B (97,0 

kDa), albumina sérica (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbônica bovina 

(30,0 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) α-lactalbumina (14,2 kDa). 

Foram adicionados aos poços em execução cerca de 15 µL de amostra e proteína padrão. 

A corrida eletroforética foi realizada com diferença de potencial de 200 V e 

corrente de 20 mA por um período de 2 h (a 25 °C), utilizando uma solução de Tris 25 

mM (pH 8,3) contendo SDS 0,192 M e 0,1% de SDS como tampão de corrida. Ao 

completar a análise da eletroforese, foram reveladas bandas proteicas com nitrato de prata 

seguindo a metodologia descrita por Morrissey (1981) ou solução corante Coomassie 

Brilliant Blue G-250. As massas moleculares aparentes das bandas proteicas foram 

mensuradas utilizando-se o software GelAnalyzer 23 (LAZAR JR., 2023). 

4.5.3 Dicroísmo Circular (DC) 

As estruturas secundárias do pigmento R-FE extraído pelo sistema 

pressurizado foram caracterizadas por espectroscopia de dicroísmo circular (DC) para 

representar sua composição estrutural quanto à presença de α-hélice, folhas β e estruturas 

não ordenadas. Os espectros de dixcroísmo circular (DC) foram determinados no 

espectrofotômetro J-815 CD JASCO (Japão) na faixa de comprimento de onda de 190 a 

250 nm sob atmosfera de nitrogênio. Foi utilizada uma cubeta de quartzo com caminho 

óptico de 0,1 cm e largura de banda de 1 nm. O extrato foi pré-incubado em diferentes 

temperaturas (20 a 90 °C) por uma hora. Após, o espectro DC resultante foi analisado 
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para observar alterações na elipticidade. Para determinação dos componentes de estrutura 

secundária foi utilizado o servidor online K2D3, segundo metodologia descrita por Louis-

Jeune, Andrade-Navarro e Perez-Iratxeta (2012). 

4.5.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

O FTIR é uma ferramenta capaz de analisar a conformação de proteínas e 

explorar as alterações, presença ou ausência, de grupos funcionais após extração com 

água pressurizada. Os extratos foram liofilizados e analisados em espectrofotômetro 

infravermelho Cary 630 FTIR (Agilent Technologies, EUA) por Reflectância Total 

Atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos na varredura de 400–4000 cm-1 em modo 

de transmitância e resolução de 2 cm-1. Na segunda metodologia, a R-FE purificada no 

trabalho de Pereira Martins et al. (2023) foi utilizada como referência. 

4.5.5 Ensaios de citotoxicidade dos extratos precipitados de R-FE obtidos com a 

metodologia 1. 

Devido à necessidade de um extrato mais puro para a realização de análises 

de atividade citotóxica in vitro, apenas os EP (EPU e EPL – Metodologia 1) foram 

avaliados em quatro linhagens de células tumorais: câncer de colorretal (HCT116), câncer 

de glioblastoma (SNB19), câncer de próstata (PC3) e leucemia (HL60), fornecida pelo 

Instituto Nacional do Câncer (EUA). O ensaio citotóxico é uma análise quantitativa que 

vai determinar a capacidade dos extratos obtidos de inibir o crescimento das células 

cancerígenas.  

Essas linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 

10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos, mantidos em incubadora a 37°C e 

atmosfera contendo 5% de CO2. Os EP foram liofilizadios e diluídos em PBS estéril 

(solução salina tamponada com fosfato pH 7,4) para 10 mg·mL-1 e testadas contra 

linhagens celulares em uma concentração final de 50 µg·mL-1 e 500 μg·mL-1. 

A análise de citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT  baseada em 

Mosmann (1983) e pôde avaliar a viabilidade e o estado metabólico da célula. É uma 

análise colorimétrica baseada na conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-

H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais 

presentes somente nas células metabolicamente ativas. 

A densidade celular foi ajustada para concentrações de 0,7 x 105 células·mL-

https://www.mt.com/br/pt/home/applications/L1_AutoChem_Applications/ftir-spectroscopy/attenuated-total-reflectance-atr.html#:~:text=A%20ATR%20%C3%A9%20uma%20das,de%20praticamente%20todas%20as%20subst%C3%A2ncias.
https://www.mt.com/br/pt/home/applications/L1_AutoChem_Applications/ftir-spectroscopy/attenuated-total-reflectance-atr.html#:~:text=A%20ATR%20%C3%A9%20uma%20das,de%20praticamente%20todas%20as%20subst%C3%A2ncias.
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1 para HCT116, 0,1 x 106 células·mL-1 para as linhagens SNB-19 e PC3 e 0,3 x 106 para 

a linhagem HL60. As placas foram incubadas com a amostra na concentração única de 50 

ou 500 µg·mL-1 em triplicata por 72 horas em incubadora a 5% CO2 a 37 °C. Ao final 

deste período de incubação, as placas foram retiradas e centrifugadas para retirada do 

sobrenadante. Posteriormente, foi adicionada solução de MTT a 10% (sal de tetrazólio) e 

as placas foram incubadas por 3h. Após a incubação, foram centrifugados novamente para 

retirada da solução de MTT. A absorvância foi medida após dissolução do precipitado de 

formazan com DMSO (Dimetilsulfóxido) puro num espectrofotómetro de placa a 595 nm 

(RISS et al., 2016). A quantidade de formazan gerado é, presumivelmente, diretamente 

proporcional ao número de células viáveis. Após análise estatística, os valores de 

absorbância foram ajustados em suas respectivas porcentagens de inibição. Como passo 

seguinte, as amostras foram testadas em curva, que variou de 3,91 a 500 μg·mL-1, com o 

objetivo de determinação dos valores inibitórios de 50% do crescimento celular. 

Os experimentos foram analisados segundo a média ± desvio padrão da média 

(D.P.M) da porcentagem de inibição do crescimento celular usando o programa GraphPad 

Prism versão 8.01. 

4.5.6 Atividade antioxidante 

A atividade antioxidante in vitro foi analisada usando dois métodos diferentes, 

sendo a eliminação do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acordo com Blois 

(1958) e quelação de íons ferrosos como sugerido por  Chew et al. (2008). Enquanto o 

sequestro do radical de DPPH avalia a capacidade de uma substância para neutralizar 

radicais livres, a análise por quelação de íons ferrosos se concentra na capacidade de uma 

substância para se ligar a íons metálicos, reduzindo a sua capacidade de catalisar reações 

pró-oxidantes. 

4.5.6.1 Sequestro do radical de DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil)  

A atividade antioxidante do ensaio DPPH foi estimada pela redução do radical 

livre estável DPPH onde 2,50 mL de DPPH 75 μM em metanol foram adicionados a cada 

extrato. Os extratos foram preparados em concentrações variando de 18,75 μg·mL-1 a 300 

μg·mL-1. A reação foi finalizada após 40 min na ausência de luz e a absorbância foi lida 

a 517 nm em espectrofotômetro (Shimadzu UV-2600). Uma curva de calibração feita com 

DPPH foi utilizada para calcular a concentração restante de DPPH na mistura reacional 



53 

 

após incubação. O BHT foi utilizado como controle positivo. A porcentagem de atividade 

antioxidante foi calculada utilizando a Equação 5: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =
[𝐴𝑜 − (𝐴 −  𝐴𝑏)]

𝐴𝑜
× 100 

(5) 

em que A0 = A517 dos reagentes (500 μL de metanol + 2,5 mL de DPPH); A = A517 da 

reação (300 μL de amostra + 200 μL de metanol + 2,5 mL de DPPH); Ab = A517 da amostra 

(300 μL de amostra + 2,7 mL de água destilada). 

4.5.6.2 Método de quelação de íons ferrosos  

A atividade antioxidante pelo método de quelação de íons ferrosos, 1,0 mL de 

sulfato ferroso (FeSO4) 0,1 mM e 1,0 mL de extratos de amostras em diferentes 

concentrações, variando de 18,75 a 300 μg·mL−1, foram misturados a 1,0 mL de 0,25 

mmol·L−1 ferrozina (ácido 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4 triazina-p-p'-dissulfônico). Os 

tubos foram homogeneizados por vórtice e mantidos em repouso por 10 min e então a 

absorbância foi medida a 562 nm. Um teste de controle foi realizado substituindo a 

amostra do extrato por água destilada. Neste teste, o ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA) foi utilizado como referência. Os resultados foram expressos como capacidade 

de quelação de íons ferrosos (%) e calculados de acordo com a Equação 6: 

𝑄𝑢𝑒𝑙𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 í𝑜𝑛𝑠 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑠𝑜𝑠 (%) =
[𝐴𝑜 − (𝐴 −  𝐴𝑏)]

𝐴𝑜
× 100 

(6) 

em que A0 = A562 dos reagentes (1 mL de FeSO4 + 1 mL de ferrozina + 1 mL de água 

destilada); A = A562 da reação (1 mL de FeSO4 + 1 mL de ferrozina + 1 mL de amostra); 

Ab = A562 da amostra (2 mL de água destilada + 1 mL de amostra). 

4.6 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram expressos como médias ± desvios padrão (DP). 

Os dados foram analisados por meio de ANOVA unidirecional e os resultados foram 

considerados significativos se p < 0,05. A citotoxicidade foi avaliada com base na média 

± desvio padrão da média (DP) da porcentagem de inibição do crescimento celular, e a 

análise foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versão 8.01. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise dos resultados obtidos na Metodologia 1 

 

5.1.1 Análise do extrato bruto obtido na extração de água pressurizada 

Neste estudo, o processo de extração é analisado a partir da aplicação de 

pressão na estrutura da macroalga S. filiformis, danificando assim sua parede celular. A 

Figura 13 mostra a concentração de proteínas totais (13a) e R-FE (13b) obtidas em 

diferentes tempos de extração sob pressão de 500 bar. Não houve efeito significativo do 

tempo de extração pressurizado (p>0,05), exceto em 360 min entre as duas diferentes 

estruturas, úmida e liofilizada. A concentração de proteínas solúveis totais variou de 

0,027-0,053 mg·mL-1 e 0,006-0,013 mg·mL-1, enquanto a concentração de R-FE extraída 

variou de 0,004-0,019 mg·mL-1 e 0,002-0,007 mg·mL-1 para o EBL e EBU, 

respectivamente. Os processos apresentam margens de erros significativos, pois durante 

a coleta de amostra o sistema não é despressurizado que, consequentemente, por ser uma 

concentração muito baixa acaba sendo afetada. Devido à disponibilidade limitada de 

dados na literatura sobre a extração de R-FE da biomassa sem passar pelo processo de 

moagem, são necessários dados adicionais para comparações significativas. 

Figura 13 - Efeito do tempo na concentração de proteínas totais (a) e concentração de R-

FE (b) obtidas por extração pressurizada de S. filiformis durante 360 min, sob pressão de 

500 bar. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EBU – Extrato bruto de algas úmidas, linha pontilhada; EBL – 

Extrato bruto de algas marinhas liofilizadas, linha contínua. 

As algas vermelhas possuem um potencial significativo como fonte de 

proteínas essenciais, com sua composição proteica variando de acordo com a espécie, 

localização geográfica, estação do ano e diferentes metodologias de extração 

(MOURITSEN; RHATIGAN; PÉREZ-LLORÉNS, 2018; PEREIRA et al., 2020). A alta 

concentração de proteínas totais (Figura 13a, linha sólida) comparada à baixa 

concentração de R-FE (Figura 13b, linha sólida), obtida a partir de algas marinhas inteiras 

liofilizadas, pode estar associada à extração de outras FBP, tais como R-ficocianina (R-

FC) e outras famílias de proteínas presentes em macroalgas vermelhas, como enzimas e 

proteínas estruturais (MITTAL et al., 2017). Porém, tal diferença não é evidente na 

estrutura úmida em que a ruptura da parede celular parece menos eficaz se considerada a 

baixa concentração de proteínas totais e do pigmento R-FE obtidos (Figura 13a e 13b, 

linha pontilhada). 

No processo de liofilização, a alga marinha é congelada e os cristais de gelo 

sublimam, sugerindo um enfraquecimento da conectividade da parede celular e 

permitindo assim a liberação de proteínas que de outra forma seriam mais difíceis de 

serem extraídas (UNTERLANDER; CHAMPAGNE; PLAXTON, 2017). Este processo 

apresenta vantagens quando se compara a extração com as estruturas liofilizadas e úmidas. 

A extensão em que um mecanismo específico desempenha um papel significativo pode 

variar dependendo do tipo de biomassa, sua estrutura e das condições específicas do 

processo (MITTAL et al., 2017). 
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Para a análise dos espectros de absorção de R-FE, examinou-se o ponto de 

extração mais eficaz, que foi de 360 min tanto para a forma úmida quanto para a 

liofilizada (Figura 14). As alterações observadas em um espectro de absorção visível de 

R-FE bem definido podem fornecer informações sobre o impacto do tratamento na 

dissociação e desdobramento de proteínas (SIMOVIC et al., 2022). 

Figura 14 - Análise espectrofotométrica de absorção (a) e análise fluorimétrica (b) obtidas 

por extração pressurizada de S. filiformis em 360 min e sob pressão de 500 bar. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EBU – Extrato bruto de algas úmidas, linha pontilhada; EBL – 

Extrato bruto de algas liofilizadas, linha contínua; RFU – Intensidade de fluorescência. 
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De acordo com a literatura, a molécula de R-FE apresenta características 

espectrais com picos de absorbância em 565 nm, 498 nm e ombro/pico em 545 nm, 

correlacionados com o conteúdo de ficobilinas em sua estrutura. Além disso, exibe uma 

emissão máxima de fluorescência em 575 nm (BOGORAD, 2003; BRYANT, 1982; 

GLAZER et al., 1976; JIANG; ZHANG; LIANG, 1999; SIDLER, 1994). O EBU exibiu 

picos de absorção em 499 nm e entre 540 e 564 nm, juntamente com um pico de 

fluorescência em 576 nm e um baixo índice de pureza (IP) do extrato de 0,41. Ao mesmo 

tempo, o EBL apresentou picos de absorção em 499 nm e entre 540 e 563 nm, um IP do 

extrato de 0,15 e um pico de fluorescência em 575 nm. Ambos os extratos exibiram 

características consistentes com a estrutura da R-FE (SIMOVIC et al., 2022; XU; WANG; 

HOU, 2020). 

Entretanto, para EBL, a faixa de 540 a 563 nm não está bem definida, 

indicando a presença de compostos contaminantes capazes de absorver luz nos mesmos 

comprimentos de onda, como evidenciado pelo baixo IP. Quanto à análise da emissão de 

fluorescência, quando excitada em 495 nm, revelou um ombro em torno de 620 nm, 

demonstrando uma assimetria característica da R-FE, conforme observado em estudos 

anteriores (GAIGALAS et al., 2006; SIMOVIC et al., 2022). De acordo com Simovic et 

al. (2022), esta assimetria no espectro de emissão da R-FE (Figura 14b) surge das 

múltiplas interações dos cromóforos PEB e PUB dentro da molécula. 

O tratamento de pressão a 500 bar não apresentou alterações significativas no 

espectro de absorção. Exceto para biomassa liofilizada (EBL, Figura 14a) em que o pico 

entre 540-563 nm é menos definido, exibindo um ligeiro deslocamento para a esquerda 

da banda PEB. Investigações anteriores indicaram que a estrutura fina do pico a 560 nm 

resulta da presença de dímeros cromóforos PEB nas interfaces da subunidade dentro da 

estrutura hexamérica da R-FE [(αβ)6γ] (GAIGALAS et al., 2006; SIMOVIC et al., 2022; 

WOMICK; LIU; MORAN, 2011). Consequentemente, a dissociação parcial do 

hexâmetro de R-FE induziu a perda da estrutura detalhada da banda PEB a 560 nm. Esta 

perda é atribuída à desagregação dos dímeros cromóforos PEB nas interfaces das 

subunidades, possivelmente devido à presença de contaminantes. A banda PEB é mais 

conservada no EBU do que no EBL. Simovic et al. (2022) concluíram que a variação de 

pressão entre 10 e 900 bar não apresentou redução significativa no espectro de absorção 

da R-FE purificada. 

O resultado do rendimento da extração da R-FE em função do tempo e da 
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estrutura da alga é apresentado na Figura 15. No EBL o rendimento variou de 0,408 a 

0,661 mg·g-1 de biomassa seca. Enquanto que no EBU, o rendimento variou de 0,013 a 

0,057 mg·g-1 de biomassa úmida. 

Figura 15 - O rendimento de R-FE foi obtido por extração pressurizada da S. filiformis 

durante 360 min sob pressão de 500 bar. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EBU – Extrato bruto de algas úmidas, linha pontilhada; EBL – 

Extrato bruto de algas liofilizadas, linha contínua. 

Geralmente, o rendimento de R-FE depende do solvente, da estrutura e das 

espécies de algas marinhas utilizadas. Neste estudo, o tempo de 360 minutos de extração 

e a estrutura da macroalga (seca ou úmida) desempenharam um papel essencial na 

extração de R-FE. A estrutura de toda a alga, sem qualquer processo de trituração, é um 

fator crucial a estudar, pois pode eliminar um processo no sistema de extração. 

Bastos Filho (2016) realizou estudos para a macroalga S. filiformis em 6 h de 

extração na técnica de homogeneização, que consiste na agitação da alga em béquer, 

utilizando algas úmidas e trituradas, que atingiram rendimento máximo de 0,031 mg·g-1 

de biomassa úmida, estimando 0,31 mg·g-1 de biomassa seca, sob pressão atmosférica. 

Empregando o sistema de pressurização e utilizando a estrutura de biomassa não triturada 

(inteira), o máximo de R-FE obtido no desenvolvimento deste trabalho com a aplicação 

de pressão de 500 bar foi de 0,66 mg·g-1 de biomassa seca. Obteve-se nesse estudo, já nos 

instantes iniciais (15-30 min), um rendimento bem maior comparado com Bastos Filho 
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(2016). Sendo este resultado final duas vezes maior no mesmo período e sem o processo 

de britagem, podendo assim observar o efeito da pressão na redução do tempo de extração. 

Os resultados obtidos neste estudo são semelhantes à extração de R-FE por 

maceração com água destilada da alga Sarcopeltis skottsbergii realizada por Castro-

Varela et al. (2022) que atingiu 0,65 mg de R-FE por biomassa seca e é superior ao de 

Mittal et al. (2017) que utilizaram extração assistida por ultrassom (EAU) na macroalga 

Gelidium pusillum, não triturada, com rendimento de 0,16 mg·g-1 de biomassa seca. 

Em estudos de extração aplicando maior pressão pode ocorrer aumento de 

temperatura e consequente desnaturação do pigmento, conforme Pereira et al. (2020), ao 

atingir 6000 bar de pressão. Simovic et al. (2022) relataram que, em contraste com a 

temperatura elevada, o tratamento de alta pressão apresentou uma concentração 

significativa a 4500 bar que teve um efeito menos destrutivo na intensidade da cor de R-

FE da macroalga Porphyra purpurea, indicando que o tratamento de pressão tem 

impactos substancialmente menos adversos na estabilidade de R-FE do que o 

processamento térmico. 

A biomassa liofilizada resultou em maior eficiência de extração quando 

comparada à biomassa úmida. Aplicar pressão à biomassa úmida sem qualquer método 

de moagem ou pré-tratamento não é adequado para atingir a eficiência desejada de 

extração de R-FE, pois a parede celular pode não ser totalmente rompida (JUBEAU et al., 

2013). Além disso, a alta presença de polissacarídeos presentes na parede celular de 

macroalgas vermelhas requer métodos de pré-tratamento para extração de R-FE 

(MITTAL; RANADE, 2023). 

Os métodos de processamento para romper a parede celular e alcançar a 

máxima valorização das macroalgas é essencial para facilitar a extração de composto 

bioativos. Vários métodos de pré-tratamento foram desenvolvidos, como choque 

osmótico, cisalhamento e ruptura celular enzimática (HARNEDY; FITZGERALD, 2013), 

autoclave, banho-maria e banho-maria com agitador magnético (ÖĞRETMEN; DUYAR, 

2018), maceração e maceração com nitrogênio (MITTAL et al., 2017), entre outros. 

De maneira geral, os métodos de pré-tratamento podem ser categorizados em 

quatro tipos principais: físicos, químicos, biológicos e físico-químicos. Os métodos 

físicos têm a vantagem de produzir partículas de biomassa menores, embora isso venha 

acompanhado de um alto consumo de energia. No entanto, esses métodos físicos 

apresentam a limitação de não serem capazes de abrir efetivamente a matriz celular até o 
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nível molecular. Quanto aos métodos enzimáticos, eles demandam baixo consumo de 

energia e são altamente específicos, mas as enzimas são dispendiosas e têm restrições 

quanto ao reuso durante o pré-tratamento. Por outro lado, os métodos de pré-tratamento 

químico e físico-químico não são adequados para a extração de biomoléculas sensíveis 

devido à sua natureza tóxica, corrosiva ou ao alto consumo de energia (MITTAL; 

RANADE, 2023). 

Com base no critério de rendimento, o EB enriquecido com R-FE foi 

caracterizado nas condições de extrato obtido em 6 horas de extração de algas úmidas e 

liofilizadas, EBU e EBL, respectivamente. 

5.1.2 Análise de carboidratos totais 

O pigmento está concentrado na camada superior do talo da alga marinha 

(BURLOT et al., 2023). Quando a pressão aplicada danifica apenas a parede celular, 

observa-se um alto rendimento de pigmento e um baixo teor de carboidratos totais. No 

entanto, se ocorrer a destruição total da estrutura física da macroalga, muitos carboidratos 

também serão extraídos. Dado que este estudo é parte de um projeto mais amplo que 

busca a extração sequencial de proteínas seguida pelos carboidratos no conceito de 

biorrefinaria, esse resultado não seria favorável. 

Os carboidratos são extraídos no EB e interferem na partição da biomolécula 

alvo. Na análise quantitativa desses polissacarídeos, o EBL atingiu concentração de 

carboidratos de 4,4 mg·g-1, enquanto o EBU atingiu 0,2 mg·g-1. O processo de extração 

pressurizada é flexível ao aplicar pressão. Quanto maior o processo, menos seletivo ele 

se torna (ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). Isso significa que, à medida que a 

pressão é aumentada, a extração se torna mais eficiente em liberar uma variedade maior 

de componentes da matriz da amostra, incluindo os componentes desejados e aqueles que 

não são necessariamente alvo da extração, devido ao aumento da solubilidade dos analitos 

na solução extrativa. 

Contudo, a pressão de 500 bar e a estrutura da alga sem moagem avaliadas 

neste estudo apresentaram pouca extração de carboidratos, que se apresenta como uma 

vantagem do processo sem moagem. Tais valores obtidos são muito inferiores aos 

encontrados por Munier et al. (2015), atingindo 33,78 mg·g-1 da macroalga Grateloupia 

turuturu liofilizada e moída. Le Guillard et al. (2023) realizaram extração por hidrólise 

enzimática assistida por ultrassom (EAU) e obtiveram 44,31 mg·g-1 de carboidratos. 
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5.1.3 Eletroforese SDS-PAGE 

As proteínas presentes no EB foram precipitadas por sulfato de amônio (90% 

m/v) para reduzir ou eliminar a presença de carboidratos ou outros elementos não 

interferentes nas proteínas no extrato. Esta etapa não distinguiu as ficobiliproteínas, como 

ficocianinas e aloficocianinas, que absorvem na região de 600-700 nm. Para analisar as 

estruturas secundárias presentes nos extratos de R-FE, o perfil eletroforético de EB 

(EBU/EBL) e EP (EPU/EPL) foram analisados sob condições desnaturantes na presença 

do agente redutor β-mercaptoetanol. Quando submetidos ao processo de eletroforese, os 

extratos apresentaram diversas bandas, conforme mostra a Figura 16. 

Figura 16 – Perfil eletroforético de R-FE obtido em 6 horas de extração pressurizada da 

macroalga S. filiformis, em pressão de 500 bar, sob condições desnaturantes na presença 

do agente redutor. A – Marcador de peso molecular: fosforilase B (97,0 KDa); B – EBL; 

C –EPL; D –EBU; E –EPU. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EPL – Extrato precipitado de algas liofilizadas; EBL – Extrato bruto 

de algas liofilizadas; EPU – Extrato precipitado de algas úmidas; EBU – Extrato bruto de algas úmidas. 

A R-FE é uma proteína oligomérica de peso molecular em torno de 240 KDa 

que possui três subunidades diferentes em sua estrutura, α (~16 KDa), β (~21 KDa) e γ 

(~39 KDa), que estão ligadas a cisteínas específicas por ligações tioéter 

(SENTHILKUMAR et al., 2013a). De acordo com a análise do perfil eletroforético, os 

EP (Figura 16C e E) apresentaram bandas mais fortes que o EB. Com uma pré-purificação 

com sulfato de amônio, um aumento significativo no IP ocorreu apenas para EPL de 0,14 

para 0,25 e permaneceu em 0,41 para EPU. As massas moleculares aparentes das bandas 
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proteicas foram mensuradas utilizando-se o software GelAnalyzer 23 (LAZAR JR., 2023) 

e são apresentadas na Figura 17. Este software permite detectar, quantificar e comparar a 

banda de proteína padrão com as bandas dos extratos analisados, estimando o peso 

molecular das estruturas secundárias detectadas. No eixo Y  observa-se a intensidade de 

sinal em pixel ao longo de uma pista de gel, permitindo a análise quantitativa de amostras. 

Enquanto no eixo X mostra a posição das bandas ao longo do gel. 

Figura 17 - Perfil eletroforético de R-FE foi obtida em 6 horas de extração pressurizada 

da macroalga S. filiformis, obtido pela análise do software gelanalyser (LAZAR JR., 

2023). (B) EPL; (C) EBL; (D) EPU; (E) EBU. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EPL – Extrato precipitado de algas liofilizadas; EBL – Extrato bruto 

de algas liofilizadas; EPU – Extrato precipitado de algas úmidas; EBU – Extrato bruto de algas úmidas. 

Observa-se uma banda forte em torno de 66,0 KDa no EPL que se torna mais 

suave nos demais extratos, característica do dímero (αβ). Bandas discretas entre 45,0 KDa 

e 35,0 KDa são observadas em EP, o que pode representar a banda γ. Entre 30,0 e 20,1 

KDa, as bandas são mais visíveis nos extratos de algas úmidas, mas também estão mais 

fracamente presentes nas algas liofilizadas nas quais as bandas α e β são identificadas. Na 

faixa de 14,4 e 20,1 kDa, diferentes bandas estão presentes em todas as amostras, o que 

caracteriza a presença de outras ficobiliproteínas (18 kDa) e outras famílias de proteínas 

(CARLOS, 2020; SIMOVIC et al., 2022). Estes dados coincidem com os espectros de 

absorbância relatados anteriormente. 

Ainda de acordo com as faixas abordadas, os resultados são semelhantes aos 

estudos que realizaram a purificação, como Bastos Filho (2016) com subunidades em 18, 
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20 e 37 KDa da macroalga S. filiformis e Senthilkumar et al. (2013a) de 16, 21 e 39 KDa 

da macroalga Portieria hornemannii, para as subunidades α, β e γ, respectivamente. Para 

extração com alta pressão, em relação à estrutura da R-FE da macroalga Porphyra sp do 

estudo de Simovic et al. (2022),  foi obtida uma banda de ~20 kDa, correspondente às 

subunidades α e β, e duas bandas discretas entre 30 e 35 kDa correspondentes às 

subunidades γ. 

5.1.4 Dicroísmo Circular (DC) 

As estruturas secundárias do pigmento R-FE extraído pelo sistema 

pressurizado foram caracterizadas por espectroscopia de dicroísmo circular (DC) para 

representar sua composição estrutural quanto à presença de α-hélice, folhas-β e estruturas 

não ordenadas, conforme apresentado na Figura 18. Os espectros de DC (Figura 18A) 

para os extratos precipitados (EPL e EPU) apresentaram elipticidade negativa a partir de 

201 nm e um pico na banda positiva em 192 nm, características típicas de proteínas α-

hélice (SIMOVIC et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020), enquanto os extratos brutos 

não apresentaram conformação característica das estruturas secundárias de R-FE. Isto se 

deve à quantidade de interferentes presentes no extrato bruto, como polissacarídeos 

sulfatados e outras famílias de proteínas presentes. 

Figura 18 - Espectro de dicroísmo circular (DC) de R-FE de extratos obtidos de S. 

filiformis. (A) Espectros de DC de R-FE dos extratos brutos e liofilizados; (B) Espectros 

de DC dos extratos após serem submetidos a diferentes temperaturas; (C) Espectro de DC 

de aquecimento do EBL; (D) Espectro de DC de aquecimento do EBU; (E) Espectros de 

DC de aquecimento EPL; (F) – Espectro de DC de aquecimento do EPU. 
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Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPL – Extrato precipitado de algas liofilizadas; EBL – Extrato bruto 

de algas liofilizadas; EPU – Extrato precipitado de algas úmidas; EBU – Extrato bruto de algas úmidas. 

Quando submetido a diferentes temperaturas (Figura 18 C-F), os espectros 

mostraram que a estrutura secundária do pigmento começou a sofrer pequenas alterações 

a partir de 50°C e significativamente a partir de 70°C, alterando suas estruturas 

secundárias para estruturas não ordenadas. No entanto, eles ainda apresentaram 

características de α-hélice para o EPL. Os espectros do EB não apresentaram, desde o 

início, características de estruturas secundárias de R-FE, o que se deve à quantidade de 

contaminantes presentes na amostra. Nota-se na Figura 18B que, após serem submetidas 

a condições extremas de temperatura (90°C), as estruturas secundárias dos extratos 

precipitados de R-FE não perderam sua conformação característica de α-hélice, mas 

indicaram desnaturação irreversível da R-FE (SIMOVIC et al., 2022) e um pigmento 

natural altamente estável, conforme dados apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Elementos de estrutura secundária da R-FE estimados a partir do espectro de 

DC para diferentes temperaturas. 

Amostras 
Estruturas secundárias (%) Estruturas  

não ordenadas (%) α-hélice folhas-β 

EPL / R-FE (20°C) 95,23 0,02 4,75 

EPL / R-FE (30°C) 95,25 0,02 4,73 

EPL / R-FE (40°C) 95,05 0,02 4,93 

EPL / R-FE (50°C) 91,48 0,01 8,51 

EPL / R-FE (60°C) 83,64 0,03 16,33 

EPL / R-FE (70°C) 72,50 0,04 27,46 

EPL / R-FE (80°C) 69,60 0,10 30,30 

EPL / R-FE (90°C) 64,04 0,14 35,82 

EPU / R-FE (20°C) 93,23 0,02 6,75 

EPU / R-FE (30°C) 93,35 0,02 6,63 

EPU / R-FE (40°C) 92,56 0,02 7,42 

EPU / R-FE (50°C) 87,43 0,03 12,54 

EPU / R-FE (60°C) 81,87 0,06 18,07 

EPU / R-FE (70°C) 75,25 0,4 24,35 

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPL – Extrato precipitado de algas liofilizadas; EPU – Extrato 

precipitado de algas úmidas. 

Para a análise dos espectros de DC (Tabela 1) foi utilizado o servidor online 

K2D3, fornecendo informações relevantes sobre a conformação do R-FE e sua 

organização estrutural. De acordo com os dados apresentados e a análise pelo servidor 

online K2D3 da R-FE obtido na extração pressurizada, o espectro DC do EPL apresentou 

95,24% de α-hélice, 0,02% de folhas-β e 4,74% de estruturas não ordenadas e para EPU 

mostrou 93,28% de α-hélice, 0,02% de folhas-β e 6,7% de estruturas não ordenadas. O 

conteúdo de α-hélice calculado é muito superior ao esperado, onde a porcentagem de α-

hélice varia de 60 a 79% (SIMOVIC et al., 2022), confirmando a presença de outras 

proteínas e contaminantes no EP. 

5.1.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é 

uma ferramenta capaz de analisar a conformação de proteínas e explorar as alterações, 

presença ou ausência, de grupos funcionais após extração com água pressurizada. A 
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Figura 19 mostra os espectros de FTIR do EP liofilizado obtido a partir da pressurização 

da biomassa úmida e liofilizada. 

Figura 19 - Espectro de FTIR de 4000-500 cm-1 dos extratos precipitados e liofilizados 

de S. filiformis. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPU – extrato precipitado de alga úmida; EPL – extrato precipitado 

de alga liofilizada. 

As bandas detectáveis de R-FE são grupos característicos de amida A, B e I-

VII, sendo as principais amida A (~3300 cm-1), amida B (~3100 cm-1), amida I (~1650 

cm-1) e amida II (~1550 cm-1) (XU et al., 2022). Dentre estas a região espectral mais 

sensível às composições de estrutura secundária proteica foi a amida I principalmente as 

vibrações 1700-1600 cm-1, especialmente as vibrações de estiramento =CO das ligações 

peptídicas detectadas como 1647,48 cm-1 e 1636,30 cm-1 para EPU e EPL, 

respectivamente. A amida I indica a α-hélice como elemento principal de sua estrutura 

secundária (XU et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020), confirmando os dados avaliados 

pelo DC. 

Amida II pode ser observada em 1543,11 cm-1 para ambos EP. O pico de 

absorção da Amida A em 3280,06 cm-1 e 3272,60 cm-1 refere-se à vibração de estiramento 

O—H. Já o pico de absorção em 1032,47 cm-1 e 1025,02 cm-1 pertence à vibração de 
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estiramento assimétrico C—O—H para EPU e EPL, respectivamente (XU et al., 2022; 

XU; WANG; HOU, 2020). Ambos os EP possuem os grupos funcionais característicos da 

R-FE. 

A Figura 19, linha preta, representa a alga marinha liofilizada bruta (natural). 

De acordo com as análises, a banda IR de 1000 a 500 cm-1 não é encontrada nos EP, nos 

compostos ou moléculas e contaminantes que não foram extraídos no processo de 

pressurização. Os picos de intensidade característicos de R-FE permaneceram 

semelhantes e induziram que não sofreram conformidades no processo de extração, 

mantendo a estrutura da R-FE. Tais resultados foram semelhantes aos estudados por Xu, 

Wang e Hou (2020). 

5.1.6 Citotoxicidade 

A análise de citotoxicidade da molécula de R-FE foi obtida de EPU e EPL e 

foi analisada em quatro linhagens de células tumorais: HCT116, SNB19, PC3 e HL60. A 

concentração inibitória média (IC50) é uma medida quantitativa que indica o nível em que 

os extratos são suficientes para inibir o crescimento das células cancerígenas. Quando 

examinado na concentração de 50 µg·mL-1, a R-FE apresentou inibição inferior a 50%. 

Ao se aumentar a concentração para 500 µg·mL-1, a inibição foi mais significativa que 

50% (Tabela 2). 

Tabela 2 - Potencial citotóxico da R-FE extraída da macroalga S. filiformis avaliado pelo 

método MTT para crescimento de células cancerígenas. 

Linhagem de células 

testadas 

EPL EPU 

50 µg·mL-1 500 µg·mL-1 50 µg·mL-1 500 µg·mL-1 

Câncer de colorretal  

(HCT-116) 

17,88% ± 

10,69 

69,05% ± 

2,50 

43,97% ± 

5,64 

70,76% ± 

4,78 

Câncer de próstata  

(PC3) 

27,45% ± 

1,85 

60,17% ± 

3,95 

40,29% ± 

6,54 

52,93% ± 

2,73 

Câncer de glioblastoma 

(SNB-19) 

21,89% ± 

3,99 

38,55% ± 

3,96 

33,86% ± 

1,58 

48,35% ± 

1,01 

Leucêmica  

(HL-60) 
ND 

84,96% ± 

10.46 
ND 

83,79% ± 

3,16 

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPU – Extrato precipitado de algas úmidas; EPL – Extrato 

precipitado de algas liofilizadas; ND - Não determinado. 
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As amostras não apresentaram citotoxicidade na concentração de 50 µg·mL-

1 contra linhagens celulares de câncer, pois apresentaram inibição inferior a 50%. A R-FE 

exibiu maior inibição em concentrações mais altas (500 µg·mL-1) como mostrado na 

Figura 20. Nenhuma das amostras demonstrou atividade contra a linhagem celular SNB-

19. Como passo seguinte, as amostras foram testadas em curva, que variou de 3,91 a 500 

μg·mL-1, com o objetivo de determinação dos valores inibitórios de 50% do crescimento 

celular. A inibição da linhagem tumoral de leucemia promieloblástica (HL-60) apresentou 

o melhor resultado com cerca de 84% e 85% de EPU e EPL, respectivamente. 

O mecanismo de ação da R-FE provém da sua capacidade de gerar oxigênio 

singleto citotóxico, promovendo a destruição seletiva das células tumorais e interrompe 

o suprimento de nutrientes para o tumor, inibindo seu crescimento e disseminação (PAN 

et al., 2013). Em células leucêmicas (HL-60), esse oxigênio singleto citotóxico pode levar 

à morte celular programada (apoptose), destruindo a morfologia da célula, do núcleo 

celular e causando danos ao DNA, inibindo assim sua proliferação e levando à supressão 

do crescimento tumoral. Ensaios futuros para análise de qualidade, como a análise de 

microscopia de fluorescência e citometria de fluxo, pode ser realizado para a detecção de 

células necróticas e apoptóticas (SENTHILKUMAR et al., 2013b; TAN et al., 2016). 

Figura 20 - Efeitos citotóxicos em linhas celulares de câncer. Resultados representados 

como porcentagem de inibição celular por média e desvio padrão. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPL – Extrato precipitado de algas liofilizadas; EPU – Extrato 

precipitado de algas úmidas. 
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No desenvolvimento deste trabalho utilizou-se um extrato precipitado sem 

purificação, enquanto os abordados na literatura utilizaram extratos purificados de R-FE. 

Sathuvan et al. (2022) utilizaram até 1000 μg·mL-1 de R-FE purificada da macroalga 

Gracilaria corticata em método cromatográfico rápido e de etapa única usando a técnica 

de eletroforese em gel de poliacrilamida, onde apresentou melhor viabilidade celular até 

700 μg·mL-1 para células Hep-2 e Vero. A captação celular foi observada por citometria 

de fluxo, mostrando eficiência na marcação celular de R-FE em estudos in vitro. Esses 

resultados destacam a capacidade de marcação fluorescente da R-FE em estudos in vitro, 

evidenciada por micrografias de fluorescência e análises de citometria de fluxo em duas 

linhas celulares distintas (Hep-2 e Vero) (SATHUVAN et al., 2022). 

Senthilkumar et al. (2013b) analisaram a citotoxicidade de R-FE extraído de 

Portieria hornemannii e purificada em coluna de troca aniônica Q-Sepharose, que 

dependia da dose (500–1000 μg·mL-1). A análise dos núcleos apoptóticos por coloração 

nuclear revelou que a R-FE pode induzir significativamente um apoptose nas células 

cancerígenas (HepG2 e A549), causando a parada do ciclo celular. Isso sugere que o efeito 

inibitório do crescimento das células cancerígenas pela R-FE pode estar relacionado aos 

mecanismos de fragmentação do DNA nuclear, possivelmente envolvendo a apoptose 

(SENTHILKUMAR et al., 2013b). 

Neste estudo, o extrato de EPL apresentou o menor IC50 de 61,27 μg·mL-1 na 

linhagem leucêmica HL60, sendo este o melhor resultado obtido, além de 153,0 e 306,2 

μg·mL-1 para PC3 e HCT116, respectivamente, após 72 horas de incubação, conforme 

apresentado na Tabela 3. O extrato EPU apresentou IC50 de 130,0 e 111,0 μg·mL-1 para 

HL60 e HCT116, respectivamente. 

Tabela 3 – Valores da IC50 (μg/mL) dos extratos de R-FE extraídas de S. filiformis 

avaliadas pelo método MTT nas linhagens leucêmico (HL60), próstata (PC3), câncer de 

colorretal (HCT116) e glioblastoma (SNB19) com incubação de 72 horas. Maior 

concentração testada: 500 μg/mL. 

 IC50 (Intervalo de confiança) 

Linhagem celular EPL EPU 

HL60 61,27 (30,89 – 128,3) 130,0 (96,76 – 176,0) 

PC3 306,2 (137,8 – 474,5) >500 

HCT116 153,0 111,0 (59,28 – 192,1) 

SNB19 >500 >500 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Os extratos precipitados contendo R-FE obtido de S. filiformis mostraram-se 

ativos contra células cancerígenas. Destaca-se que o extrato obtido neste estudo pode 

possuir outros bioativos interferindo neste resultado tais como outras ficobiliproteínas e 

carboidratos. Sudhakar, Dharani e Paramasivam (2023) estudaram inibição celular com 

R-FE purificada da macroalga Gracilaria corticata utilizando cromatografia em 

coluna de celulose DEAE que inibiu significativamente as células HCT-116 de maneira 

dependente do tempo e da concentração após 48 horas de incubação.  

O método de extração pressurizado abordado na metodologia 1 apresentou as 

vantagens da extração de R-FE sem a adição de nenhum solvente químico durante o 

processo e isto não gerou nenhum outro resíduo. Além do mais, as condições de 

temperatura são amenas: temperatura ambiente (25°C), sem aumento de temperatura 

durante o processo, evitando (assim) a degradação proteica, e estudos anteriores já 

comprovaram menor consumo de energia (KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). 

Desta forma, a metodologia 1 que utilizou extração com água pressurizada 

apresenta princípios para “tecnologia verde” (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; 

ESQUIVEL-HERNÁNDEZ et al., 2017). Poucos estudos avaliam o impacto da técnica 

pressurizada na R-FE, dificultando a comparação dos nossos resultados com outros 

trabalhos sobre extração de pigmentos de macroalgas. Nesse sentido, infere-se que a 

extração pressurizada é uma alternativa atrativa à extração não agressiva e com atividade 

biológica de interesse para a formulação de produtos biotecnológicos em diferentes 

setores industriais. 

5.2 Análise dos resultados obtidos na Metodologia 2 

Os resultados apresentados anteriormente demonstraram que a alga 

liofilizada se apresentou como a melhor estrutura para uma eficiente extração da R-FE da 

macroalga S. filiformis. Dessa forma, a metodologia 2 utilizou alga liofilizada e macerada 

em diferentes parâmetros de extração e suas combinações foram empregadas para 

aumentar o rendimento de extração da R-FE da macroalga S. filiformis e analisar a 

possível extração de R-FC. Os resultados são discutidos nas seções seguintes. 

5.2.1 Análise de R-Ficoeritrina obtido na extração de líquido pressurizado 

A Figura 21 mostra os rendimentos de extração de R-FE em função do tempo 

e solvente de extração (tampão fosfato e água ultrapura). Para tampão fosfato, o 

rendimento de R-FE variou de 4,69 a 5,36 mg·g-1. Em comparação, em água ultrapura, 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/column-chromatography
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/column-chromatography
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cellulose
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ele variou de 8,85 a 10,37 mg·g-1. Para ambos os solventes, a ANOVA mostrou que não 

existem diferenças de significância estatística (p>0,05) ao longo do tempo de extração. 

Os resultados apresentados a seguir sugerem que o rendimento de R-FE aumenta usando 

água ultrapura como solvente de extração. 

Figura 21 - Efeito no rendimento de R-FE utilizando água ultrapura e tampão fosfato 

como solvente de extração sob pressão constante de 500 bar ao longo de 360 min. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

Segundo estudos anteriores, a água destilada foi o melhor agente que 

aumentou a eficiência de extração de proteínas (CASTRO-VARELA et al., 2022; 

SUDHAKAR et al., 2015; TAN et al., 2020), efetivando os resultados obtidos neste 

trabalho. Isso ocorre devido à difusão acelerada da molécula em água e à solubilidade de 

outras proteínas (CASTRO-VARELA et al., 2022). Por se tratar de uma substância 

quimicamente mais neutra, a água ultrapura pode resultar em uma maior solubilidade das 

proteínas e, consequentemente, dos biocompostos ativos na solução. A escolha do 

solvente é um fator restritivo no setor industrial e, assim, a água mostra-se adequada pois 

é um solvente de baixo custo. Portanto, a água ultrapura é o solvente de extração definido 

para análises posteriores. 

Afim de estudar o efeito da pressão no sistema, a extração de R-FE foi 

realizada em pressões de 200, 500 e 800 bar. O processo de extração é analisado 
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aplicando-se pressão onde ocorre dano à parede celular, diminuindo a resistência à 

transferência de massa, na qual os sólidos incorporados na matriz se difundem no solvente 

até atingir uma concentração de equilíbrio (KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). 

Na Figura 22 apresenta-se a concentração de proteínas totais (22a) e 

rendimento de R-FE (22b) obtida em diferentes pressões e tempos de extração. As 

macroalgas vermelhas apresentam altos teores de proteínas (CASTRO-VARELA et al., 

2022; PEREIRA et al., 2020) e, conforme esperado e demonstrado nos resultados (Figura 

22a), a concentração de proteínas totais apresenta aumento com o aumento de pressão, 

relevante logo nos primeiros min de extração.  

Atingindo a pressão de 800 bar, alcançou-se uma concentração em torno de 

0,15 ± 0,004 mg·mL-1. Em comparação, a pressão de 500 bar atingiu 0,13 ± 0,007 mg·mL-

1, enquanto a pressão de 200 bar alcançou 0,11 ± 0,014 mg·mL-1. Todos estes em 30 min 

de extração. Analisando os resultados apresentados, para o aumento de extração de 

proteínas totais, ou seja, extração de todo tipo de proteína presente na macroalga S. 

filiformis, o aumento da pressão é significativo no processo de extração sendo 800 bar a 

condição mais eficaz do processo de extração. 

Figura 22 - Concentração de proteínas totais (a) e Rendimento de R-FE (b) obtidos no 

sistema pressurizado, analisando o efeito de pressão sem processo de agitação ao longo 

do tempo. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

O aumento da pressão não mostrou que existe significância estatística (p>0,05) 

para o rendimento de R-FE ao longo do tempo (Figura 22b). Neste processo, a pressão de 

200 bar é suficiente para apresentar eficácia no processo de extração de R-FE logo nos 

instantes iniciais. 

A faixa de pressão analisada (200-500 bar) não acarretou no aumento de 

temperatura, conforme observado por estudos anteriores em pressões acima de 4500 bar 

(CASTRO-VARELA et al., 2022) e 6000 bar (PEREIRA et al., 2020), não ocorrendo 

assim a degradação dos biocompostos extraídos. A aplicação de altas pressões já foi 

relatada em estudos anteriores. Castro-Varela et al. (2022) realizaram estudos com a 

macroalga Sarcopeltis skottsbergii triturada em condições operacionais de pressão de 

3000 bar e água destilada, atingindo um rendimento de R-FE de 5,67 mg·g-1 em dois 

ciclos de extração, não mencionando o tempo decorrido. Pereira et al. (2020) utilizaram 

a macroalga Gracilaria gracilis triturada, alcançando um rendimento de R-FE de 1,27 

mg·g-1 sob pressão de 1220 bar em 10 min de extração. Jubeau et al. (2013) extraíram B-

FE da macroalga Porphyridium cruentumem com 2700 bar e obtiveram 3,6 mg·g-1 de 

algas secas em duas etapas de extração, não mencionando o tempo decorrido. Vale 

ressaltar que nenhum desses estudos foi realizado em sistema de líquido pressurizado. 

Neste estudo, em sistema de pressurização com água ultrapura, alcançou-se um 

rendimento de R-FE de 9,74 ± 0,65 mg·g-1 em condições de 200 bar, sem agitação, ao 
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longo de 30 min de extração. Sendo este um resultado maior do que todos relatados 

anteriormente.  

Os espectros de absorção dos extratos brutos após extração de R-FE em 

diferentes pressões e a análise fluorimétrica podem ser analisados na Figura 23. 

Examinou-se os espectros de absorção em todas as pressões (200, 500 e 800 bar) e no 

maior tempo de extração, ou seja, 360 minutos, onde estes são capazes de fornecer 

informações sobre o impacto do tratamento na dissociação e desdobramento de proteínas 

(SIMOVIC et al., 2022). Independente do aumento de pressão, os espectros exibiram 

picos semelhante de absorção em 499 nm e entre 540 e 564 nm. Em 200 bar apresentou 

um pico de fluorescência em 574 nm e um baixo IP do extrato de 0,56. Ao mesmo tempo, 

em 500 bar apresentou um IP do extrato de 0,49 e um pico de fluorescência em 574 nm. 

O espectro característico de 800 bar apresentou um pico de fluorescência em 573 nm e 

baixo IP de 0,49. Ambos os extratos exibiram características consistentes com a estrutura 

de uma R-FE (SIMOVIC et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020). 

Todos os extratos não apresentaram as bandas PEB definidas, que seria 

característico de R-FE de maior pureza, indicando a presença de compostos 

contaminantes capazes de absorver luz nos mesmos comprimentos de onda, como 

evidenciado pelo baixo IP. Isto demonstra que ocorreu a dissociação parcial do hexâmetro 

de R-FE induzindo a perda da estrutura detalhada da banda PEB a 560 nm. Esta perda é 

atribuída à desagregação dos dímeros cromóforos PEB nas interfaces das subunidades, 

possivelmente devido à presença de contaminantes. 
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Figura 23 - Análise espectrofotométrica de absorção (a) e análise fluorimétrica (b) obtidas 

por extração pressurizada de S. filiformis em 360 min obtidos em diferentes pressões. 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Com a finalidade de aumentar o rendimento de R-FE no sistema de 

pressurização, analisou-se o efeito da pressão com a inserção de agitação no processo de 

extração, ao longo de 360 min. Aqui, este equipamento denomina-se “célula de 

recombinação” e os resultados são apresentados na Figura 24. Para a extração de proteínas 
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totais (Figura 24a), o aumento de pressão com agitação teve uma concentração 

significativa variando de 0,17 a 0,25 mg·mL-1 para 800 bar de pressão. Em comparação, 

500 bar atingiu 0,13 a 0,20 mg·mL-1, enquanto em 200 bar variou-se de 0,14 a 0,21 

mg·mL-1. 

Figura 24 - Concentração de proteínas totais (a) e Rendimento de R-FE (b) obtidos em 

célula de recombinação, analisando o efeito de pressão com processo de agitação ao 

longo do tempo. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 



77 

 

Na célula de recombinação, o aumento da pressão não mostrou que existe 

significância estatística (p>0,05) sobre o rendimento de R-FE. Ao analisar o tempo de 

extração a partir de 120 minutos, observa-se que o rendimento atinge um platô para todas 

as pressões analisadas até 360 minutos de extração. Consequentemente, conclui-se que 

um tempo de extração de 120 minutos é o mais eficaz em termos de viabilidade 

econômica. Nesse período, é possível obter um alto rendimento de R-FE (19,56 ± 1,42 

mg·g-1) em menor tempo de extração. Contudo, a pressão de 500 bar alcançou o melhor 

rendimento de R-FE, atingindo 22,53 ± 0,60 mg de R-FE por grama de biomassa seca em 

360 min de extração. Em comparação, o rendimento de R-FE em 500 bar de pressão sem 

processo de agitação variou de 8,85 a 10,37 mg·g-1 (Figura 25b, coluna rosa), não tendo 

efeito significativo o tempo de extração. 

As variáveis indicam que a extração é eficiente na faixa de pressão testada de 

200-800 bar. Em pouco tempo de extração (15-30 min) alcançam-se altos rendimento de 

R-FE e este resultado torna-se mais eficiente com a inserção de agitação em sistema 

pressurizado, sendo este um fator crítico para o aumento de R-FE da macroalga S. 

filiformis. Essa comparação pode ser observada na Figura 25. Não foi relatado 

anteriormente na literatura a extração de R-FE em célula de recombinação, sendo este 

trabalho o primeiro a ser relatado. 

Figura 25 - Comparação do rendimento de extração de R-FE do sistema pressurizado e 

em célula de recombinação ao longo de 360 min em 500 bar (a) e o efeito da pressão e 

inserção de agitação no tempo de 360 min de extração (b).  
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Fonte: elaborado pelo autor. 

Na Figura 26 pode ser observado a coloração dos extratos proteicos totais obtidos da 

extração de R-FE na extração pressurizada em 500 bar com e sem agitação. O processo 

de extração com agitação apresentou coloração mais intensa, se tornando mais 

avermelhada. 

Figura 26 – Coloração dos extratos brutos proteicos na extração de R-FE do sistema 

pressurizado e em célula de recombinação ao longo de 360 min em 500 bar (a) e o efeito 

da pressão e inserção de agitação no tempo de 360 min de extração (b). 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Neste trabalho foi possível analisar a extração de outras ficobiliproteínas, 

como as R-ficocianinas (R-FC) (Figura 27). As R-FC são pigmentos fotossintéticos de 
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coloração azulada mais presente em cianobactérias (CARLOS, 2020), mas que estão 

presentes em quantidades menores nas macroalgas vermelhas visto que as R-FE são 

majoritárias (MITTAL et al., 2017). A quantidade de R-FE e R-FC presentes na biomassa 

de algas variam de acordo com a espécie, estações do ano, cultivo e localização geográfica 

(MOURITSEN; RHATIGAN; PÉREZ-LLORÉNS, 2018; PEREIRA et al., 2020). 

Decidiu-se realizar tal análise na célula de recombinação devido a maior quantidade de 

extração de proteinas totais. 

Figura 27 - Rendimento de R-FC extraídos da macroalga S. filiformis pelo método de 

pressurização em célula de extração (a) e célula de recombinação (b) em diferentes 

pressões ao longo de 360 min. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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De acordo com os resultados apresentados, o aumento de pressão não é um 

fator essencial para o aumento de rendimento de R-FC. O melhor resultado é apresentado 

para 500 bar de pressão em célula de recombinação, cujo o rendimento de R-FC variou 

de 2,29-3,70 mg·g-1. O melhor parâmetro para o aumento do rendimento ocorreu com 

agitação em 120 min de extração alcançando 3,57 mg·g-1, sendo este mais viável 

economicamente. As margens de erro apresentas nos gráficos são analisadas a partir do 

desvio padrão e por não ocorrer uma despressurização do sistema para coleta de amostras 

apresenta uma diferenciação entre os experimentos para 800 bar de pressão.  Mittal et al. 

(2017) analisaram o rendimento de extração de ficobiliproteínas por diferentes métodos 

de extração da macroalga vermelha Gelidium pusillum. Na extração combinada de 

maceração mais EAU alcançou-se um rendimento de R-FC de 1,56 ± 0,01 mg·g-1, 

considerado este processo com 93,13 % de eficiência de extração. 

Considerou-se prudente explorar o rendimento de R-FE sobre o efeito 

sinérgico dos pré-tratamentos mecânicos de trituração e maceração sólida da estrutura da 

macroalga em pressão de 500 bar com agitação ao longo do tempo (Figura 28).  

Figura 28 – Rendimento de R-FE em diferentes tamanhos de partículas da macroalga S. 

filiformis, em 500 bar de pressão com agitação, ao longo de 360 min. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Observou-se que o tamanho da macroalga S. filiformis inteira (8,86 mg·g-1), 

triturada (13,42 mg·g-1) e macerada (22,53 mg·g-1), influencia no aumento do rendimento 
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de R-FE. De acordo com os resultados obtidos, o processo de maceração em combinação 

com outros processos de extração é relatado na literatura sendo eficaz no aumento do 

rendimento de R-FE (MITTAL et al., 2017; PEREIRA et al., 2020). 

Na metodologia 2, utilizando a célula de recombinação, pressão com agitação, 

os resultados demonstraram que altos rendimentos de R-FE são alcançados em poucos 

minutos de extração (30 min). Isso ocorre pois o processo de agitação promove uma 

melhor homogeneização do sistema e um maior contato entre o solvente e a biomassa S. 

filiformis. Observa-se na estrutura inteira liofilizada, sem processo de trituração, que o 

rendimento de R-FE variou de 1,09-8,86 mg·g-1 ao longo de 360 min de extração. Em 

comparação, na metodologia 1, pressão sem agitação (Seção 5.1.1), a mesma estrutura de 

alga variou de 0,41-0,66 mg·g-1. A eficiência de extração da R-FE é alcançada mesmo 

diminuindo etapas na metodologia apresentada (Figura 12, seção 4.2.2), como o processo 

de trituração e maceração, diminuindo assim custos e tempo no processo. É possível 

analisar na Figura 29 a coloração dos extratos proteicos totais obtidos da extração de R-

FE em célula de recombinação a 500 bar para macroalga inteira, triturada e macerada. 

Figura 29 - Coloração dos extratos brutos proteicos na extração de R-FE em célula de 

recombinação ao longo de 360 min em 500 bar para macroalga inteira, triturada e 

macerada. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 
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A estrutura da macroalga vermelha S. filiformis in natura foi analisada por 

microscopia óptica com zoom de 4x e é apresentada na Figura 30. Observa-se a parede 

celular no processo de trituração (30b) e maceração (30c) da macroalga. Diferenças 

consideráveis na cor e morfologia da biomassa após o tratamento relaciona o grau de 

extração, mostrando a ruptura celular (MITTAL et al., 2017). Figura 30(a) apresenta-se 

intacta e rica em pigmento. Figura 30(c) demostra como a maceração pode promover a 

quebra da parede celular.  A diminuição da partícula da macroalga contribuiu para uma 

maior exposição da R-FE devido a maior área superficial, como também outras proteínas, 

polissacarídeos, e lipídios, no processo de extração. A Figura 30(d) mostra a ruptura da 

célula em 500 bar após 360 min de extração. 

Figura 30 - Microscopia óptica 4x da macroalga S. filiformis avaliando o efeito do 

tamanho de partícula em pressão 1 bar: (a) inteira, (b) triturada, e (d) ruptura da parede 

celular após extração em 500 bar em 360 min. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

A Tabela 4 resume os principais resultados de R-FE extraídas neste trabalho 

a partir da metodologia 2 e as da literatura, mostrando a espécie de macroalga vermelha, 

o método de pré-tratamento, caso tenha sido realizado, o método de extração, o 

rendimento alcançado e mais algumas informações relevantes. Foram discutidos as 

pesquisas mais recentes e os que não foram relatados é devido a ausência de resultados 

em mg·g-1 ou mg·mL-1, sendo apresentados em porcentagem de recuperação. É 

importante destacar que o teor de R-FE na biomassa pode variar de acordo com diversos 

fatores, como a espécie da alga, a estação do ano, a localização geográfica e a incidência 

e absorção de luz. 
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Tabela 4 - Rendimento de extração de ficobiliproteínas de macroalgas vermelhas por diferentes métodos de extração. 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: R-FE – R-ficoeritrina; R- FC – R-ficocianina; FBS – Ficobiliproteínas. 

Macroalgas 

vermelhas 
FBS 

Pré-

tratamento 

Método de 

extração 

Solventes 

analisados 
Tempo Temp. Informações 

Resultados 

obtidos 
Referências 

Solieria 

filiformis 

R-FE 

R-FC 

Liofilizada e 

macerada 

Maceração + 

Extração 

pressurizada com 

agitação 

Água ultrapura 

Tampão fosfato 
120 min 25°C 200 – 800 bar 

R-FE = 19,53 

mg·g-1 

R-FC = 3,57 

mg·g-1 

Este 

trabalho. 

Palmaria 

palmata 
R-FE 

Macroalga 

úmida cortada 

Digestão 

enzimática fúngica 
Tampão acetato 320 min 24°C 

Seis isolados de 

fungos derivados de 

P. palmata 

R-PE = 8.1 
(LE STRAT 

et al., 2023) 

Palmaria 

palmata 
R-FE 

Liofilizada em 

pó 

Cavitação 

hidrodinâmica 
Água destilada 

100 

passagens 

(219 min) 

22 ± 2°C 0,5 – 3 bar 
R-FE = 13,34 

mg·kg-1 

(MITTAL; 

RANADE, 

2023) 

Grateloupia 

turuturu 
R-FE 

Macroalga 

úmida cortada 

Hidrólise 

Enzimática 

Assistida por 

Ultrassom 

Água de torneira 180 min 20°C 
300 W 

145 L·h−1  

R-FE = 4,28 

mg·g-1 

(LE 

GUILLARD 

et al., 2023) 

Sarcopeltis 

skottsbergii 
R-FE 

Liofilizada e 

triturada 

Homogeneização 

de alta pressão 

Água ultrapura 

Tampão fosfato 

2 

passagens 
- 

passagens (1-3) 

pressões (1000 – 

4000 bar ) 

R-FE = 5,7 

mg·g-1 

(CASTRO-

VARELA et 

al., 2022) 

Gracilaria 

gracilis 
R-FE 

Liofilizada e 

moída em 

misturador 

Homogeneização 

de alta pressão 
Tampão fosfato 10 min Ambiente 1 – 6000 bar 

R-FE = 1,27 

mg·g-1 

(PEREIRA 

et al., 2020) 

Pyropia 

yezoensis 
R-FE 

Liofilizadas e 

moídas em pó 

por um 

pulverizador 

Extração assistida 

por enzima 
Tampão fosfato 300 min 28,86°C 

pH = 5 – 9 

Agarase (104 U·g−1), 

Celulase (100  

U·g−1). 

R-FE = 6,89 

mg.g-1 

(WANG et 

al., 2020b) 

Gelidium 

pusillum 

R-FE 

R-FC 
Maceração 

Maceração + 

Ultrassonicação 
Tampão fosfato 55 min - 

Estudo sinérgico de 

diferentes 

metodologias. 

R-FE = 1,56 

mg·g-1 

R-FC = 1,19 

mg.g-1 

(MITTAL et 

al., 2017) 

Gracilaria sp. FBS - Líquido iônico 
Tampão fosfato 

Tampão McIlvaine 
20 min Ambiente 

Diferentes tipos de 

líquidos iônicos.  

FBS = 0,36 

mg·g-1 

(MARTINS 

et al., 2016) 

Porphyridium 

cruentumem 
B-FE 

Cultivo em 

bioreator 

Homogeneização 

de alta pressão 

Água destilada e 

meio de cultivo 
Hemerick 

- 3°C 

1 a 3 passagens 

pressão (250–2700 

bar) 

R-FE = 3,6 

mg·g-1 

(JUBEAU et 

al., 2013) 



84 

Este estudo alcançou o maior rendimento de R-FE relatado até o momento na 

literatura, atingindo 22,53 ± 0,60 mg·g-1 sob uma pressão de 500 bar em 360 minutos de 

extração. Com o objetivo de tornar o processo mais eficiente, o maior rendimento, ainda 

não descrito na literatura, também pode ser alcançado em 120 minutos de extração, 

resultando em um alto rendimento de R-FE de 19,53 ± 1,42 mg·g-1. Considerando uma 

abordagem em escala industrial e o conceito de biorrefinaria, o processo de maceração 

sólida seria inviável. No entanto, eliminando essa etapa, ainda é possível obter um alto 

rendimento com a estrutura da alga triturada. Nesta análise, a extração de R-FE alcançou 

12,17 ± 1,90 mg·g-1 em 120 minutos de extração sob uma pressão de 500 bar. Pensando 

no critério para uma escala industrial, a extração em célula de recombinação com 

estrutura da alga triturada em 120 minutos de extração seria o processo aqui escolhido. A 

seguir são abordados os estudos mais recentes sobre macroalgas vermelhas, diferentes 

metodologias e os resultados alcançados apresentados anteriormente na Tabela 4. 

Mittal & Ranade (2023) utilizaram macroalgas secas e em pó e analisaram a 

influência dos principais parâmetros operacionais, como queda de pressão e número de 

passagens, no desempenho da extração. Eles demonstraram que a 

cavitação hidrodinâmica baseada em vórtice aumenta a taxa de extração de R-FE para 

13,34 mg·kg-1, cerca de 0,013 mg·g-1, além do aumento de proteínas e carboidratos em 

uma melhoria de 2 a 20 vezes, sendo significativamente melhor do que os recipientes 

agitados. Descobriu-se que a queda de pressão de 2 bar exibe taxa máxima de extração 

dentro da faixa considerada (0,5–3 bar). A produtividade energética (kg de produto/kJ) 

diminuiu acentuadamente com o aumento no número de passagens além de 100. 

A combinação das técnicas de extração assistida por enzimas (EAE) e a 

extração assistida por ultrassom (EAU) foram discutidos por Le Guillard et al. (2023). 

Tal estudo otimizou o processo de hidrólise enzimática assistida por ultrassom (HEAU) 

da alga vermelha Grateloupia turuturu úmida e cortada em moinho de corte para a 

extração de R-FE. Isso foi realizado aplicando uma metodologia de superfície de resposta 

baseada em um planejamento composto central, analisando parâmetros como a 

concentração da enzima, temperatura, pH e tempo de reação. Nas condições otimizadas, 

o rendimento cinético de R-FE alcançou 4,28 ± 0,09 mg·g −1 de peso seco em condições 

otimizadas de 180 min, a 300 W de potência, 20 °C e vazão de 145 L·h−1. Este resultado 

corresponde a um rendimento 2,3 vezes maior do que com a extração convencional com 

tampão fosfato em G. turuturu liofilizado. Tais resultados demonstraram que a HEAU 

otimizado é um método eficiente para extrair R-FE de G. turuturu úmido sem a 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cavitation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cavitation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cavitation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cavitation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/energetics
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necessidade de etapas dispendiosas de pré-tratamento encontradas na extração 

convencional. 

Castro-Varela et al. (2022) avaliaram os processos de ruptura e separação 

celular usando duas tecnologias verdes, extração assistida por ultrassom (EAU) e 

homogeneização de alta pressão (HAP), para obter um extrato enriquecido com R-FE 

de Sarcopeltis skottsbergii. O processo de otimização abordou um projeto composto 

central de três fatores (CCD) de dois níveis e a metodologia de superfície de resposta 

(RSM). O método HAP foi o método de extração mais eficiente nas condições obtidas de 

potência de pressão de 100-400 MPa, 2-3 passes e água destilada como solvente. Além 

disso, o rendimento de extração de R-FE alcançou 5,7 mg·g-1 de biomassa seca nas 

condições ideais (300 MPa, 2 passagens com água destilada), 50-60% maiores que os 

rendimentos de PE obtidos com EAU. Um processo de purificação foi testado a partir de 

uma membrana que apresentou rejeição à R-ficoeritrina concentrada a 30 KDa. Além 

disso, a R-ficoeritrina apresentou capacidade antioxidanteno ensaio de DPPH, utilizando 

ácido ascórbico como controle positivo. 

Pereira et al. (2020) realizaram uma avaliação da otimização da extração de 

FBP da macroalga vermelha Gracilaria gracilis por meio de diferentes métodos, 

incluindo EAU (banho-maria ultrassônico e sonda ultrassônica), HAP, congelamento-

descongelamento e maceração. Os resultados indicaram que a maceração foi o método de 

extração mais eficiente, resultando em um rendimento de 3,58 mg·g-1 de biomassa nas 

condições ideais (tempo = 10 min; concentração = 0,1 M; relação líquido:sólido = 1:50). 

Além disso, as quantidades de R-FC também foram determinadas sob essas condições 

ideais, totalizando 0,62 ± 0,02 mg·g-1. A análise da biomassa por Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV) antes e depois dos tratamentos de ruptura celular demonstrou que a 

maceração resultou em uma ruptura mais eficiente da parede celular. Por outro lado, os 

rendimentos de R-FE foram mais baixos (1,27–1,79 mg·g-1) ao utilizar a sonda 

ultrassônica. O método de extração HAP mostrou-se menos eficaz em comparação com 

os outros métodos, resultando em rendimentos de R-FE de 0,25 a 1,27 mg·g-1 

(aproximadamente 65% menos que a maceração). 

Com base nos dados apresentados na Tabela 4, os extratos de R-FE obtidos 

neste estudo demonstraram um rendimento mais elevado. Contudo, a aplicação de 

elevadas pressões pode causar efeitos adversos em biomoléculas (HUANG et al., 2013; 

KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). Diante deste cenário, a biofuncionalidade dos 

biocompostos obtidos foi analisada nas seções seguintes. Como o objetivo do trabalho 
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visa o maior rendimento de R-FE, a caracterização da R-FE obtida foi realizada no ponto 

de extração mais eficaz, sendo esse em 500 bar de pressão com agitação em 360 min de 

extração. 

5.2.2 Análise de Carboidratos Totais 

Os carboidratos são extraídos no EB e interferem na partição da biomolécula 

alvo. Na análise quantitativa desses polissacarídeos, o EB atingiu concentração de 

carboidratos de 38,5 mg·g-1. A célula de recombinação mostrou-se um processo menos 

seletivo comparado com a seção 5.1.2, com alta quantidade de carboidratos extraídos. A 

aplicação de pressão combinada com agitação tornou mais eficiente o processo de 

extração de R-FE e, consequentemente, tornou-se mais eficiente em liberar uma 

variedade maior de componentes da matriz da amostra, incluindo os componentes 

desejados e aqueles que não são necessariamente alvo da extração, devido ao aumento da 

solubilidade dos analitos na solução extrativa. 

Precipitou-se o EB com 90% (NH4)2SO4 de acordo com estudos realizados 

por Bastos Filhos (2016) para a macroalga S. filiformis, visando a redução de carboidratos 

e a concentração de proteínas totais. Contudo o objetivo não foi alcançando, pois os 

carboidratos foram precipitados juntamente com as proteínas. Ao ressolubilizar o pellet 

contendo o precipitado proteico, analisou-se nesse processo o EP obtido e ele manteve a 

quantidade de carboidratos totais do EB. 

Tais valores obtidos são semelhantes aos de Munier et al. (2015), atingindo 

33,78 mg·g-1 da macroalga Grateloupia turuturu liofilizada e moída. Le Guillard et al. 

(2023), realizando extração por hidrólise enzimática assistida por ultrassom (EAU), 

obtiveram 44,31 mg·g-1 de carboidratos da macroalga Grateloupia turuturu. Os 

carboidratos encontram-se presente no talo da S. filiformis (BURLOT et al., 2023), o que 

indica que tal processo de extração não rompeu apenas a parede celular, mas toda a 

estrutura da macroalga, conforme ilustrado na Figura 30 (Seção 5.2.1). 

5.2.3 Dicroísmo Circular (DC) da R-FE 

Os espectros de DC dos extratos obtidos são apresentados na Figura 31, cujas 

estruturas secundárias do pigmento de R-FE extraído pela célula de recombinação foram 

analisadas. Ambos os extratos apresentaram elipticidade negativa a partir de 200 nm e 

pico na banda em 192-193 nm, características típicas de proteínas α-hélice (SIMOVIC et 

al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020). 
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Figura 31 - Espectro de DC do extrato bruto e precipitado de R-FE obtidos da macroalga 

S. filiformis pela célula de recombinação.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EB – Extrato bruto; EP – Extrato precipitado. 

De acordo com os dados apresentados e a análise pelo servidor online K2D3 

da R-FE obtida na extração pressurizada pela célula de recombinação, o espectro de DC 

do EB apresentou 90,39% de α-hélice, 0,01% de folhas-β e 9,60% de estruturas não 

ordenadas; enquanto o EP mostrou 80,51% de α-hélice, 0,04% de folhas-β e 19,45% de 

estruturas não ordenadas. O conteúdo de α-hélice calculado no EP o torna característico 

de R-FE, enquanto o EB é superior ao esperado, visto que a porcentagem de α-hélice 

característico de R-FE varia de 60 a 79% (SIMOVIC et al., 2022), confirmando assim a 

presença de outras proteínas e contaminantes no EB. 

5.2.4 Eletroforese SDS-PAGE  

As proteínas do EB foram precipitadas por sulfato de amônio (90% m/v) e o 

perfil eletroforético dos EB e EP foram analisados sob condições desnaturantes na 

presença do agente redutor β-mercaptoetanol, conforme mostra a Figura 32. As 

subunidades das bandas de proteínas foram medidas usando o software GelAnalyzer 23.1 

(LAZAR JR., 2023). De acordo com a análise do perfil eletroforético, ambos extratos 
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apresentaram bandas semelhantes. A pré-purificação com sulfato de amônio (90% m/v) 

apresentou um aumento (p<0,05) no IP de 0,39 para 0,55. 

Figura 32 – Perfil eletroforético de R-FE obtida da macroalga S. filiformis em 6 horas de 

extração em célula de recombinação em 360 min de extração, sob pressão de 500 bar, em 

condições desnaturantes na presença do agente redutor. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: (a) – Marcador de peso molecular: fosforilase B (97,0 KDa); (b) – 

Extrato bruto (EB); (c) – Extrato precipitado (EP). 

Analisando o perfil de eletroforese obtido por revelação de azul de Comossie, 

uma banda forte é observada em 15,0 KDa, estrutura secundária α característica de R-FE, 

e bandas mais brandas apareceram em 21,0 (β), 29,0(γ) e 50,0 KDa. O resultado é 

semelhante ao estudo realizado por Nguyene et al. (2020) com uma R-FE purificada da 

macroalga Gracilaria gracilis que relatou quatro subunidades:  α (18 kDa), β (21 kDa), γ 

(29 kDa) e γ' (27 kDa). Pereira Martins et al. (2023) abordou a purificação da R-FE obtida 

da macroalga S. filiformis apresentando banda apenas em 18 KDa. Senthilkhumar et al. 

(2013a) encontrou bandas de 16, 21 e 39 KDa da macroalga Portieria hornemannii, para 

as subunidades α, β e γ, respectivamente. Para extração com alta pressão, sobre a estrutura 

do R-FE da macroalga Porphyra sp do estudo de Simovic et al. (2022), obteve-se uma 

banda de ~20 kDa, correspondente às subunidades α e β, e duas bandas discretas entre 30 

e 35 kDa correspondentes às subunidades γ. Estes dados coincidem com os espectros de 

dicroísmo circular relatados anteriormente. 
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5.2.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

Os espectros de FTIR de R-FE de S. filiformis forneceram informações sobre 

diferentes componentes presentes nos extratos (Figura 33). A Figura 33(a) representa o 

espectro característico de R-FE purificada obtida no trabalho de Pereira Martins et al. 

(2023). As Figura 33(b) e (c) são os EB e EP, respectivamente. De acordo com as análises, 

os picos de intensidade característicos de R-FE mostraram um perfil semelhante, não 

apresentando conformidades no processo de extração, mantendo assim a estrutura de R-

FE. Tais resultados foram semelhantes aos estudados por Xu, Wang e Hou (2020). 

Figura 33 - Espectro de FTIR de 4000-500 cm-1 dos extratos obtidos da S. filiformis em 

célula de recombinação, (a) R-FE purificada de Pereira Martins et al. (2023); (b) EB – 

extrato bruto; (c) EP – extrato precipitado. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

Os espectros de FTIR de R-FE obtidos da macroalga S. filiformis mostram 

diferentes componentes presentes nos extratos. Todos os espectros apresentam um perfil 

semelhante. A região espectral característica da estrutura secundária proteica foi a amida 

I (ligação =CO), principalmente as vibrações 1700-1600 cm-1, característicos das ligações 

peptídicas detectadas como 1640,03 cm-1 presente em ambos os extratos. A amida I indica 

a α-hélice como elemento principal de sua estrutura secundária, confirmando os dados 

avaliados pelo DC (seção 5.2.3) (XU et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020). 

Amida II (ligações -NH) pode ser observada em 1543,12 cm-1 para ambos 

extratos. O pico de absorção da Amida A em 3265.15 cm-1 e 3272,60 cm-1 refere-se à 
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vibração de estiramento O—H, e o pico de absorção em 1025,02 cm-1 pertence à vibração 

de estiramento assimétrico C—O—H (XU et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020). 

A presença do polissacarídeo sulfatado, carragenana, pode ser observado em 

ambos os extratos através da banda típica em 1220–1240 cm−1, atribuída à vibração de 

estiramento de grupos éster sulfato e um sinal em 930 cm−1 (PEÑUELA et al., 2021a). 

Este resultado coincide com a análise de carboidratos totais (Seção 5.2.2) em que a 

precipitação com sulfato de amônio não foi eficiente para a remoção de carboidratos. A 

análise de FTIR demonstrou que a extração pressurizada não causou quaisquer alterações 

nos picos característicos da R-FE e, portanto, a estrutura química não foi alterada pela 

extração com célula de recombinação. 

5.2.6 Atividade Antioxidante 

As algas marinhas são reconhecidas como uma das fontes mais abundantes 

de antioxidantes naturais (CORNISH; GARBARY, 2010), capazes de substituir 

antioxidantes sintéticos como o butilhidroxitolueno (BHT) e a terc-butil-hidroquinona 

(TBHQ). Esses antioxidantes sintéticos podem ser prejudiciais à saúde, com potenciais 

efeitos adversos, incluindo danos ao fígado e risco de câncer. Portanto, as indústrias 

alimentícia e farmacêutica têm buscado substituir de forma segura os antioxidantes 

sintéticos por antioxidantes naturais, destacando a importância das algas marinhas nesse 

contexto (ULAGESAN; NAM; CHOI, 2021). 

Os extratos aquosos obtidos da extração de R-FE em célula de recombinação 

da S. filiformis apresentaram resultados significativos para a atividade antioxidante e são 

mostrados na Figura 30. Os testes foram realizados para os métodos de sequestro dos 

radicais de DPPH, sendo o BHT o controle positivo; para a quelação do íon ferroso, o 

EDTA foi utilizado como padrão. Ambas análises realizaram diferentes concentrações do 

extrato variando de 18,75 a 300 μg·mL-1. 
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Figura 34 - Atividade antioxidante dos EB e EP extraídos da S. filiformis em diferentes 

concentrações por diferentes técnicas de medição: (a) Sequestro dos radicais de DPPH e 

(b) quelação de íons ferrosos. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Legenda: EB – Extrato bruto; EP – Extrato precipitado, BHT – 

Hidroxitolueno butilado; EDTA – etilenodiaminotetracético. 

No presente estudo, os extratos contendo R-FE apresentaram maior nível de 

potencial antioxidante em DPPH do que o método de quelação de íons ferroso. A 

atividade sequestradora do radical DPPH pelo EB mostrou-se dependente da 

concentração, atingindo sua atividade máxima de 99,55% na concentração de 300 µg·mL-
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1, semelhante ao encontrado para o BHT (96,73%), usado como controle positivo neste 

ensaio (Figura 34a). O EP apresentou atividade máxima de 47,77%, reduzindo a atividade 

oxidante à metade. Ambos extratos atingiram baixa capacidade quelante de Fe2+, sendo 

na concentração de 150 µg·mL-1 observada sua atividade máxima de 12.93% e 13.94%, 

respectivamente, EB e EP, sendo o valor bem abaixo do alcançado pelo EDTA (100%), o 

controle positivo deste ensaio (Figura 34b). 

Realizando apenas o processo de precipitação, sem método de purificação, 

sugere-se que os extratos apresentam bioativos (outras ficobiliproteínas e polissacarídeos 

sulfatados, carragenana) que podem apresentar um efeito sinérgico desses compostos na 

atividade redox (CASTRO-VARELA et al., 2022; PEÑUELA et al., 2021a), como 

comprovada alta atividade do EB. Castro-Varela et al. (2022) encontrou o maior nível de 

atividade antioxidante em homogeneização de alta pressão com água destilada (11,0 ± 

2,5%) pelo método de DPPH e sugere aplicação em alimentos (LE GUILLARD et al., 

2015; MITTAL; SHARMA; RAGHAVARAO, 2019). Senthilkumar et al. (2013b) 

alcançou atividade antioxidante máxima para a R-FE da alga Portieria hornemannii de 

43,55%, contudo utilizando uma concentração de 5 mg·mL-1. 

Os resultados sugerem que os extratos contendo R-FE tem efeito na 

eliminação de radicais DPPH, sendo uma fonte inovadora de antioxidantes naturais 

funcionais que tem a função de proteger contra o estresse oxidativo e pode ser utilizado 

como ingredientes naturais em alimentos, farmacêutica e cosmética (CASTRO-VARELA 

et al., 2022; LE GUILLARD et al., 2015; MITTAL; SHARMA; RAGHAVARAO, 2019). 

Diante dos estudos e resultados abordados, fica evidente que esta pesquisa 

representa uma contribuição significativa para o avanço da análise da extração de R-FE 

de macroalgas vermelhas por meio do método de extração com líquido pressurizado. É 

importante destacar que essa abordagem ainda não foi descrita na literatura para as 

Rhodophytas, o que ressalta a inovação e originalidade deste trabalho. Além disso, é 

relevante salientar que o uso da célula de recombinação não tem registros na literatura 

para a extração de compostos bioativos de algas, o que destaca ainda mais a singularidade 

e o potencial impacto deste estudo na área científica. 

Sugere-se para trabalhos fututros um estudo aprofundado de técnicas de 

purificação como, por exemplo, cromatografia em leito expandido, para melhor 

aproveitamento da R-FE obtida, principalmente em aplicações biotecnológicas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo sugerem que a extração pressurizada mostrou-se 

uma técnica verde promissora para alcançar altos rendimento de R-FE da macrolaga 

Solieria filiformis sendo eficaz na faixa de pressão estudada (200-800 bar). A extração de 

R-FE pelo método de água pressurizada sem processo de agitação e trituração alcançou 

um rendimento de R-FE de 0,66 mg·g-1 de alga seca, sendo a biomassa liofilizada a mais 

eficiente neste estudo. O extrato contendo R-FE obtido nesta etapa é ativo contra células 

cancerígenas (cepa leucêmica HL60). Notavelmente, o uso de água ultrapura como 

solvente e a agitação durante a extração, célula de recombinação, surgiram como um fator 

essencial que contribui para o aumento do rendimento de R-FE, atingindo um pico de 

22,53 mg·g-1 sob pressão de 500 bar. A R-ficocianina (R-FC) também foi extraída com 

rendimento de 3,57 mg·g-1 em 120 min de extração. Os extratos apresentaram capacidade 

antioxidante com 99,55% na redução dos radicais DPPH e 13,94% na quelação de íons 

ferrosos. É importante ressaltar que esta técnica de extração não exibiu impacto 

discernível nas estruturas secundárias ou na desnaturação da proteína, preservando assim 

a sua biofuncionalidade, mostrando-se uma alternativa atrativa para extração não 

agressiva e com atividade biológica de interesse. 
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