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RESUMO

A Solieria filiformis ¢ uma macroalga vermelha cultivada na costa brasileira que apresenta em
sua constitui¢do diversas biomoléculas de interesse industrial, entre elas a R-ficoeritrina (R-
FE). A R-FE tem sido utilizada nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e
nutracéutica com propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, anticarcinogénicas, entre
outras. Devido a sua estrutura complexa, diversos métodos de extragdo podem nao fornecer
extratos com alto rendimento ou alta pureza, como maceragdo e congelamento e
descongelamento. Além disso, alguns destes métodos podem utilizar solventes toxicos, além do
alto consumo de energia, como a extragao assistida por ultrassom e extra¢ao por solvente. Por
esta razdo, a extracdo de biocompostos de alto valor agregado utilizando tecnologias
ambientalmente amigavel ¢ particularmente interessante. Partindo dessa premissa, o presente
estudo teve como objetivo analisar o rendimento de R-FE extraida da macroalga Solieria
filiformis através do método de pressurizagdo. O estudo foi desenvolvido em duas diferentes
metodologias. A metodologia 1 avaliou duas amostras diferentes (macroalga umida e
liofilizada), com foco na avaliagdo do tempo de extragdo, biofuncionalidade da proteina, em
pressdo constante de 500 bar. O rendimento maximo de R-FE foi alcancado para estrutura de
alga liofilizada apds 360 min, obtendo 0,67 mg de R-FE por grama de biomassa seca. Além
disso, os extratos apresentaram atividade anticancerigena em testes in vitro nas linhas celulares
HL-60 (leucemia promieloblastica) e HCT-116 (cancer colorretal). A partir da alga liofilizada,
a metodologia 2 analisou a ruptura celular ao longo do tempo em diferentes solventes (agua
ultrapura e tampao fosfato), tamanho de particulas de macroalgas e variacao de pressao de 200,
500 e 800 bar com e sem agitagdo. Nessa metodologia analisou-se um novo equipamento
determinado célula de recombinacdo. O rendimento maximo alcangou 22,53 + 0,60 mg de R-
FE por grama de biomassa seca. As condi¢cdes de extragdo foram a estrutura macerada,
combinagdo de pressdao a 500 bar com agitagdo. Nessas condigdes, a R-ficocianina (R-FC)
também foi extraida com rendimento de 3,70 mg-g'. A biomolécula apresentou espectros
caracteristicos de R-FE, fluorescéncia e estrutura a-hélice como elemento predominante de sua
estrutura secundaria. Os extratos apresentaram capacidade antioxidante com 99,55% na
redugdo dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 13,94% na quelagao de ions ferrosos.
Desse modo, a utilizagdo de um método de extragdo pressurizado mostrou-se eficaz para
aumentar o rendimento de R-FE, podendo ser desenvolvido num processo industrial

interessante para extragdo e formulagdo de produtos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Macroalgas vermelhas, extracdo pressurizada, célula de recombinagdo,

rendimento de extracdo, 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’!. The biomolecule
presented characteristic spectra of R-PE, fluorescence and o-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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1INTRODUCAO

Os recursos naturais marinhos, como por exemplo as algas, cada vez mais
vém ganhando atenc¢ao devido as possibilidades de obten¢do de biocompostos de grande
interesse industrial. As algas sdo consideradas potencialmente uma matéria-prima
sustentavel para a producao de compostos bioquimicamente ativos, tais como: enzimas,
polissacarideos sulfatados, metabdlitos secundarios e proteinas. 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 contém altos niveis de proteina. Elas t€ém despertado significativo interesse
cientifico devido ao seu alto valor agregado como fonte de compostos bioativos com
potencial biotecnologico como, por exemplo, as ficobiliproteinas (FBP) (BASTOS
FILHOS, 2016; KOVALESKI et al., 2022). Essas podem ser divididas em ficoeritrinas
(FE), ficocianinas (FC) e aloficocianinas (AFC), que sdo proteinas fluorescentes ¢ com
pigmentos hidrossoluveis. Nas Rhodophytas, a R-ficoeritrina (R-FE) ¢ majoritaria,
amplamente utilizada em aplicagdes terapéuticas: anti-inflamatorias, antioxidantes,
antivirais, hepatoprotetoras, anticarcinogénicas e imunomoduladoras (CASTRO-
VARELA et al., 2022; RATHNASAMY et al., 2019; WANG et al., 2020a). Também ¢
utilizado em alimentos e cosméticos como corante natural e ndo toxico (MITTAL et al.,
2017).

Por se tratar de uma proteina intracelular, a eficiente obtencao de R-FE ocorre
a partir de técnicas de extracdo baseadas na tentativa de romper a parede celular das
macroalgas. Varios métodos estao disponiveis para extracao de ficobiliproteinas: choque
osmotico (KAWSAR et al., 2011), maceragao (MITTAL et al., 2017; MUNIER et al.,
2015), liofilizagio (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), homogeneizagdao (BASTOS
FILHOS, 2016; PEREIRA MARTINS et al., 2023), entre outros. No entanto, devido a
presenca de polissacarideos na parede celular e em fungdo da estrutura quimica e
propriedades dos compostos bioativos, comumente esses métodos podem nao fornecer
extratos de alto rendimento ou pureza. Além disso, métodos como extragao por solventes
e/ou ultrassom podem utilizar solventes toxicos e possuem alto consumo de energia

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

Diante deste cendrio, a extragdo de biocompostos de alto valor utilizando
tecnologias ambientalmente amigaveis ¢ cada vez mais relevante. Aqui, as técnicas de
“processos verdes” poderiam ser definidas como métodos de extragdo por 4gua para obter
ingredientes funcionais de recursos marinhos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012;
ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017; SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI,
2022). Essas técnicas, como a aplicacdo de pressdo na parede celular, que emprega
temperaturas amenas, sao atrativos para a extracdo de compostos bioativos
termossensiveis (ALEXANDRE et al., 2017), mantendo as caracteristicas naturais dos
produtos finais (DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016; PEREIRA et al., 2020) ¢
preservando nutrientes, cor e sabor (SIMOVIC et al., 2022). Além disso, podem aumentar
a eficiéncia do processo de extracdo, reduzindo o tempo e volume de solvente necessarios
(KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). Contudo, ha uma lista de principios para extracao
verde de produtos naturais que devem ser adotadas tanto pela industria quanto pelos
pesquisadores para estabelecer um padrdo inovador e ecologicamente correto
(ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017).

A extracdo por liquido pressurizado (ELP) ¢ um método avangado de extragao
solido-liquido que aumenta a difusividade e solubilidade de moléculas alvo em solventes,
acelerando assim o processo de extragdo (SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI,
2022), tornando-o assim um processo alternativo as técnicas convencionais de extragdo
(DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016).

Na literatura, ha numerosos estudos realizados para extracdo de FBP usando
pressdo, incluindo alta pressdo hidrostatica (TRAN et al., 2019), extragdo assistida de alta
pressao (PEREIRA et al., 2020), homogeneizagao de alta pressao (CASTRO-VARELA et
al., 2022; RUIZ-DOMINGUEZ et al., 2019; SIMOVIC et al., 2022) e liquido
pressurizado (CARLOS, 2020; HERRERO et al., 2005). No entanto, ha escassez de dados
sobre a extracdo de R-FE de macroalgas. Portanto, neste trabalho abordaremos uma
contribuicao significativa para o avango da anélise da extragdo de R-FE de macroalgas
vermelhas por meio do método de extragdo com liquido pressurizado. Além disso, €
relevante salientar a introducdo de um novo equipamento, a célula de recombinacao,
ainda nao relatado na literatura para a extracdo de compostos bioativos de algas, o que

destaca ainda mais a singularidade e o potencial impacto deste estudo na area cientifica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Extrair a R-ficoeritrina da macroalga Solieria filiformis pelo método de
pressurizacdo, visando aumentar o rendimento de extragdo sem perda da
biofuncionalidade do biocomposto, caracteriza-la e analisar sua atividade antioxidante e

citotoxica.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de pré-tratamento mecanico de trituragdo ¢ maceragdo da

biomassa para extragdo de R-FE pelo método pressurizado;

e Avaliar o método de extragdo em diferentes solventes (dgua ultrapura e
tampao fosfato) e pressoes (200, 500 e 800 bar) para aumentar o rendimento

de R-FE;

e Caracterizar a biomolécula obtida pelas seguintes técnicas: carboidratos
totais, eletroforese, dicroismo circular e FTIR, visando analisar a pureza e a

estrutura da biomolécula obtida;

e Analisar a atividade anticancerigena in vitro das biomoléculas extraidas nas
células de cancer colorretal, cancer de prostata, cancer de glioblastoma e

leucemia;

e Determinar atividade antioxidante in vitro do extrato de R-FE.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Algas

As algas sdo organismos aquaticos fotossintéticos, variando de unicelulares
(microalgas) a pluricelulares (macroalgas), que estdo presentes nos mais diversos tipos
de habitats. Aparecem mais comumente na dgua doce ou salgada e podem ser encontradas
em ambientes de temperaturas extremas, além de troncos de arvores e rochas. Elas
possuem fungdes bioldgicas e ecoldgicas semelhantes as 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 sao
consideradas uma matéria-prima sustentavel para a produgdo de compostos valiosos com
capacidade bioativa, tendo aplicagdes comerciais para alimentos, pesquisas médicas e
outros usos (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). Elas sdo ricas em agucares,
proteinas, lipidios, minerais, carboidratos e vitaminas. Nos ultimos anos, tém sido
estudadas como fonte de metabdlitos de alto valor, como polissacarideos, esterois,
tocoferdis, terpenos, polifenois e ficobiliproteinas (FBP) (BURLOT et al., 2023; CHEN;
QI; XIONG, 2022; ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017).

Sua sobrevivéncia e florescimento em diferentes habitats dependem em
grande parte da radiacdo solar. A radiacdo fotossinteticamente ativa € capturada pelas FBP
e convertida em energia quimica para apoiar o metabolismo celular. Para absor¢ao de luz
eficiente, varios tipos de FBP com espectros de absor¢ao distintos evoluiram (CHEN; QI;
XIONG, 2022). A quimica das algas estd amplamente ligada a evolucao e adaptacao ao
seu ambiente. Como muitas vezes experimentam condi¢des estressantes € ambientes
altamente flutuantes, a maioria das algas possui mecanismos para permitir a aclimatagao
aos estressores (por exemplo, radiagdo UV, temperatura e salinidade) e sdo capazes de se
defender contra pressdes bioldgicas. Essa ampla faixa de tolerdncia combinada com sua
estrutura celular especifica os predispde ao crescimento e desenvolvimento em condigdes
laboratoriais e industriais (GORDALINA et al., 2021).

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

alimentares, sendo utilizadas na culindria e na medicina, observando-se uma menor
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incidéncia de doencas cronicas, como hiperlipidemia, doenga coronariana, diabetes e
cancer, comparando os paises do leste asidtico aos paises ocidentais. Seus compostos
bioativos demonstraram possuir atividades antioxidantes, anticancerigenas, anti-
inflamatorias, anti-hipertensivas, anti-hiperlipidemias, imunomoduladoras,

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

As macroalgas sdo algas multicelulares, fotoautréficas, que se desenvolvem
em superficies subaqudticas solidas ou flutuando livremente na agua. Habitam
ecossistemas com salinidades variadas, desde 4gua doce até estudrios salobras, em mar
aberto e costas maritimas, distribuidas verticalmente desde a zona superior (superficie do
mar) até a zona sublitoral inferior. Comparada com as microalgas, elas ocupam o espago
disponivel mais lentamente, mas crescem mais rapido e sdo menos vulnerdveis ao
pastoreio e a turbuléncia da 4gua (GORDALINA et al., 2021).

As algas vermelhas, classe das Rhodophyceae, apresentam cerca de 4.000 a
6.000 espécies em mais de 600 géneros, onde a cor vermelha ¢ atribuida 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
nao crescem (GORDALINA et al., 2021).

As macroalgas se diferenciam das plantas terrestres a partir da sua
composi¢do quimica, caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas. Apresentam na parede
celular a celulose como um polissacarideo estrutural. Possuem também polissacarideos
tipicos, como carragenana, agar e alginato e geralmente ndo possuem altos teores de
amido e lipidios. As macroalgas vermelhas apresentam abundantes quantidades de
carboidratos com teores variando entre 30-60% de seu peso seco (GORDALINA et al.,
2021).

A composi¢ao das macroalgas, incluindo os niveis de metabolitos e os teores
de compostos bioativos, pode diferir entres as espécies: variando de acordo com a luz,
salinidade, nutrientes, temperatura, poluicdo, movimento da agua, localizacao geografica
e estagdo do ano (MOURITSEN; RHATIGAN; PEREZ-LLORENS, 2018; PEREIRA et
al., 2020). O estado biologico das algas, como seu desenvolvimento e estrutura do talo,
também pode ter impacto em sua composi¢ao bioquimica (GAO; MCKINLEY, 1994).

As macroalgas vermelhas possuem um potencial significativo como fonte de
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proteinas essenciais, que sao pigmentos fotossintéticos, como FC e FE, apresentando alta
fluorescéncia e grande perspectiva para uso na industria (BASTOS FILHOS, 2016). Uma
extragdo eficiente de proteinas de macroalgas depende em grande parte de sua
acessibilidade, pois a maioria delas ¢ produzida de forma intracelular sendo o grande
desafio para sua obtencdo a ruptura da parede celular. Esta consiste em uma rede
altamente integrada de biopolimeros, principalmente polissacarideos, que interagem com
moléculas como dgua e cations metdlicos (GORDALINA et al., 2021). A biomassa de
algas deve ser preservada por secagem, congelamento ou usada fresca o mais rapido
possivel para evitar a degradacao de proteinas. Um maior rendimento pode ser alcangado
a partir da combina¢do de métodos de extracdo e técnicas de purificagdo (GORDALINA
etal., 2021).

3.1.1.1 Macroalga vermelha Solieria filiformis

A macroalga vermelha Solieria filiformis (S. filiformis) ¢ uma espécie nativa
encontrada em toda costa litordnea brasileira (Figura 1). As condi¢des climaticas
ambientais favorecem o cultivo de algas na regido e, devido ser fonte de varios compostos
bioativos, incluindo FBP, agrega valores econdmicos/sociais/ambientais (BASTOS

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

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

Fonte: elaborado pelo autor.
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Viarios estudos ja realizados para S. filiformis mostram propriedades anti-
inflamatéria e anticoagulante (DE ARAUIJO et al., 2012; PENUELA et al., 2021a),
antiprotozoario (CAAMAL-FUENTES; ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN, 2017),
antiviral (PENUELA et al., 2021a; ZEPEDA; FREILE-PELEGRIN; ROBLEDO, 2020)
e teranostico (PEREIRA MARTINS et al., 2023).

A macroalga S. filiformis apresenta grande importancia como matéria-prima
para desenvolver uma estratégia de valorizagao da espécie para obten¢ao 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 composicao altos
niveis de proteina, sintetiza altos niveis de polissacarideos sulfatados, compostos
principalmente por carragenanas (SOUSA et al., 2016). Nesse contexto, o conceito de
biorrefinaria aborda extragdes sequenciadas que sdo realizadas a fim de obter todos os
compostos bioativos presentes na biomassa, com ou sem o uso de tecnologias verdes,
além de reaproveitar os residuos gerados (BURLOT et al., 2023; PENUELA et al., 2018).
Dessa forma, combina os processos de conversdo de biomassa em diversos produtos e
garante a recuperacdo de outros componentes com valor comercial agregado,

maximizando assim os beneficios e lucros (BASTOS FILHOS, 2016).
3.2 Ficobiliproteinas (FBP)

As ficobiliproteinas (FBP) sdo uma familia de proteinas fluorescentes ligadas
covalentemente a grupos prostéticos tetrapirrol, conhecidos como bilinas ou ficobilinas,
que os ddo cores caracteristicas e propriedades espectrais. Sdo soluveis em agua e
encontradas em cianobactérias, rodofitas, criptomonas e cianelas. Eles constituem uma
estrutura ligada a superficie citoplasmatica das membranas dos tilacdéides denominada
ficobilissomas (FBS). A ficobilina € o proprio pigmento fotossintético, mas s6 tem papel
funcional se uma proteina estiver ligada a ela (BASTOS FILHOS, 2016; CHEN; QI;
XIONG, 2022).

De acordo com suas caracteristicas espectrais de absorbancia, as FBP sao

agrupadas em trés classes: FE (A max = 495-570 nm), FC ( A max = 610-620 nm) e AFC (
A max = 650-655 nm). As FBP podem ser ainda classificadas em subtipos para distinguir

suas propriedades espectrais e seus prefixos indicam sua origem taxondmica: C-,
Cianobacteriana; B-, Bangioficea; e R-, Rhodophyta. Por exemplo, FE ¢ dividido em C-
FE, B-FE e R-FE; FC ¢ dividido em C-FC ¢ R-FC (CHEN; QI; XIONG, 2022). A FBP
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mais comum em muitas algas vermelhas ¢ a R-FE (GORDALINA et al., 2021; HSIEH-
LO etal., 2019).

Essas proteinas servem como a principal antena concentradora de luz para
absorver a energia em uma regido em que a clorofila ¢ ineficiente e, assim, desempenhar
um papel importante para a fotossintese. Sua sobrevivéncia e florescimento em diferentes
habitats dependem em grande parte da radiacdo solar. As FBP capturam radiagdo
fotossinteticamente ativa na faixa de 400 nm a 700 nm e a convertem em energia quimica
para apoiar o metabolismo celular, representado na Figura 2. Para absorver eficientemente
a luz, varias FBP com diferentes espectros de absor¢ao foram desenvolvidas (CHEN; QI;
XIONG, 2022).

Figura 2 - Estrutura do ficobilissoma (FBS). A cascata de transferéncia de energia comeca

com ficoeritrina (FE, vermelho) para ficocianina (FC, azul) e aloficocianina (AFC, verde)
e finalmente para o centro de reagao nos fotossistemas II (roxo) e I (laranja).

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

Estudos de medicdo de energia mostraram que a ordem de absorcdo se da
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 reagdo por transferéncia de éxciton. As FBP
também atuam como uma reserva de nitrogénio onde, em situagdes de caréncia, as
proteinas serdo degradadas e, consequentemente, acarretard a alteragdo de cor das algas
(BASTOS FILHOS, 2016; CARLOS, 2020).

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

apos a sua extracdo, os FBS sdo 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 a sua alta solubilidade em 4gua, estabilidade e bioatividade, as FBP
ganharam especial importancia em diversos setores, como alimentos, farmacéutica e
cosmética (CHEN; QI; XIONG, 2022; KOVALESKI et al., 2022; LI et al., 2019). Com o
seu alto coeficiente de extingdo ¢ rendimento de fluorescéncia, as FBP foram
desenvolvidas como uma sonda fluorescente em ensaios de imunofluorescéncia (CHEN;
QI; XIONG, 2022), marcagao de biomoléculas para imunoensaios fluorescentes, ensaios
imuno-histoquimicos e microscopia de fluorescéncia (GORDALINA et al., 2021). As
FBP também sdo usadas como corantes naturais e aditivos alimentares (CHEN; QI;

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

Figura 3 - Aplicacdo das ficobiliproteinas como aditivos alimentares, corantes naturais,
sondas fluorescentes e os potenciais farmacéuticos.
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Fonte: Adaptado de (CHEN; QI; XIONG, 2022). Legenda: FE — Ficoeritrina; FC — Ficocianina; AFC —
Aloficocianina; FPB — Ficobiliproteinas.

Hé uma alta comercializagdo no mercado voltada para estes biocompostos
(ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). Atualmente, diversos tipos de FBP sdo
vendidos por empresas especializadas sendo que o pre¢o do mercado pode variar de
acordo com a pureza e entdo determinar seu potencial de aplicacdo. O grau alimenticio
deve ser maior ou igual a 0,7, enquanto o grau reagente varia entre 0,7 ¢ 3,9 e grau
analitico 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 milhdes em 2022 e esta

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

A R-ficoeritrina (R-FE) ¢ o principal pigmento encontrado nas macroalgas
vermelhas e em algumas cianobactérias unicelulares (GORDALINA et al., 2021; HSIEH-
LO et al., 2019). Sua cor caracteristica rosa-avermelhada resulta da presenca de
cromoéforos tetrapirrdlicos lineares ligados covalentemente (via ligacdo tioéter) a
ficobilinas, como ficoeritrobilina (PEB) e ficourobilina (PUB) (SIMOVIC et al., 2022;
SUN et al., 2004; WANG et al.,, 2020a). A R-FE ¢ altamente solivel em agua e
desempenha o papel de capturar a energia da luz e transferi-la para a clorofila no centro
de reacdo fotossintética do Fotossistema II através de outras FBP como FC e AFC
(CASTRO-VARELA et al., 2022).

A R-FE ¢ uma proteina oligomérica de 240 kDa e consiste em monomeros
compostos por dois tipos diferentes de polipeptideos, a (12—19 kDa) e f (20-30 kDa),
que estdo presentes em quantidades equimolares e ligados de forma nio covalente entre
si, além da subunidade y (~ 34-35 kDa) (BEKASOVA, 2024; SENTHILKUMAR et al.,
2013a). As subunidades a e B da FE formam trimeros e hexameros em forma de disco
através da agregacdo face a face com a ajuda de um peptideo ligante especial (subunidade
vY), dando maior estabilidade. A FE pode ser encontrada tanto na forma trimérica [(af)3]
quanto na forma hexamérica [(af)s Y] ou [(af)s], variando de acordo com o tipo de FE
isolada e pode ser alterada em resposta a qualidade da luz (BASTOS FILHOS, 2016; LE
GUILLARD et al., 2023; MITTAL; SHARMA; RAGHAVARAO, 2019; SIDLER, 1994).

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

Figura 4 - Organizagdo das subunidades das ficobiliproteinas em trimeros e hexameros.

Subunidades  Monomero (off) Trimero (af3)3 Hexamero (of3)s
00—

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

Em relagdo as caracteristicas espectroscopicas, constituem o grupo mais
variavel das FBP. Elas também sdo conhecidas por representarem a classe das FBP mais
dindmicas, devido aos seus picos de absor¢do, variando de 480 nm a 570 nm (picos de
498, 540, e 565 nm) e que emitem fluorescéncia de 575 a 580 nm facilitando a adaptacao
das macroalgas vermelhas frente as alteracdes ambientais. O maximo de absor¢ao em 498

nm ¢ devido a absor¢ao de PUB. Os maximos de absor¢ao em 540 e 565 nm sdo devidos
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a absor¢do de PEB (BOGORAD, 2003; BRYANT, 1982; GLAZER et al., 1976; JIANG;
ZHANG; LIANG, 1999; SIDLER, 1994).

A extragcdo de R-FE ja 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-CORTES et al., 2017),
Portieria hornemanni (SENTHILKUMAR et al., 2013a), Callithamnion rubosum
(BEKASOVA, 2024) e Solieria filiformis (BURLOT et al., 2023; PENUELA et al., 2018;
PEREIRA MARTINS et al., 2023).

3.2.1.1 Aplicagoes de R-ficoeritrinas

A R-FE apresenta potencial farmacéutico, pois apresentam atividades
antioxidantes (PENUELA et al., 2021b; SENTHILKUMAR et al., 2013a; SUDHAKAR;
DHARANI; PARAMASIVAM, 2023a), anticancerigenas (PEREIRA MARTINS et al.,
2023; SENTHILKUMAR et al., 2013b; SUDHAKAR; DHARANI; PARAMASIVAM,
2023a), antivirais, anti-inflamatérias, antimicrobiano (SUDHAKAR; DHARANI;
PARAMASIVAM, 2023b) e neuroprotetoras (BOCCIA; PUNZO, 2020).

Como outros pigmentos de ficobilina, a R-FE ¢ uma proteina natural e nao
toxica, amplamente utilizada como corante nas industrias alimenticia e cosmética. Ha
uma busca constante por pigmentos naturais na induastria de alimentos, como a R-FE, para
a substituicdo de corantes sintéticos devido efeito toxico 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 oxigénio e aumentar a quantidade de enzimas antioxidantes (LI et
al.,, 2019). Neste processo, as reagdes de degradagdo oxidativa no organismo sao
retardadas, ou seja, reduzem a velocidade da oxidacao por um ou mais mecanismos, como
inibi¢do de radicais livres e complexagdo de metais (BLOIS, 1958; CHEW et al., 2008).
Estudos realizados por Sudhakar et al. (2023b) extrairam a R-FE da macroalga Gracilaria
corticata apresentando-se eficaz na atividade antioxidante total (264,90 + 10,20 pg-ml
1, efeito de eliminagdo de DPPH (22,91 + 1,90%) e capacidade quelante de ions ferrosos
(26,06 £ 1,60%). Senthilkumar et al. (2013b) alcancou atividade antioxidante maxima
para a R-FE da alga Portieria hornemannii de 43,55% (5 mg-mL™).

O pigmento de R-FE desempenha um papel importante por apresentar
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propriedades de fluorescéncia para aplicagdo de citometria de fluxo (PEREIRA MARTINS
et al., 2023) e também foi relatado na literatura por Mubarak et al. (2012) na aplicagao
como uma sonda fluorescente para deteccdo ultrassensivel de DNA. Além disso,
utilizadas como sondas fluorescentes para imagens celulares e detecgdo de molécula
unica (ULAGESAN; NAM; CHOI, 2021).

O cancer, juntamente com as doencas cardiovasculares, ¢ a principal causa de
morte em todo o mundo. Diversos tratamentos, como quimioterapia e radioterapia,
acompanham efeitos secundarios graves. O desenvolvimento de nanotecnologia, como a
sintese de nanoparticulas (NPs) utilizando extratos vegetais, permite o desenvolvimento
de novas estratégias para terapia do cancer e administracdo de medicamentos, com grande
importancia para alcangar a atividade anticancerigena direcionada com efeitos colaterais
minimos (BEKASOVA, 2024).

De uma forma geral, a nanoencapsulagdo da R-FE oferece uma série de
vantagens como: estabilidade da R-FE, protegendo-a da degradacdo causada por fatores
ambientais; melhor solubilidade e biodisponibilidade, facilitando sua absor¢do pelo
organismo e aumentando sua eficicia terapéutica; direcionamento e liberagao controlada,
que podem ser exploradas em diversas aplicagdes, como terapia medicamentosa,
alimentos funcionais, cosméticos e produtos de cuidados pessoais.

A R-FE, como todas as FBP, desempenha um papel importante como
agente anticancer devido a sua alta eficiéncia e baixa toxicidade. As propriedades
anticancerigenas da R-FE provém da sua capacidade de gerar oxigénio singleto citotoxico,
mecanismo de acdo da R-FE que promove a destruigdo seletiva das células tumorais e
interrompe o suprimento de nutrientes para o tumor, inibindo seu crescimento e
disseminagdo (PAN et al., 2013). Esse mecanismo de agdo torna a R-FE uma molécula
promissora para o desenvolvimento de terapias anticancer e destaca seu potencial como
agente terapéutico em oncologia. Pesquisadores tém se dedicado ao estudo de novas
aplicagdes de R-FE como, por exemplo, marcador celular ou ainda no diagnéstico precoce
de certas doencas (ULAGESAN; NAM; CHOI, 2021).

R-FE também ¢ potencialmente util na terapia fotodinamica (TFD) para o
tratamento do cancer, pois tem a capacidade de gerar oxigénio singleto quando excitado
por radiacao apropriada (BEI et al., 2004). Sua subunidade pode se acumular nas células
tumorais devido a sua rapida proliferacdo em comparagao com as células normais e pode

ser ativada pela irradiacdo com luz de 496 nm. Isso permite sua destruicdo por reagdes
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fotoquimicas, tornando-a uma opg¢ao promissora no tratamento do cancer (TAN et al.,
2016).

Thangam et al. (2015) criaram nanocompoésitos de quitosana-prata-
ficoeritrina contra células de cancer de mama com potenciais terandsticos. Pereira
Martins et al. (2023) realizou a encapsulacio em NPs de policaprolactona (PCL)
demonstrando o potencial para marcagao fluorescente na deteccao de células de cancer
de prostata (PC-3) e cancer de mama (4T1). Choi et al. (2018) realizaram a sintese
mediada por biomoléculas de nanocompositos de nanoparticulas de prata com 6xido de
grafeno reduzido (rGO-Ag) usando R-FE avaliando o potencial citotoxico em células de

cancer de ovario humano e células-tronco de cancer de ovario.
3.3 Extracao de R-ficoeritrinas

Para a eficiente obtencdo de proteinas de macroalgas ¢ necessario que ocorra
a ruptura da parede celular, ja que as proteinas sdo intracelulares, dificultando assim sua
acessibilidade (GORDALINA et al., 2021). A complexidade da parede celular nas
macroalgas vermelhas ¢ um grande problema na extracdo de metabdlitos. Elas sao
compostas de biopolimeros, principalmente polissacarideos interconectados, as
carragenanas, bem como proteinas e fendlicos poliméricos, que interagem com agua e
cations metalicos, entre outras moléculas. Dessa forma ¢ um obstidculo que reduz a
eficiéncia dos métodos de extragio (PENUELA et al., 2018).

Para garantir a extracdo intracelular das proteinas sdo realizados estresses
adicionais que melhoram a eficiéncia da extracdo, liberando os pigmentos para o meio
aquoso. Quanto maior o rompimento das células, maior o rendimento de extracdo.
Contudo, visa-se preservar a estrutura da proteina e a capacidade de interacdes de
afinidade, controlando condigdes de extracao suaves em faixas de pH (GORDALINA et
al., 2021).

As proteinas de algas sdo extraidas convencionalmente por meio de métodos
baseados em solugdo aquosa, acida e alcalina, seguido de centrifugacdo para clarificagao
do extrato e técnicas de fracionamento e enriquecimento, como ultrafiltragdo,
precipitacdo e/ou cromatografia (GORDALINA et al., 2021; KADAM; TIWARI;
O’DONNELL, 2013). Devido sua alta solubilidade em 4gua, as R-FE podem ser extraidas
em solugdes aquosas ou tampao fosfato a partir de diferentes estados da matéria-prima

utilizada, podendo ser alga umida (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 extracdo de R-FE

Na literatura sao relatados diferentes métodos fisicos de ruptura celular, como
choque osmotico (KAWSAR et al., 2011), congelamento/descongelamento (LI et al.,
2019; SENTHILKUMAR et al., 2013a), maceragao em nitrogénio liquido e/ou moinhos
(MITTAL et al.,2017; MUNIER et al., 2014), homogeneizacao (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 eficiéncia dos processos de extracdo (BASTOS
FILHOS, 2016; CASTRO-VARELA et al., 2022; GORDALINA et al., 2021).

Uma das maiores desvantagens dos métodos convencionais ¢ a geracao de
poluicdo quimica pelo uso de grande quantidade de solventes no processamento como,
por exemplo, maceragdo, extracdo por solvente, processo de lixiviacdo; como também
maior tempo de extragdo e gerando alto consumo de energia, como a ultrassom
(SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLLI, 2022). Recentemente, outras alternativas
foram propostas para reduzir tempo e/ou desperdicio por meio de tecnologias de extragao
ecologicamente corretas (PENUELA et al., 2018).

De uma forma geral, a complexidade das estruturas, as propriedades dos
compostos bioativos e a estrutura dos materiais extraidos, disponibilizam diferentes
métodos de extracdo na literatura, mas nenhum protocolo de extragdo universal
(CASTRO-VARELA et al., 2022).

A técnica de extracdo a partir do tratamento de congelamento-
descongelamento ¢ um dos métodos mais utilizados no processo de extracao de FBP.
Neste método, a parede celular ¢ rompida a partir da pressao exercida pelo congelamento
de fluidos intracelulares que leva a rachaduras, facilitando a permeagao das células e os
materiais internos sao liberados (LI et al., 2019; MITTAL et al., 2017). Geralmente, as
algas sdo congeladas a cerca de -20 °C por varias horas e depois descongeladas a 4 °C ou
a temperatura ambiente.

A Extragdo Assistida por Micro-ondas (EAM) ¢ um método utilizado para
melhorar a extragdo de proteinas de matrizes bioldgicas e esta representado na Figura 5

(GORDALINA et al., 2021). O principio da EAM baseia-se na transferéncia de energia
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das micro-ondas para os solventes os quais sao aquecidos por dois mecanismos: rotagao
dipolar e conducgao idnica. Isso causa rupturas nas ligagdes de hidrogénio e migracao de
ions dissolvidos, resultando em maior penetra¢do do solvente na matriz, o que facilita a
extragdo dos compostos alvo (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). O aquecimento
intracelular subsequentemente leva a efeitos de pressao que, além dos efeitos de
eletroporacao, levam a ruptura das paredes e membranas celulares.

Figura 5 - Representacdo esquematica de um extrator de micro-ondas (EAM). A mistura

de solventes e amostra estao dentro do béquer (a) Sistema fechado com condensador (b)
Sistema fechado simples.
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Fonte: Adaptado de ESQUIVEL-HERNANDEZ et al. (2017).

Os resultados encontrados na literatura para EAM concentram-se na redugao
dos tempos de extragdo e ndo em seus efeitos sobre parametros como a funcionalidade da
proteina (GORDALINA et al., 2021). A EAM apresenta um elevado custo e dificil
ampliagdo de escala, contudo utiliza baixos volumes de solventes e mostrou-se eficiente
na extragdo de FBP (RATHNASAMY et al., 2019).

A Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU), conhecida também como
sonicagdo, ¢ uma tecnologia atrativa que atua criando compressdao e descompressao da
parede celular através de ondas sonoras em frequéncias variando de 20 kHz a 100 kHz.
Quando a pressdo estatica cai abaixo da pressao de vapor do liquido, ocorre a formacao e
crescimento de bolhas que devido aos picos de pressao colapsam violentamente levando
ao descascamento, erosdo, quebra de particulas e degradacdo das superficies solido-
liquido. Com isso, ocorre 0 aumento de temperatura, gerando perturbagdes na parede
celular, facilitando a penetracdo do solvente nas células e efetivando a liberacdo dos
compostos intracelulares para o solvente em massa (CASTRO-VARELA et al., 2022;
GORDALINA et al.,, 2021). Na Figura 6 ¢ apresentado os sistemas ultrassonicos

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

Figura 6 - Sistemas ultrassonicos: (A) Banho de ultrassom, (B) Reator de ultrassom com
agitacdo, (C) Sonda de ultrassom e (D) Sonicagdo continua com sonda de ultrassom.
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Fonte: Adaptado de SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLLI, (2022).

As vantagens da EAU sdo o aumento de rendimentos de extragdo alcancados
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 ¢ a incapacidade de realizar procedimentos
em larga escala para extracdo de FBP, pois torna-se dificil aplicar energia suficiente para
grandes quantidades de suspensdes celulares (LI et al., 2019).

A extragdo assistida por enzimas (EAE) ¢ frequentemente o método preferivel
para extrair proteinas e/ou seus hidrolisados de algas marinhas. As polissacaridases
podem ser aplicadas como um tratamento de ruptura celular antes da extra¢do da proteina
para aumentar o rendimento da proteina. A escolha da enzima estd altamente
correlacionada com o produto final desejado (por exemplo, proteinas intactas, proteinas
especificas ou peptideos bioativos). Em relacdo a viabilidade, cada caso precisa ser
analisado individualmente. Se for necessaria uma alta relacdo enzima:substrato, um
tratamento enzimatico pode nao ser vidavel em escala industrial, principalmente devido ao

custo das enzimas (GORDALINA et al., 2021).
3.3.2 Extragdo de R-FE com utilizacdo de pressdo

A extracdo de biocompostos de alto valor utilizando tecnologias verdes ¢
particularmente interessante. Aqui, as técnicas de "processos verdes" podem ser definidas
como métodos de extracdo de agua para obter ingredientes funcionais de recursos
marinhos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; ESQUIVEL-HERNANDEZ et al.,
2017; SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, 2022), aumentando a eficiéncia da

extracdo e gerando menos impurezas (HUANG et al., 2013). O processamento de alta
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pressao ¢ uma tecnologia cada vez mais implementada em produtos alimentares,
farmacéuticos e aplicagdes biotecnologicas (ALEXANDRE et al., 2017).

A aplicacdo de pressdo na parede celular, que emprega temperaturas amenas,
pode ser um processo atraente para a extracdo de compostos bioativos termossensiveis,
pois preserva melhor as atividades biologicas (ALEXANDRE et al., 2017). Este método
mantém as caracteristicas 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 eficiéncia do processo de extracao, reduzindo o tempo e volume de
solvente necessario (KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019).

A extracdo com alta pressao ¢ relatada na literatura para a ruptura celular de
algas para a obtencdo de combustiveis (HALIM et al., 2012; SAMARASINGHE et al.,
2012), como também diferentes bioativos (ALEXANDRE et al., 2017; KHAN; ASLAM;
MAKROQO, 2019) como, por exemplo, a producao de lipideos MULCHANDANI; KAR;
SINGHAL, 2015) e FBP (CARLOS, 2020; CASTRO-VARELA et al., 2022; JUBEAU et
al., 2013).

3.3.2.1 Homogeneiza¢do a Alta Pressdo

O método de Homogeneizacao a Alta Pressao (HAP) ¢ considerado um
método ndo convencional e uma tecnologia verde que pode apresentar um tempo de
extracdo consideravelmente menor e maior rendimento do que outras técnicas
convencionais (CIKO et al., 2018). A HAP ¢ um método mecanico de ruptura celular que
bombeia a suspensdo celular a uma alta pressao (HALIM et al., 2012). O procedimento
ocorre forcando um liquido através de um bocal estreito a alta pressao e estabelecendo
alta tensdo de cisalhamento. Por utilizar temperaturas amenas, este processo torna-se
atrativo na extra¢do de compostos bioativos termossensiveis (CASTRO-VARELA et al.,
2022).

A HAP ¢ altamente eficaz na ruptura celular de algas como Chlorococcum
(alga verde) (HALIM et al., 2012) para obtencao de biocombustivel, extracao de lipidios
de Chlorella saccharophila (MULCHANDANTI; KAR; SINGHAL, 2015), extragdo de R-
FE de Sarcopeltis skottsbergii (CASTRO-VARELA et al., 2022).
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3.3.2.2 Fluidos Supercriticos

A Extragdo por Fluidos Supercriticos (EFS) ¢ uma técnica de extracio
alternativa considerada verde, uma vez que uma etapa de concentragdo pode ser ignorada
na maioria das vezes apés o processo de extracdo. Com difusividade e viscosidade
semelhantes as de um gas, a EFS ¢ capaz de uma penetragao mais rapida e profunda nas
particulas solidas da matriz a ser processada, permitindo maior transferéncia de massa
entre o soluto extraido e o fluido supercritico (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017;
MUKHOPADHYAY, 2002; TAYLOR, 1996).

Para realizar a EFS (Figura 7), o fluido ¢ levado ao seu estado supercritico
pressurizando e aquecendo-o antes de entrar no extrator, com pressao e temperatura
desejadas. Em seguida, o solvente ¢ alimentado no extrator e distribuido uniformemente
em todo o leito fixo por matéria solida. Durante a extragdo, o solvente flui através do leito
fixo e dissolve os compostos soluveis. A separagao dos solutos do fluido supercritico ¢
conseguida no separador, reduzindo rapidamente a pressdo ou aumentando a temperatura
ou realizando ambos os procedimentos. Assim, o fluido passard ao estado gasoso, nos
quais os solutos nao serdo mais solubilizados e, assim, serdo separados por gravidade.
Dependendo do equipamento, o solvente € resfriado e comprimido para ser devolvido, se
possivel, ao extrator ou liberado para a atmosfera (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al.,
2017).

Figura 7 - Diagrama de blocos do sistema de extracao de fluido supercritico.
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Fonte: Adaptado de SARKARAT; MOHAMADNIA; TAVAKOLI, (2022).
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De fato, altas pressdes aumentam a taxa de transferéncia de massa e
aumentam tanto a penetragdo do solvente no material so6lido quanto a liberagdo de R-FE
intracelular ao romper a membrana celular. De acordo com as teorias de transferéncia de
massa, as células pressurizadas t€ém permeabilidade aumentada juntamente com
solubilidade aprimorada enquanto a pressdo aumenta. Por outro lado, a diminui¢do da
difusividade leva a uma redugdo na interagdo entre o fluido supercritico e a biomassa e
isso faz com que o rendimento do processo de extracdo diminua. Sabe-se também que
pressdes mais altas também podem causar desprotonacao de grupos carregados e a ruptura
de pontes salinas e ligacdes hidrofobicas, resultando em alteragdes conformacionais e
desnaturacdo de proteinas (DENIZ; OZEN; YESIL-CELIKTAS, 2016).

Enquanto as tecnologias comuns de extracdo empregam grandes volumes de
solventes organicos caros e prejudiciais — tais como hexano, diclorometano e cloroférmio.
—, a EFS ¢ ecologicamente correto e usa solventes relativamente baratos (frequentemente
COy) para extracdo 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 wusar cossolventes ser limitado (ESQUIVEL-
HERNANDEZ et al., 2017).

A técnica de EFS tem sido usada para processar algas marinhas e outros
materiais a base de plantas principalmente para extrair componentes moleculares nao
polares e de pequeno tamanho, como pigmentos (clorofilas, carotenodides) e alguns
lipidios (por exemplo, esterdis) que sdo valiosos como alimentos e ingredientes
farmacéuticos (GALLEGO; BUENO; HERRERO, 2019). A maioria dos estudos esta
focada em microalgas em vez de macroalgas (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017),
sendo necessario mais estudos que englobem as macroalgas, além de ser interessante
realizar pesquisas que possam definir uma tendéncia na extracdo verde para integrar
diferentes processos para obter mais metabolitos, com polaridade diferente. (ESQUIVEL-

HERNANDEZ et al., 2017).

3.3.2.3 Extragdo de Liquido Pressurizado (ELP)

A Extragdo de Liquido Pressurizado (ELP) ¢ uma tecnologia de extracio
emergente mais verde introduzida em 1995 (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). A
ELP ¢ considerada uma tecnologia verde ja que utiliza quantidades menores de solventes
organicos (10-30% p/v razdo, aproximadamente). Apresenta como vantagem a redugdo

da quantidade de residuos, além de permitir a substituicdo de solventes perigosos por
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solventes amigéaveis ao meio ambiente, como a agua, etanol ou uma mistura de agua e
outros solventes (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017; MUSTAFA; TURNER, 2011).

Os parametros de pressdo e temperatura sao ajustados para valores inferiores
a temperatura e pressdo criticas do solvente, mantendo-o em seu estado liquido (DAY,
2013). Tanto a temperatura quanto a pressao aumentam a taxa de transferéncia de massa.
Altas pressdes fazem com que o solvente atinja temperaturas mais altas do que seu ponto
de ebulicdo normal e essas temperaturas mais altas aumentam a solubilidade dos
componentes e reduzem a viscosidade e a tensdo superficial do solvente (GROSSO et al.,
2015). A agua ¢ o solvente mais utilizado, mas outros solventes, como propano e éter
dimetilico (DME), também podem ser usados. Como o DME ¢ parcialmente miscivel
com agua, ele permite a extracao simultanea de metabdlitos ndo polares e a remogao de
agua de matrizes umidas (GORDALINA et al., 2021).

Para o processo de extragdo, primeiramente a amostra ¢ tratada antes de ser
introduzida no equipamento (homogeneizagdo, peneira e secagem). Em seguida, a
amostra ¢ carregada na célula de extragdo e uma bomba transfere o solvente de extracao
para a célula. Terceiro, a célula é pressurizada. Mais tarde, a extracdo do solvente flui
através da célula de extracdo ¢ é coletada em um tubo no final do caminho do fluxo
(ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). A Figura 8 representa o esquema de uma

extracdo liquida pressurizada.

Figura 8 - Representacdo esquematica de uma extracao liquida pressurizada (ELP).

I Y

Bomba
Solventes
Sistema de .
pressurizagio
Tanque de nitrogénio Coletor de amostra

Fonte: Adaptado de ESQUIVEL-HERNANDEZ et al. (2017).
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Em geral, o processo de ELP pode ser definido em trés etapas: (i) dessorcao,
quando o analito ¢ removido de seu sitio na matriz; (ii) difusdo, o analito se difunde pelos
poros da matriz e atinge a fase de extragdo; (iii) o analito ¢ transferido para o solvente a
granel e depois recolhido. A ELP reduz o tempo de extragdo porque pode ser automatizado
e programado para analisar varias amostras em um curto espaco de tempo (ESQUIVEL-
HERNANDEZ et al., 2017).

Existem dois sistemas de ELP: dindmico e estatico. A configuragdo dinamica
consiste em um bombeamento continuo de solvente através da célula de extragdo. Por
outro lado, a configuragao estatica, a mais utilizada, consiste em um ou mais ciclos de
extragdo em que o solvente ¢ substituido em cada ciclo de extracdo. (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 mudancgas na solvatagao dos
solventes resultantes de mudancgas de pressao e temperatura. Em geral, a alta temperatura
melhora o rendimento de extracdo dos compostos da matriz, o que também leva a maiores
taxas de difusdo e aumenta o poder solvente para a extragdo. Assim, facilita o processo
de extracdo e reduz o tempo de processamento. A desvantagem ¢ que a extragdo &
exaustiva e tende a produzir uma extragdo nao seletiva de compostos, além de um elevado
custo inicial da tecnologia, mas esse alto custo pode ser compensado por uma redugdo no
volume de solvente, desperdicio e tempo (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017).

Para otimizar o processo de extragdo, ¢ importante considerar parametros
como temperatura, pressao, tipo e composicao dos solventes, aditivos, composi¢ao da
matriz, modo de extragdo, tempo, entre outros. Um parametro importante relacionado aos
solventes ¢ o modo de operagdo do ELP, pois afeta diretamente a transferéncia de massa
(metabolitos) da alga para o solvente. A temperatura afeta diretamente a termoestabilidade
de alguns metabolitos. O pardmetro tempo também ¢ importante, pois afeta a estabilidade
do bioproduto. A pressao € outro fator importante porque pode ser usada para modular a
seletividade do processo: em pressao mais alta, melhor rendimento pode ser obtido, mas
a0 mesmo tempo o processo se torna menos seletivo (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al.,
2017).

O primeiro relato sobre a extracdo de moléculas proteicas com ELP foi um
estudo realizado para extragdo 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 a espectrometria de massa (CE-MS) sendo testadas diferentes condi¢des de
extracdo, incluindo tempo, temperatura e pressdo de extracdo, natureza do liquido
pressurizado, distribui¢do da microalga dentro da célula de extragdo, tipo de
embalagem, etc. As melhores condi¢cdes foram 104 bar de pressdo e 20°C, dgua como
solvente, durante 7 ciclos de 15 min produzindo um rendimento de 20% (p/p). Este estudo
demonstrou que a combinagao da ELP com CE-MS ¢ uma abordagem promissora para a
analise de proteinas de microalgas, abrindo caminho para futuras aplicagcdes em nutri¢ao,
biomedicina e biotecnologia. (HERRERO et al., 2005).

Ruiz-Dominguez et al. (2021) apresentou uma nova cianobactéria do género
Geitlerinema sp. isolado do deserto costeiro chileno extraiu FBP por liquido pressurizado
e convencional a partir de analise de delineamento experimental baseados em uma
metodologia de superficie de resposta (MSR). Os principais resultados apresentaram
proteinas totais (~52% em peso) e C-ficocianina. Os dados obtidos mostraram que agua
e etanol:agua (1:1, v/v) melhoraram o rendimento de extragcdo e a recuperagdo de FBP,
favorecidos pelas baixas temperaturas (RUIZ-DOMINGUEZ et al., 2021).

A extragijo de FC e AFC pelo método pressurizado da
cianobactéria Arthrospira platensis foi avaliado utilizando tampao fosfato de sédio como
solucdo extratora. Os resultados apresentaram alto rendimento de extracdo quando
utilizada alta pressdo, sem perda de biofuncionalidade das moléculas. As melhores
condig¢des foram obtidas em 100 bar de pressdao e 360 minutos de extra¢dao alcancando as
concentracdes de 4,44 g-L e 1,63 gL -1 respectivamente, FC e AFC. Os extratos
purificados apresentaram atividade antioxidante e atividade anticancerigena in vitro para
células leucémicas (CARLOS, 2020).

Diante dos estudos realizados até o momento, ELP provou ser uma boa opg¢ao
para andlises de proteinas, uma vez que o extrato pode ser injetado diretamente no
cromatografo sem necessidade de mais etapas de purificagdo (ESQUIVEL-
HERNANDEZ et al., 2017). Por fim, vale destacar que a maioria dos estudos se
concentram em microalgas e ndo em macroalgas, o que pode representar uma
oportunidade para explorar essa tecnologia para extragdo de proteinas. Atualmente, a
tecnologia ELP ¢ utilizada nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica
(ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017).

Diante das evidéncias apresentadas, ¢ evidente que a realizagdo do estudo

proposto nesta pesquisa representard uma contribui¢do significativa para o avango da
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analise da extracdo de FBP de macroalgas vermelhas por meio do método de ELP.
Importante ressaltar que tal abordagem ainda ndo foi descrita na literatura para as
Rhodophytas, destacando a inovagao e originalidade deste trabalho. Ademais, € relevante
salientar que o equipamento de célula de recombinagdo a ser empregado, cujos detalhes
serdo minuciosamente abordados nas metodologias, ndo possui registros na literatura para
a extracdo de compostos bioativos de algas, ressaltando a singularidade e potencial

impacto deste estudo na area cientifica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Pré-tratamento da Macroalga Solieria filiformis

A macroalga S. filiformis (homologacao SisGen A41C95F) foi cultivada em
corda a 200 metros da costa brasileira da praia de Flecheiras, no municipio de Trairi
(Ceara — Brasil). Para o desenvolvimento deste estudo, a espécie foi gentilmente fornecida
pela Associacao de Produtores de Algas de Flecheiras e Guajiru (APAFG). As algas foram
colhidas e encaminhadas para o laboratorio de pesquisa onde foram cuidadosamente
lavadas com agua corrente e destilada para eliminar areia, epifitas e outros contaminantes
indesejados.

Posteriormente, a macroalga foi congelada a -20°C e uma porg¢do da biomassa
foi submetida a liofilizacdo por um periodo que variou de 48 a 72 horas. O processo de
liofilizagdo foi realizado no equipamento LIOTOP (modelo K105) e consiste numa
tecnologia de secagem. A biomassa congelada ¢ colocada dentro do equipamento e o ar €
removido através de bombas de alto vacuo, criando a condigdo para que ocorra a
sublimacdo da 4gua. Nessa condicdo, a dgua passa do estado solido para o gasoso a
temperatura e pressdes muito baixas na auséncia de oxigénio.

As amostras liofilizadas foram submetidas a um processo minucioso de
moagem utilizando um moinho de facas (Fritsch - pulverisette 19) até alcangarem uma
granulometria de 0,25 mm. Posteriormente, toda a biomassa foi armazenada a uma
temperatura de 4°C, sendo retirada a quantidade necessaria e moida com grau e pistilo

conforme demanda para os experimentos subsequentes.
4.2 Metodologia

O processo de extracdo da R-ficoeritrina (R-FE) a partir da macroalga S.
filiformis utilizando o método de liquido 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
extracdo de R-FE, seja ela imida ou liofilizada. Essa analise comparativa ¢ essencial
devido a falta de dados na literatura sobre a extracdo de algas umidas inteiras,
representando, portanto, um estudo de grande relevancia que pode resultar na diminuigao

nos processos de extragao.
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Com base no resultado mais favoravel alcangado, que corresponde a estrutura
da alga liofilizada, a metodologia 2 investiga uma série de parametros, incluindo solvente,
pressdo, agitacdo e pré-tratamento da macroalga, visando atingir o objetivo de maximo
rendimento de extragdo de R-FE. As metodologias estdo descritas de forma mais

minuciosa e especifica nas se¢cdes subsequentes.

4.2.1 Metodologia 1 — Extragdo de R-FE pelo método de dagua pressurizada em célula

de extracao

Nesta metodologia utiliza-se um aparelho de alta pressdo que compreende
uma bomba seringa (Teledyne ISCO 260D, EUA) com controle de pressdo de até 517 bar,
uma faixa de vazao de 107 mL/min e um cilindro de transferéncia de pistao flutuante de
baixa fric¢ao e alta pressao (Vinci Technologies/Franga) com capacidade volumétrica de
250 mL. Aqui, esse equipamento ¢ denominado célula de extracdo e esta representado na
Figura 9.

Figura 9 - Equipamento de alta pressdo utilizado na metodologia 1 denominado célula de
extracao.

Célula de extracao

Bomba seringa
(Teledyne ISCO 260D)

Fluido de
pressurizacao

‘ ‘ — Pistao flutuante
£l

Biomassa
+
Solvente

— Anel de agitacao

@ Coleta de amostra

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O procedimento detalhado da metodologia 1 para extragdo de R-FE de S.
filiformis ¢ ilustrado na Figura 10. As macroalgas umidas (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 agua ultrapura em temperatura
ambiente (25°C) e pressao constante de 500 bar. As amostras foram coletadas em
intervalos de tempo especificos (15, 30, 60, 120, 240, 360 minutos) € os experimentos
foram conduzidos em triplicata. Apds cada etapa de extracdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes resultantes foram
denominados extrato bruto de algas imidas (EBU) e extrato bruto de algas liofilizadas
(EBL), os quais foram analisados para quantificar proteinas totais, pureza, rendimento de

R-FE e carboidratos totais.

Figura 10 - Procedimento explicativo para extracdo de R-ficoeritrina de S. filiformis com
sistema pressurizado — Metodologia 1.
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¢ Dicroismo Circular (DC)

e  Espectroscopiade Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)
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Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EBU — Extrato bruto de algas imidas; EBL — Extrato bruto de algas
liofilizadas; EPU — Extrato precipitado de algas umidas; EPL — Extrato precipitado de algas liofilizadas.
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4.2.2 Metodologia 2 — Extragdo de R-FE pelo método de liquido pressurizado em célula

de recombinacdo

Na metodologia 2 utilizou-se um aparelho de alta pressdo que compreende
uma bomba de seringa (Teledyne ISCO 65, EUA) com controle de pressao de até 1390
bar, uma faixa de vazao de 25 mL/min e um cilindro de transferéncia de pistao flutuante
de baixa fric¢ao e alta pressao (Vinci Technologies/Franga) com capacidade volumétrica
de 250 mL, semelhante ao apresentado na Figura 9 (célula de extragdo).

A macroalga passou por um processo de moagem com o auxilio de almofariz
e pistilo até obter-se um po, os quais nesse trabalho sera chamado como maceracao de
solidos e o p6 obtido nomeado de “macerada”. A macroalga macerada (1% m/v) foi
suspensa em diferentes solventes (tampao fosfato de potassio 25mM em pH = 6,5 ou agua
ultrapura) em temperatura ambiente (25°C) e pressdo de 500 bar. As amostras foram
coletadas em intervalos de tempo especificos (15, 30, 60, 120, 240, 360 minutos). Com
base nessas andlises, foi determinado que o solvente de extragdo mais eficaz ¢ a agua
ultrapura. Subsequentemente, foram avaliadas trés pressdes diferentes (200, 500 e 800
bar) no prosseguimento dos estudos.

Com o intuito de investigar o impacto da agitacdo no processo pressurizado,
um novo equipamento, denominado célula de recombinacao (RCA 1000), foi utilizado
para a extracdo da R-FE. Neste processo, foram variadas a estrutura da macroalga,
incluindo inteira, triturada e macerada. A célula de recombinac¢do ¢ capaz de combinar
pressdo e agitagdo no processo de extracdo, devido a presenca de um agitador acionado
magneticamente para agitagdo adequada, com capacidade de 2L e alcance de pressao de
até 1000 bar, conforme mostrado na Figura 11. Além da R-FE, neste processo foi possivel
analisar a extracdo de outra ficobiliproteina, a R-ficocianina (R-FC), devido aos elevados

indices de extragdo de proteinas totais, que ndo foram obtidos na metodologia 1.
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Figura 11 - Equipamento de alta pressao e sistema de agitacdo utilizado na metodologia
2 denominado célula de recombinagao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os experimentos foram conduzidos em duplicata. Apds cada etapa de
extragdo, 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 proteinas totais, pureza,
rendimento de R-FE e carboidratos totais. O procedimento detalhado da metodologia 2

para extragdo de R-FE de S. filiformis ¢ ilustrado na Figura 12.
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Figura 12 - Procedimento explicativo para extracao de R-ficoeritrina de S. filiformis com
sistema pressurizado utilizando célula de extragdo e célula de recombinacdo —
Metodologia 2.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EB — Extrato bruto; EP — Extrato precipitado.

4.3 Precipitacio proteica do Extrato Bruto por sulfato de amonio

A partir do extrato bruto (EB) foi realizado um processo de precipitacao de
proteinas 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 proteina precipitada) foi solubilizado em agua ultrapura e submetido a dialise
utilizando uma membrana com corte de 12 kDa contra 4gua ultrapura.

Na metodologia 1, estes resultados levam a formacao do extrato precipitado
de algas umidas (EPU) e do extrato precipitado de algas liofilizadas (EPL). Na

metodologia 2, estes resultados levam a formacao do extrato precipitado (EP).

4.4 Quantificacao de proteinas totais e ficobiliproteinas extraidas da macroalga S.
filiformis

4.4.1 Determinacdo de proteinas totais

As proteinas soltuveis totais dos EB foram determinadas de acordo com a

metodologia de Bradford (1976). Uma curva padrao foi desenvolvida a partir de albumina
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sérica bovina (BSA). Para esta analise, uma amostra de 100 pL de EB foi misturada com
2,5 mL de reagente de bradford e deixada em repouso por 10 min. Em seguida, as leituras
de absorbancia foram feitas a 595 nm utilizando um espectrofotdometro UV-VIS

(Shimadzu UV-2600).
4.4.2 Quantificacdao de ficobiliproteinas extraida da macroalga S. filiformis

Ao longo das etapas de extragdo, o conteudo do extrato de pigmentos de FBP
processado foi determinado usando um espectrofotometro de absor¢cdo UV-VIS
(Shimadzu UV-2600) usando as equagdes dicromaticas (Equacdo 1 e 2) relatadas por
Sampath-Wiley e Neefus (2007) desenvolvidas para andlises de FBP. Amostras em

triplicata foram retiradas de cada tratamento.

mg

[RFE] (_ml) = 0,1247[(Ab$564 - AbS730) - OI4583(AbS618 - AbS730)] (1)
mg

[Rrc] (_ml) = 0,154(Abse¢15 — Absy30) (2)

em que [Rre] é a concentragdo de R-ficoeritrina (mg-mL™), [Rrc] é a concentracdo de R-
ficocianina (mg-mL™") e Absses, Abseis € Abs730 sd0 as absorbancias das amostras em 564,
618 e 730 nm, respectivamente.

O indice de pureza (IP) da R-FE foi determinado calculando a razio entre a
absorbancia medida em 564 nm e 280 nm, conforme Equagdo 3 (SENTHILKUMAR et
al., 2013a):

_ Ab5564

= 3)

em que Absygo representa a absorcao de proteinas totais e Absse4 € 0 maximo de absor¢ao

de R-FE.

O rendimento de extragio de R-FE (mg-g!) foi calculado usando a
concentragido de R-FE ([Ree], mg-mL™), o volume do solvente de extracdo (V, mL) e a

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

[Reg] *V “)

. mg
Rendimento de R — FE (—) =
g massa
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Além disso, para analise de pré-tratamento (trituragdo e maceracao) também
foram realizadas analises microscopicas em zoom Optico de 4x (OLYMPUS, CX21,

JAPAO) da macroalga S. filiformis antes e apds pressurizagio a 500 bar.

4.4.3 Analise fluorimétrica

Os espectros de fluorescéncia foram determinados em cada etapa do processo
de extragcdo de R-FE visando analisar a biofuncionalidade da proteina por meio de sua
emissao de fluorescéncia. Os espectros de fluorescéncia foram registrados utilizando um
espectrofotometro (RF-6000) com varreduras de emissdo variando de 515 nm a 700 nm
com intervalos de 1 nm e excitados em um comprimento de onda de 495 nm. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
4.5 Caracterizacao dos extratos obtidos de R-FE da macroalga S. filiformis

Os extratos de R-FE obtidos durante os processos de extragdo foram
caracterizados diante das seguintes técnicas: presenca de carboidratos totais, analise do
peso molecular das estruturas secundarias através de eletroforese, composicao estrutural
da biomolécula obtida a partir da andlise de dicroismo celular e grupos funcionais
presentes nos extratos a partir de FTIR. Além disso, analisou-se a citotoxicidade e

atividade antioxidante.
4.5.1 Determinacdo de carboidratos totais

A metodologia H>SO4-UV proposta por Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei
(2013) foi utilizada para quantificar o numero de carboidratos totais em EB usando uma
curva de calibragdo obtida para glicose de 0 a 0,1 mg-mL"!. Uma aliquota de 500 uL de
EB contendo carboidratos foi misturada com 1,5 mL de acido sulfurico concentrado em
um tubo de ensaio e agitada em voértex por 30 s. Apos resfriamento, as medi¢des de
absorcao de luz UV foram realizadas a 315 nm utilizando um espectrofotdmetro UV-VIS

(ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHETI, 2013).
4.5.2 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida

O perfil eletroforético dos EP e EB foram obtidos sob condig¢des

desnaturantes para avaliar a pureza de R-FE e a presenca de estruturas secundarias
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presentes nos extratos. A eletroforese foi realizada em gel de separacao de poliacrilamida
12% na presenca de B-mercaptoetanol, conforme metodologia descrita por Laemmli
(1970).

O gel de separagao foi preparado com acrilamida e 1% de SDS, solubilizados
em tampao tris-HCl1 1,5 M (pH 8,8). O gel de concentracdo continha 4% de poliacrilamida
e 1% de SDS, dissolvido em tampao tris-HC1 0,5 M (pH 6,8), onde foram feitos pocos
para aplicacdo das amostras proteicas, com o auxilio de um pente para eletroforese.

As amostras de EP e EB foram diluidas em tampao de amostra com f-
mercaptoetanol (Tris-HCI1 62,5 mM (pH 6,8) contendo 1,0% de SDS, 20% de glicerol,
0,02% de Azul de Bromofenol e 5% de B-mercaptoetanol) na propor¢do de 5:1 (p/p),
agitadas em vortex e aquecidas a 96 °C durante 4 min.

Para estimar a massa molecular das estruturas secundarias de R-FE, foram
utilizadas como padrao proteinas com massas moleculares conhecidas: fosforilase B (97,0
kDa), albumina sérica (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica bovina
(30,0 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) a-lactalbumina (14,2 kDa).
Foram adicionados aos pogos em execugdo cerca de 15 uLL de amostra e proteina padrao.

A corrida eletroforética foi realizada com diferenga de potencial de 200 V e
corrente de 20 mA por um periodo de 2 h (a 25 °C), utilizando uma solucao de Tris 25
mM (pH 8,3) contendo SDS 0,192 M e 0,1% de SDS como tampao de corrida. Ao
completar a analise da eletroforese, foram reveladas bandas proteicas com nitrato de prata
seguindo a metodologia descrita por Morrissey (1981) ou solugdo 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 Dicroismo Circular (DC)

As estruturas secundéarias do pigmento R-FE extraido pelo sistema
pressurizado foram caracterizadas por espectroscopia de dicroismo circular (DC) para
representar sua composicao estrutural quanto a presenga de a-hélice, folhas B e estruturas
nao ordenadas. Os espectros de dixcroismo circular (DC) foram determinados no
espectrofotometro J-815 CD JASCO (Japao) na faixa de comprimento de onda de 190 a
250 nm sob atmosfera de nitrogénio. Foi utilizada uma cubeta de quartzo com caminho
optico 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. Apos, o espectro DC resultante foi analisado
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para observar altera¢des na elipticidade. Para determinagdo dos componentes de estrutura
secundaria 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 ¢ uma ferramenta capaz de analisar a conformacdo de proteinas e
explorar as alteragdes, presenga ou auséncia, de grupos funcionais apds extracdo com
agua pressurizada. Os extratos foram liofilizados e analisados em espectrofotometro
infravermelho Cary 630 FTIR (Agilent Technologies, EUA) por Reflectincia Total
Atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos na varredura de 400-4000 cm™ em modo
de transmitancia e resolugdo de 2 cm’!. Na segunda metodologia, a R-FE purificada no

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

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

metodologia 1.

Devido a necessidade de um extrato mais puro para a realizacdo de analises
de atividade citotoxica in vitro, apenas os EP (EPU e EPL — Metodologia 1) foram
avaliados em quatro linhagens de células tumorais: cancer de colorretal (HCT116), cincer
de glioblastoma (SNB19), cancer de prostata (PC3) e leucemia (HL60), fornecida pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA). O ensaio citotoxico ¢ uma analise quantitativa que
vai determinar a capacidade dos extratos obtidos de inibir o crescimento das células
cancerigenas.

Essas linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidos em incubadora a 37°C ¢
atmosfera contendo 5% de COs. Os EP foram liofilizadios e diluidos em PBS estéril
(solugdo salina tamponada com fosfato pH 7,4) para 10 mg-mL™' e testadas contra
linhagens celulares em uma concentragio final de 50 pg-mL™" e 500 ug-mL™".

A andlise de citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT baseada em
Mosmann (1983) e pdde avaliar a viabilidade e o estado metabolico da célula. E uma
analise colorimétrica baseada na conversdo 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 concentracdes de 0,7 x 10° 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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"' para HCT116, 0,1 x 10° células-mL! para as linhagens SNB-19 e PC3 e 0,3 x 10° para
a linhagem HL60. As placas foram incubadas com a amostra na concentragao tunica de 50
ou 500 pg-mL! em triplicata por 72 horas em incubadora a 5% COz a 37 °C. Ao final
deste periodo de incubacdo, as placas foram retiradas e centrifugadas para retirada do
sobrenadante. Posteriormente, foi adicionada solu¢do de MTT a 10% (sal de tetrazolio) e
as placas foram incubadas por 3h. Apos a incubacao, foram centrifugados novamente para
retirada da solu¢ao de MTT. A absorvancia foi medida apds dissoluc¢ao do precipitado de
formazan com DMSO (Dimetilsulféxido) puro num espectrofotometro de placa a 595 nm
(RISS et al., 2016). A quantidade de formazan gerado €, presumivelmente, diretamente
proporcional ao numero de células vidveis. Apos analise estatistica, os valores de
absorbancia foram ajustados em suas respectivas porcentagens de inibigdo. Como passo
seguinte, as amostras foram testadas em curva, que variou de 3,91 a 500 pg-mL"!, com o
objetivo de determinagao dos valores inibitorios de 50% do crescimento celular.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao da média
(D.P.M) da porcentagem de inibi¢do do crescimento celular usando o programa GraphPad

Prism versdo 8.01.
4.5.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro foi analisada usando dois métodos diferentes,
sendo a eliminacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acordo com Blois
(1958) e quelagao de ions ferrosos como sugerido por Chew et al. (2008). Enquanto o
sequestro do radical de DPPH avalia a capacidade de uma substincia para neutralizar
radicais livres, a andlise por quelagdo de ions ferrosos se concentra na capacidade de uma
substancia para se ligar a ions metélicos, reduzindo a sua capacidade de catalisar reagdes

pro-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 reducao do radical
livre estavel DPPH onde 2,50 mL de DPPH 75 uM em metanol foram adicionados a cada
extrato. Os extratos foram preparados em concentra¢des variando de 18,75 pg-mL! a 300
ug-mL!. A reacdo foi finalizada apos 40 min na auséncia de luz e a absorbancia foi lida
a 517 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2600). Uma curva de calibracdo feita com

DPPH foi utilizada para calcular a concentracdo restante de DPPH na mistura reacional
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apo6s incubagdo. O BHT foi utilizado como controle positivo. A porcentagem de atividade

antioxidante foi calculada utilizando a Equagao 5:

A, —(A—- A
Atividade antioxidante (%) = 4, (A )l x 100 ®)
o

em que Ao = Asi7 dos reagentes (500 pL de metanol + 2,5 mL de DPPH); A = Asi7 da
reacdo (300 pL de amostra + 200 pL de metanol + 2,5 mL de DPPH); Ay = As17 da amostra
(300 puL de amostra + 2,7 mL de agua destilada).

4.5.6.2 Método de quelagdo de ions ferrosos

A atividade antioxidante pelo método de quelagao de ions ferrosos, 1,0 mL de
sulfato ferroso (FeSO4) 0,1 mM e 1,0 mL de extratos de amostras em diferentes
concentracdes, variando de 18,75 a 300 pg-mL !, foram misturados a 1,0 mL de 0,25
mmol-L™! ferrozina (4cido 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4 triazina-p-p'-dissulfonico). Os
tubos foram homogeneizados por vortice e mantidos em repouso por 10 min e entdo a
absorbancia foi medida a 562 nm. Um teste de controle foi realizado substituindo a
amostra do extrato por adgua destilada. Neste teste, o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) foi utilizado como referéncia. Os resultados foram expressos como capacidade
de quelagdo de ions ferrosos (%) e calculados de acordo com a Equagao 6:

[A, — (A= 4p)] (6)

Quelacio de fons ferrosos (%) = 1 X 100
(]

em que Ao = Ase2 dos reagentes (1 mL de FeSO4 + 1 mL de ferrozina + 1 mL de agua
destilada); A = A562 da reacdo (1 mL de FeSO4 + 1 mL de ferrozina + 1 mL de amostra);
Ap =A562 da amostra (2 mL de dgua destilada + 1 mL de amostra).

4.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como médias + desvios padrao (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 padrdo da média (DP) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular, e a

analise foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dos resultados obtidos na Metodologia 1

5.1.1 Anadlise do extrato bruto obtido na extragdo de dgua pressurizada

Neste estudo, o processo de extragdo ¢ analisado a partir da aplicagdo de
pressdo na estrutura da macroalga S. filiformis, danificando assim sua parede celular. A
Figura 13 mostra a concentragdo de proteinas totais (13a) e R-FE (13b) obtidas em
diferentes tempos de extracdo sob pressdo de 500 bar. Nao houve efeito significativo do
tempo de extracao pressurizado (p>0,05), exceto em 360 min entre as duas diferentes
estruturas, umida e liofilizada. A concentragdo de proteinas soliveis totais variou de
0,027-0,053 mg-mL"! € 0,006-0,013 mg-mL!, enquanto a concentra¢io de R-FE extraida
variou de 0,004-0,019 mg-mL! e 0,002-0,007 mg-mL"' para o EBL e EBU,
respectivamente. Os processos apresentam margens de erros significativos, pois durante
a coleta de amostra o sistema nao ¢ despressurizado que, consequentemente, por ser uma
concentragdo muito baixa acaba sendo afetada. Devido a disponibilidade limitada de
dados na literatura sobre a extragdo de R-FE da biomassa sem passar pelo processo de

moagem, sao necessarios dados adicionais para comparacdes significativas.

Figura 13 - Efeito do tempo na concentracao de proteinas totais (a) e concentragao de R-
FE (b) obtidas por extragdo pressurizada de S. filiformis durante 360 min, sob pressao de
500 bar.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EBU — Extrato bruto de algas Gimidas, linha pontilhada; EBL —
Extrato bruto de algas marinhas liofilizadas, linha continua.

As algas vermelhas possuem um potencial significativo como fonte de
proteinas essenciais, com sua composi¢do proteica variando de acordo com a espécie,
localizagdo geografica, estacdo do ano e diferentes metodologias de extracdo
(MOURITSEN; RHATIGAN; PEREZ-LLORENS, 2018; PEREIRA et al., 2020). A alta
concentracdo de proteinas totais (Figura 13a, linha sélida) comparada a baixa
concentragdo de R-FE (Figura 13b, linha solida), obtida a partir de algas marinhas inteiras
liofilizadas, pode estar associada a extracdo de outras FBP, tais como R-ficocianina (R-
FC) e outras familias de proteinas presentes em macroalgas vermelhas, como enzimas e
proteinas estruturais (MITTAL et al., 2017). Porém, tal diferenca ndo ¢ evidente na
estrutura imida em que a ruptura da parede celular parece menos eficaz se considerada a
baixa concentracdo de proteinas totais e do pigmento R-FE obtidos (Figura 13a e 13b,
linha pontilhada).

No processo de liofilizagdo, a alga marinha ¢ congelada e os cristais de gelo
sublimam, sugerindo um enfraquecimento da conectividade da parede celular e
permitindo assim a libera¢do de proteinas que de outra forma seriam mais dificeis de
serem extraidas (UNTERLANDER; CHAMPAGNE; PLAXTON, 2017). Este processo
apresenta vantagens quando se compara a extracdo com as estruturas liofilizadas e imidas.
A extensdao em que um mecanismo especifico desempenha um papel significativo pode
variar dependendo do tipo de biomassa, sua estrutura e das condi¢des especificas do

processo (MITTAL et al., 2017).
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Para a andlise dos espectros de absorcao de R-FE, examinou-se o ponto de
extracdo mais eficaz, que foi de 360 min tanto para a forma timida quanto para a
liofilizada (Figura 14). As alteragdes observadas em um espectro de absorcdo visivel de
R-FE bem definido podem fornecer informacdes sobre o impacto do tratamento na

dissociagao e desdobramento de proteinas (SIMOVIC et al., 2022).

Figura 14 - Analise espectrofotométrica de absor¢ao (a) e analise fluorimétrica (b) obtidas
por extragdo pressurizada de S. filiformis em 360 min e sob pressdao de 500 bar.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EBU — Extrato bruto de algas timidas, linha pontilhada; EBL —
Extrato bruto de algas liofilizadas, linha continua; RFU — Intensidade de fluorescéncia.



57

De acordo com a literatura, a molécula de R-FE apresenta caracteristicas
espectrais com picos de absorbancia em 565 nm, 498 nm e ombro/pico em 545 nm,
correlacionados com o contetdo de ficobilinas em sua estrutura. Além disso, exibe uma
emissao maxima de fluorescéncia em 575 nm (BOGORAD, 2003; BRYANT, 1982;
GLAZER et al., 1976; JIANG; ZHANG; LIANG, 1999; SIDLER, 1994). O EBU exibiu
picos de absor¢cao em 499 nm e entre 540 e 564 nm, juntamente com um pico de
fluorescéncia em 576 nm e um baixo indice de pureza (IP) do extrato de 0,41. Ao mesmo
tempo, o EBL apresentou picos de absor¢ao em 499 nm e entre 540 e 563 nm, um IP do
extrato de 0,15 e um pico de fluorescéncia em 575 nm. Ambos os extratos exibiram
caracteristicas 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 ndo estd bem definida,
indicando a presenca de compostos contaminantes capazes de absorver luz nos mesmos
comprimentos de onda, como evidenciado pelo baixo IP. Quanto a analise da emissao de
fluorescéncia, quando excitada em 495 nm, revelou um ombro em torno de 620 nm,
demonstrando uma assimetria caracteristica 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 emissdo da R-FE (Figura 14b) surge das
multiplas interacdes dos cromoforos PEB e PUB dentro da molécula.

O tratamento de pressao a 500 bar nao apresentou alteracdes significativas no
espectro de absorcdo. Exceto para biomassa liofilizada (EBL, Figura 14a) em que o pico
entre 540-563 nm ¢ menos definido, exibindo um ligeiro deslocamento para a esquerda
da banda PEB. Investigacdes anteriores indicaram que a estrutura fina do pico a 560 nm
resulta da presenca de dimeros cromoforos PEB nas interfaces da subunidade dentro da
estrutura hexamérica da R-FE [(af)sy] (GAIGALAS et al., 2006; SIMOVIC et al., 2022;
WOMICK; LIU; MORAN, 2011). Consequentemente, a dissociacdo parcial do
hexametro de R-FE induziu a perda da estrutura detalhada da banda PEB a 560 nm. Esta
perda ¢ atribuida a desagregacao dos dimeros cromoéforos PEB nas interfaces das
subunidades, possivelmente devido a presenca de contaminantes. A banda PEB ¢ mais
conservada no EBU do que no EBL. Simovic et al. (2022) concluiram que a variagdo de
pressao entre 10 e 900 bar ndo apresentou redugdo significativa no espectro de absor¢ao
da R-FE purificada.

O resultado do rendimento da extragdo da R-FE em fung¢do do tempo e da
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estrutura da alga ¢ apresentado na Figura 15. No EBL o rendimento variou de 0,408 a
0,661 mg g de biomassa seca. Enquanto que no EBU, o rendimento variou de 0,013 a
0,057 mg-g™!' de biomassa imida.

Figura 15 - O rendimento de R-FE foi obtido por extragdo pressurizada da S. filiformis
durante 360 min sob pressao de 500 bar.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EBU — Extrato bruto de algas imidas, linha pontilhada; EBL —
Extrato bruto de algas liofilizadas, linha continua.

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 extracao
e a estrutura da macroalga (seca ou timida) desempenharam um papel essencial na
extracdo de R-FE. A estrutura de toda a alga, sem qualquer processo de tritura¢dao, ¢ um
fator crucial a estudar, pois pode eliminar um processo no sistema de extragao.

Bastos Filho (2016) realizou estudos para a macroalga S. filiformis em 6 h de
extracdo na técnica de homogeneizacao, que consiste na agitacdo da alga em béquer,
utilizando algas imidas e trituradas, que atingiram rendimento méximo de 0,031 mg-g’!
de biomassa imida, estimando 0,31 mg-g™' de biomassa seca, sob pressdo atmosférica.
Empregando o sistema de pressurizagdo e utilizando a estrutura de biomassa nao triturada
(inteira), o maximo de R-FE obtido no desenvolvimento deste trabalho com a aplicagdo
de pressdo de 500 bar foi de 0,66 mg-g™' de biomassa seca. Obteve-se nesse estudo, ja 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 periodo € sem o processo
de britagem, podendo assim observar o efeito da pressao na redugao do tempo de extragao.
Os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes a extracao de R-FE por
maceragdo com agua destilada da alga Sarcopeltis skottsbergii realizada por Castro-
Varela et al. (2022) que atingiu 0,65 mg de R-FE por biomassa seca e ¢ superior ao de
Mittal et al. (2017) que utilizaram extracao assistida por ultrassom (EAU) na macroalga
Gelidium pusillum, ndo triturada, com rendimento de 0,16 mg-g' de biomassa seca.

Em estudos de extragdo aplicando maior pressdo pode ocorrer aumento de
temperatura e consequente desnaturagao do pigmento, conforme Pereira et al. (2020), ao
atingir 6000 bar de pressdo. Simovic et al. (2022) relataram que, em contraste com a
temperatura elevada, o tratamento de alta pressdo apresentou uma concentragdo
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 pressdo tem
impactos substancialmente menos adversos na estabilidade de R-FE do que o
processamento térmico.

A biomassa liofilizada resultou em maior eficiéncia de extracdo quando
comparada a biomassa umida. Aplicar pressao a biomassa umida sem qualquer método
de moagem ou pré-tratamento ndo ¢ adequado para atingir a eficiéncia desejada de
extracdo de R-FE, pois a parede celular pode nao ser totalmente rompida (JUBEAU et al.,
2013). Além disso, a alta presenca de polissacarideos presentes na parede celular de
macroalgas vermelhas requer métodos de pré-tratamento para extracdo de R-FE
(MITTAL; RANADE, 2023).

Os métodos de processamento para romper a parede celular e alcancar a
maxima valorizagdo das macroalgas ¢ essencial para facilitar a extragao de composto
bioativos. Varios métodos de pré-tratamento foram desenvolvidos, como choque
osmoatico, cisalhamento e ruptura celular enzimatica (HARNEDY; FITZGERALD, 2013),
autoclave, banho-maria e banho-maria com agitador magnético (OGRETMEN; DUYAR,
2018), maceracao e maceracao com nitrogénio (MITTAL et al., 2017), entre outros.

De maneira geral, os métodos de pré-tratamento podem ser categorizados em
quatro tipos principais: fisicos, quimicos, biologicos e fisico-quimicos. Os métodos
fisicos t€ém a vantagem de produzir particulas de biomassa menores, embora isso venha
acompanhado de um alto consumo de energia. No entanto, esses métodos fisicos

apresentam a limitagdo de ndo serem capazes de abrir efetivamente a matriz celular até o
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nivel molecular. Quanto aos métodos enzimaticos, eles demandam baixo consumo de
energia e sdo altamente especificos, mas as enzimas sao dispendiosas e t€m restricoes
quanto ao reuso durante o pré-tratamento. Por outro lado, os métodos de pré-tratamento
quimico e fisico-quimico ndo sdo adequados para a extracdo de biomoléculas sensiveis
devido a sua natureza téxica, 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 condicdes de extrato obtido em 6 horas de extragdo de algas umidas e

liofilizadas, EBU e EBL, respectivamente.
5.1.2 Analise de carboidratos totais

O pigmento esta concentrado na camada superior do talo da alga marinha
(BURLOT et al., 2023). Quando a pressao 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 destrui¢do total da estrutura fisica da macroalga, muitos carboidratos
também serdo extraidos. Dado que este estudo ¢ parte de um projeto mais amplo que
busca a extracdo sequencial de proteinas seguida pelos carboidratos no conceito de
biorrefinaria, esse resultado ndo seria favoravel.

Os carboidratos sdo extraidos no EB e interferem na particao da biomolécula
alvo. Na andlise quantitativa desses polissacarideos, o EBL atingiu concentra¢do de
carboidratos de 4,4 mg-g™!, enquanto o EBU atingiu 0,2 mg-g!. O processo de extragio
pressurizada ¢ flexivel ao aplicar pressdo. Quanto maior o processo, menos seletivo ele
se torna (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). Isso significa que, 2 medida que a
pressdo ¢ aumentada, a extragdo se torna mais eficiente em liberar uma variedade maior
de componentes da matriz da amostra, incluindo os componentes desejados e aqueles que
nao sdo necessariamente alvo da extracao, devido ao aumento da solubilidade dos analitos
na solucao extrativa.

Contudo, a pressao de 500 bar e a estrutura da alga sem moagem avaliadas
neste estudo apresentaram pouca extragdo de carboidratos, que se apresenta como uma
vantagem do processo sem moagem. Tais valores obtidos sdo muito inferiores aos
encontrados por Munier et al. (2015), atingindo 33,78 mg-g"! da macroalga Grateloupia
turuturu liofilizada e moida. Le Guillard et al. (2023) realizaram extra¢ao por hidrélise

enzimatica assistida por ultrassom (EAU) e obtiveram 44,31 mg-g™! de carboidratos.



61

5.1.3 Eletroforese SDS-PAGE

As proteinas presentes no EB foram precipitadas por sulfato de aménio (90%
m/v) para reduzir ou eliminar a presenga de carboidratos ou outros elementos nao
interferentes nas proteinas no extrato. Esta etapa ndo distinguiu as ficobiliproteinas, como
ficocianinas e aloficocianinas, que absorvem na regido de 600-700 nm. Para analisar as
estruturas secundarias presentes nos extratos de R-FE, o perfil eletroforético de EB
(EBU/EBL) e EP (EPU/EPL) foram analisados sob condi¢des desnaturantes na presenca
do agente redutor B-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 extra¢do pressurizada da
macroalga S. filiformis, em pressdao de 500 bar, sob condigdes desnaturantes na presenca
do agente redutor. A — Marcador de peso molecular: fosforilase B (97,0 KDa); B — EBL;
C -EPL; D -EBU; E -EPU.
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14.4 KDa

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EPL — Extrato precipitado de algas liofilizadas; EBL — Extrato bruto
de algas liofilizadas; EPU — Extrato precipitado de algas imidas; EBU — Extrato bruto de algas timidas.

A R-FE ¢ uma proteina oligomérica de peso molecular em torno de 240 KDa
que possui trés subunidades diferentes em sua estrutura, a (~16 KDa), B (~21 KDa) e y
(~39 KDa), que estdo ligadas a cisteinas especificas por ligacdes tioéter
(SENTHILKUMAR et al., 2013a). De acordo com a andlise do perfil eletroforético, os
EP (Figura 16C ¢ E) apresentaram bandas mais fortes que o EB. Com uma pré-purificacao
com sulfato de amonio, 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 sdo apresentadas na Figura 17. Este software permite detectar, quantificar e comparar a
banda de proteina padrdo com as bandas dos extratos analisados, estimando o peso
molecular das estruturas secundarias detectadas. No eixo Y observa-se a intensidade de
sinal em pixel ao longo de uma pista de gel, permitindo a analise quantitativa de amostras.

Enquanto no eixo X mostra a posi¢do das bandas ao longo do gel.

Figura 17 - Perfil eletroforético de R-FE foi obtida em 6 horas de extracdo pressurizada
da macroalga S. filiformis, obtido pela analise do software gelanalyser (LAZAR JR.,
2023). (B) EPL; (C) EBL; (D) EPU; (E) EBU.
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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 imidas; EBU — Extrato bruto de algas timidas.

Observa-se uma banda forte em torno de 66,0 KDa no EPL que se torna mais
suave nos demais extratos, caracteristica do dimero (af3). Bandas discretas entre 45,0 KDa
e 35,0 KDa sao observadas em EP, o que pode representar a banda y. Entre 30,0 e 20,1
KDa, as bandas sdo mais visiveis nos extratos de algas imidas, mas também estdo mais
fracamente presentes nas algas liofilizadas nas quais as bandas a e § sdo identificadas. Na
faixa de 14,4 e 20,1 kDa, diferentes bandas estdo presentes em todas as amostras, o que
caracteriza a presenc¢a de outras ficobiliproteinas (18 kDa) e outras familias de proteinas
(CARLOS, 2020; SIMOVIC et al., 2022). Estes dados coincidem com os espectros de
absorbancia relatados anteriormente.

Ainda de acordo com as faixas abordadas, os resultados sdao semelhantes aos

estudos que realizaram a purificacdo, como Bastos Filho (2016) com subunidades em 18,



63

20 e 37 KDa da macroalga S. filiformis e Senthilkumar et al. (2013a) de 16, 21 ¢ 39 KDa
da macroalga Portieria hornemannii, para as subunidades a, 3 € y, respectivamente. Para
extragdo com alta pressdo, em relacdo a estrutura da R-FE da macroalga Porphyra sp do
estudo de Simovic et al. (2022), foi obtida uma banda de ~20 kDa, correspondente as
subunidades o e B, e duas bandas discretas entre 30 e 35 kDa correspondentes as

subunidades v.
5.1.4 Dicroismo Circular (DC)

As estruturas secundarias do pigmento R-FE extraido pelo sistema
pressurizado foram caracterizadas por espectroscopia de dicroismo circular (DC) para
representar sua composicao estrutural quanto a presenca de a-hélice, folhas-f e estruturas
ndo 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, caracteristicas tipicas de proteinas o-
hélice (SIMOVIC et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020), enquanto os extratos brutos
ndo apresentaram conformagao caracteristica das estruturas secundarias de R-FE. Isto se
deve a quantidade de interferentes presentes no extrato bruto, como polissacarideos

sulfatados e outras familias de proteinas presentes.

Figura 18 - Espectro de dicroismo 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 apds 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 imidas; EBU — Extrato bruto de algas imidas.

Quando submetido a diferentes temperaturas (Figura 18 C-F), os espectros
mostraram que a estrutura secundaria do pigmento comegou a sofrer pequenas alteragoes
a partir de 50°C e significativamente a partir de 70°C, alterando suas estruturas
secundarias para estruturas ndo ordenadas. No entanto, eles ainda apresentaram
caracteristicas de a-hélice para o EPL. Os espectros do EB ndo apresentaram, desde o
inicio, caracteristicas de estruturas secundarias de R-FE, o que se deve a quantidade de
contaminantes presentes na amostra. Nota-se na Figura 18B que, apds serem submetidas
a condicdes extremas de temperatura (90°C), as estruturas secundarias dos extratos
precipitados de R-FE ndo perderam sua conformagdo caracteristica de o-hélice, mas
indicaram desnaturacao irreversivel da R-FE (SIMOVIC et al., 2022) e um pigmento

natural altamente estavel, conforme dados apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Elementos de estrutura secundaria da R-FE estimados a partir do espectro de
DC para diferentes temperaturas.

Amostras Estruturas secundarias (%) Estruturas
a-hélice folhas-f3 nao ordenadas (%)
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 imidas.

Para a andlise dos espectros de DC (Tabela 1) foi utilizado o servidor online
K2D3, fornecendo informacgdes relevantes sobre a conformagdo do R-FE e sua
organizacao estrutural. De acordo com os dados apresentados e a anélise pelo servidor
online K2D3 da R-FE obtido na extracao pressurizada, o espectro DC do EPL apresentou
95,24% de a-hélice, 0,02% de folhas-f e 4,74% de estruturas ndo ordenadas e para EPU
mostrou 93,28% de a-hélice, 0,02% de folhas-P e 6,7% de estruturas ndo ordenadas. O
conteudo de a-hélice calculado ¢ muito superior ao esperado, onde a porcentagem de o-
hélice varia de 60 a 79% (SIMOVIC et al., 2022), confirmando a presenga de outras

proteinas e contaminantes no EP.
5.1.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢
uma ferramenta capaz de analisar a conformacao de proteinas e explorar as alteragdes,

presenca ou auséncia, de grupos funcionais apds extracdo com dgua pressurizada. A
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Figura 19 mostra os espectros de FTIR do EP liofilizado obtido a partir da pressurizagao

da biomassa umida e liofilizada.

Figura 19 - Espectro de FTIR de 4000-500 cm™ dos extratos precipitados e liofilizados
de S. filiformis.
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Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPU — extrato precipitado de alga iimida; EPL — extrato precipitado
de alga liofilizada.

As bandas detectaveis de R-FE sdo grupos caracteristicos de amida A, B e I-
VII, sendo as principais amida A (~3300 cm™'), amida B (~3100 cm™), amida I (~1650
cm™) e amida II (~1550 cm™) (XU et al., 2022). Dentre estas a regido espectral mais
sensivel as composi¢des de estrutura secundaria proteica foi a amida I principalmente as
vibragdes 1700-1600 cm™, especialmente as vibracdes de estiramento =CO das ligacdes
peptidicas detectadas como 1647,48 cm™ e 1636,30 cm' para EPU e EPL,
respectivamente. A amida I indica a a-hélice como elemento principal de sua estrutura
secundaria (XU et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020), confirmando os dados avaliados
pelo DC.

Amida II pode ser observada em 1543,11 cm™! para ambos EP. O pico de
absorcdo da Amida A em 3280,06 cm™ e 3272,60 cm™ refere-se a vibracdo de estiramento

O—H. J4 o pico de absor¢io em 1032,47 cm™ e 1025,02 cm™! pertence a vibragio 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 caracteristicos da
R-FE.

A Figura 19, linha preta, representa a alga marinha liofilizada bruta (natural).
De acordo com as analises, a banda IR de 1000 a 500 cm™' ndo ¢ encontrada nos EP, nos
compostos ou moléculas e contaminantes que nao foram extraidos no processo de
pressurizagdo. Os picos de intensidade caracteristicos de R-FE permaneceram
semelhantes e induziram que ndo sofreram conformidades no processo de extragdo,
mantendo a estrutura da R-FE. Tais resultados foram semelhantes aos estudados por Xu,

Wang e Hou (2020).
5.1.6 Citotoxicidade

A andlise 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
concentragdo inibitdria média (ICso) ¢ uma medida quantitativa que indica o nivel em que
os extratos sdo suficientes para inibir o crescimento das células cancerigenas. Quando
examinado na concentracdo de 50 pg-mL™!, a R-FE apresentou inibi¢do inferior a 50%.

Ao se aumentar a concentragio para 500 pg-mL!, a inibi¢do foi mais significativa que

50% (Tabela 2).

Tabela 2 - Potencial citotoxico da R-FE extraida da macroalga S. filiformis avaliado pelo
método MTT para crescimento de células cancerigenas.

Linhagem de células EPL EPU
testadas 50 pg-mL! 500 pg'mL! 50 pg-mL! 500 pg-mL!
Cancer de colorretal 17,88% + 69,05% =+ 4397% + 70,76% =+
(HCT-116) 10,69 2,50 5,64 4,78
Cancer de prostata 27.45% + 60,17% =+ 40,29% + 52,93% +
(PC3) 1,85 3,95 6,54 2,73
Cancer de glioblastoma 21,89% + 38,55% + 33,86% + 48,35% +
(SNB-19) 3,99 3,96 1,58 1,01
Leucémica ND 84,96% =+ ND 83,79% =+
(HL-60) 10.46 3,16

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: EPU — Extrato precipitado de algas tmidas; EPL — Extrato
precipitado de algas liofilizadas; ND - Nao determinado.
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As amostras nao apresentaram citotoxicidade na concentracao de 50 pg-mL-
! contra linhagens celulares de cancer, pois apresentaram inibigdo inferior a 50%. A R-FE
exibiu maior inibi¢io em concentragdes mais altas (500 pg-mL™!) 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
ug-mL!, com o objetivo de determinacio dos valores inibitérios de 50% do crescimento
celular. A inibi¢do da linhagem tumoral de leucemia promieloblastica (HL-60) apresentou
o melhor resultado com cerca de 84% e 85% de EPU e EPL, respectivamente.

O mecanismo de acao da R-FE provém da sua capacidade de gerar oxigénio
singleto citotoxico, promovendo a destrui¢do seletiva das células tumorais e interrompe
o suprimento de nutrientes para o tumor, inibindo seu crescimento e disseminagdo (PAN
etal., 2013). Em células leucémicas (HL-60), esse oxigénio singleto citotdxico pode levar
a morte celular programada (apoptose), destruindo a morfologia da célula, do nucleo
celular e causando danos ao DNA, inibindo assim sua proliferac¢ao e levando a supressao
do crescimento tumoral. Ensaios futuros para analise de qualidade, como a analise de
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo, pode ser realizado para a detecgdo de

células necréticas e apoptoticas (SENTHILKUMAR et al., 2013b; TAN et al., 2016).

Figura 20 - Efeitos citotoxicos em linhas celulares de cancer. Resultados representados
como porcentagem de inibic¢ao celular por média e desvio padrao.
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No desenvolvimento deste trabalho utilizou-se um extrato precipitado sem
purificagdo, enquanto os abordados na literatura utilizaram extratos purificados de R-FE.
Sathuvan et al. (2022) utilizaram até 1000 pg-mL™" de R-FE purificada da macroalga
Gracilaria corticata em método cromatografico rapido e de etapa Unica usando a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida, onde apresentou melhor viabilidade celular até
700 pg-mL-! para células Hep-2 e Vero. A captagdo celular foi observada por citometria
de fluxo, mostrando efici€ncia na marcagao celular de R-FE em estudos in vitro. Esses
resultados destacam a capacidade de marcacao fluorescente da R-FE em estudos in vitro,
evidenciada por micrografias de fluorescéncia e analises 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 extraido de
Portieria hornemannii e purificada em coluna de troca anidnica Q-Sepharose, que
dependia da dose (5001000 pg-mL™). A anélise dos niicleos apoptdticos por coloragio
nuclear revelou que a R-FE pode induzir significativamente um apoptose nas células
cancerigenas (HepG2 e A549), causando a parada do ciclo celular. Isso sugere que o efeito
inibitdrio do crescimento das células cancerigenas pela R-FE pode estar relacionado aos
mecanismos de fragmentacdo do DNA nuclear, possivelmente envolvendo a apoptose
(SENTHILKUMAR et al., 2013b).

Neste estudo, o extrato de EPL apresentou o menor ICso de 61,27 ug'mL "' na
linhagem leucémica HL60, sendo este o melhor resultado obtido, além de 153,0 e 306,2
ug-mL™! para PC3 e HCT116, respectivamente, apos 72 horas de incubacio, conforme
apresentado na Tabela 3. O extrato EPU apresentou ICso de 130,0 € 111,0 pg-mL"! para
HL60 e HCT116, respectivamente.

Tabela 3 — Valores da IC50 (ug/mL) dos extratos de R-FE extraidas de S. filiformis
avaliadas pelo método MTT nas linhagens leucémico (HL60), prostata (PC3), cancer de
colorretal (HCT116) e glioblastoma (SNB19) com incubacdo de 72 horas. Maior
concentragao testada: 500 pg/mL.

IC50 (Intervalo de confianca)

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
HCTI116 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 cancerigenas. Destaca-se que o extrato obtido neste estudo pode
possuir outros bioativos interferindo neste resultado tais como outras ficobiliproteinas e
carboidratos. Sudhakar, Dharani e Paramasivam (2023) estudaram inibi¢do 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 concentragdo apds 48 horas de incubagao.

O método de extragdo pressurizado abordado na metodologia 1 apresentou as
vantagens da extracdo de R-FE sem a adicdo de nenhum solvente quimico durante o
processo e isto ndo gerou nenhum outro residuo. Além do mais, as condi¢cdes de
temperatura sdo amenas: temperatura ambiente (25°C), sem aumento de temperatura
durante o processo, evitando (assim) a degradacdo proteica, e estudos anteriores ja
comprovaram menor consumo de energia (KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019).

Desta forma, a metodologia 1 que utilizou extracdo com agua pressurizada
apresenta principios para “tecnologia verde” (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012;
ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2017). Poucos estudos avaliam o impacto da técnica
pressurizada na R-FE, dificultando a comparacdo dos nossos resultados com outros
trabalhos sobre extragdo de pigmentos de macroalgas. Nesse sentido, infere-se que a
extracdo pressurizada ¢ uma alternativa atrativa a extragdo nao agressiva e com atividade
biologica de interesse para a formulagcdo de produtos biotecnoldgicos em diferentes

setores industriais.
5.2 Analise dos resultados obtidos na Metodologia 2

Os resultados apresentados anteriormente demonstraram que a alga
liofilizada se apresentou como a melhor estrutura para uma eficiente extracao da R-FE da
macroalga S. filiformis. Dessa forma, a metodologia 2 utilizou alga liofilizada e macerada
em diferentes pardmetros de extracdo e suas combinagdes foram empregadas para
aumentar o rendimento de extragdo da R-FE da macroalga S. filiformis e analisar a

possivel extracao de R-FC. Os resultados sdo discutidos nas se¢des seguintes.

5.2.1 Analise de R-Ficoeritrina obtido na extragdo de liquido pressurizado
A Figura 21 mostra os rendimentos de extracdo de R-FE em fung¢ao do tempo
e solvente de extragdo (tampao fosfato e dgua ultrapura). Para tampao fosfato, o

rendimento de R-FE variou de 4,69 a 5,36 mg-g'. Em comparagio, em agua 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!. Para ambos os solventes, a ANOVA mostrou que nio
existem diferengas de significancia estatistica (p>0,05) ao longo do tempo de extragdo.
Os resultados apresentados a seguir sugerem que o rendimento de R-FE aumenta usando

agua ultrapura como solvente de extragao.

Figura 21 - Efeito no rendimento de R-FE utilizando 4gua ultrapura e tampao fosfato
como solvente de extracdo sob pressao constante de 500 bar ao longo de 360 min.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Segundo estudos anteriores, a dgua destilada foi o melhor agente que
aumentou a eficiéncia de extracdo de proteinas (CASTRO-VARELA et al., 2022;
SUDHAKAR et al., 2015; TAN et al., 2020), efetivando os resultados obtidos neste
trabalho. Isso ocorre devido a difusdo acelerada da molécula em agua e a solubilidade de
outras proteinas (CASTRO-VARELA et al., 2022). Por se tratar de uma substancia
quimicamente mais neutra, a 4gua ultrapura pode resultar em uma maior solubilidade das
proteinas e, consequentemente, dos biocompostos ativos na solugdo. A escolha do
solvente € um fator restritivo no setor industrial e, assim, a 4gua mostra-se adequada pois
¢ um solvente de baixo custo. Portanto, a 4gua ultrapura € o solvente de extragdo definido
para andlises posteriores.

Afim de estudar o efeito da pressdo no sistema, a extragdo de R-FE foi

realizada em pressdes de 200, 500 ¢ 800 bar. O processo de extracdo é analisado
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aplicando-se pressao onde ocorre dano a parede celular, diminuindo a resisténcia a
transferéncia de massa, na qual os sélidos incorporados na matriz se difundem no solvente
até atingir uma concentrac¢ao de equilibrio (KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019).

Na Figura 22 apresenta-se a concentracdo de proteinas totais (22a) e
rendimento de R-FE (22b) obtida em diferentes pressdes e tempos de extracdo. As
macroalgas vermelhas apresentam altos teores de proteinas (CASTRO-VARELA et al.,
2022; PEREIRA et al., 2020) e, conforme esperado e demonstrado nos resultados (Figura
22a), a concentracao de proteinas totais apresenta aumento com o aumento de pressdo,
relevante logo nos primeiros min de extragao.

Atingindo a pressdo de 800 bar, alcangou-se uma concentragdo em torno de
0,15+0,004 mg-mL"!'. Em comparacdo, a pressdo de 500 bar atingiu 0,13 £+ 0,007 mg-mL"
!, enquanto a pressdo de 200 bar alcancou 0,11 + 0,014 mg-mL™!. Todos estes em 30 min
de extragdo. Analisando os resultados apresentados, para o aumento de extragdo de
proteinas totais, ou seja, extragdo de todo tipo de proteina presente na macroalga S.
filiformis, o aumento da pressao ¢ significativo no processo de extragdo sendo 800 bar a
condi¢do mais eficaz do processo de extracao.

Figura 22 - Concentra¢do de proteinas totais (a) e Rendimento de R-FE (b) obtidos no

sistema pressurizado, analisando o efeito de pressdo sem processo de agitacdo ao longo
do tempo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O aumento da pressao ndo mostrou que existe significancia estatistica (p>0,05)
para o rendimento de R-FE ao longo do tempo (Figura 22b). Neste processo, a pressdo de
200 bar ¢ suficiente para apresentar eficacia no processo de extragdo de R-FE logo nos
instantes iniciais.

A faixa de pressdo analisada (200-500 bar) ndo acarretou no aumento de
temperatura, conforme observado por estudos anteriores em pressdes acima de 4500 bar
(CASTRO-VARELA et al., 2022) e 6000 bar (PEREIRA et al., 2020), ndo ocorrendo
assim a degradagdo dos biocompostos extraidos. A aplicagdo de altas pressoes ja foi
relatada em estudos anteriores. Castro-Varela et al. (2022) realizaram estudos com a
macroalga Sarcopeltis skottsbergii triturada em condigdes operacionais de pressdo de
3000 bar e dgua destilada, atingindo um rendimento de R-FE de 5,67 mg-g' em dois
ciclos de extragdo, ndo mencionando o tempo decorrido. Pereira et al. (2020) utilizaram
a macroalga Gracilaria gracilis triturada, alcangando um rendimento de R-FE de 1,27
mg g sob pressdo de 1220 bar em 10 min de extragdo. Jubeau et al. (2013) extrairam B-
FE da macroalga Porphyridium cruentumem com 2700 bar e obtiveram 3,6 mg-g' de
algas secas em duas etapas de extragdo, ndo mencionando o tempo decorrido. Vale
ressaltar que nenhum desses estudos foi realizado em sistema de liquido pressurizado.
Neste estudo, em sistema de pressurizacdo com agua ultrapura, alcangou-se um

rendimento de R-FE de 9,74 + 0,65 mg-g' em condi¢des de 200 bar, sem agitacio, ao
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longo de 30 min de extragdo. Sendo este um resultado maior do que todos relatados
anteriormente.

Os espectros de absor¢do dos extratos brutos apos extracdo de R-FE em
diferentes pressdoes e a analise fluorimétrica podem ser analisados na Figura 23.
Examinou-se os espectros de absorcao em todas as pressoes (200, 500 e 800 bar) e no
maior tempo de extracdo, ou seja, 360 minutos, onde estes sdo capazes de fornecer
informacdes sobre o impacto do tratamento na dissociagdo e desdobramento de proteinas
(SIMOVIC et al., 2022). Independente do aumento de pressdo, os espectros exibiram
picos semelhante de absor¢ao em 499 nm e entre 540 e 564 nm. Em 200 bar apresentou
um pico de fluorescéncia 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 fluorescéncia em 574 nm.
O espectro caracteristico de 800 bar apresentou um pico de fluorescéncia em 573 nm e
baixo IP de 0,49. Ambos os extratos exibiram caracteristicas consistentes com a estrutura
de uma R-FE (SIMOVIC et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020).

Todos os extratos ndo apresentaram as bandas PEB definidas, que seria
caracteristico de R-FE de maior pureza, indicando a presenca de compostos
contaminantes capazes de absorver luz nos mesmos comprimentos de onda, como
evidenciado pelo baixo IP. Isto demonstra que ocorreu a dissociagdo parcial do hexametro
de R-FE induzindo a perda da estrutura detalhada da banda PEB a 560 nm. Esta perda ¢
atribuida a desagregacdo dos dimeros cromoforos PEB nas interfaces das subunidades,

possivelmente devido a presenca de contaminantes.
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Figura 23 - Analise espectrofotométrica de absor¢ao (a) e analise fluorimétrica (b) obtidas
por extragdo pressurizada de S. filiformis em 360 min obtidos em diferentes pressdes.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Com a finalidade de aumentar o rendimento de R-FE no sistema de
pressurizagdo, analisou-se o efeito da pressdo com a inser¢do de agita¢dao no processo de
extracdo, ao longo de 360 min. Aqui, este equipamento denomina-se “célula de

recombinacao” e os resultados sdo apresentados na Figura 24. Para a extragao de proteinas
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(Figura 24a), o aumento de pressdo com agitacdo teve uma concentragdo

significativa variando de 0,17 a 0,25 mg-mL"! para 800 bar de pressdo. Em comparacio,

500 bar atingiu 0,13 a 0,20 mg-mL"!, enquanto em 200 bar variou-se de 0,14 a 0,21

mg-mL",

Figura 24 - Concentrac¢ao de proteinas totais (a) e Rendimento de R-FE (b) obtidos em
célula de recombinagdo, analisando o efeito de pressdo com processo de agitacdo ao
longo do tempo.

Fonte:

0,30
200 bar

=025 - m 500 bar
*—é m 800 bar
o0 i
é 0,20
.4
[as] -
Z 0,15
£ 0,10 -
<]
S
A< 0,05 -

0,00 -

15 30 60 120 240 360
Tempo (min)
25,00
, b 22,53
4 m200 bar as 20,5)4 ) 19.56 19,77 0,25
20.00 4 ™500 bar .| | '
’ m 800 bar 310
1 12,44 13,83
15,00 1},62 [

11,73

10,00

5,00

Rendimento de R-FE (mg.g™!)

0,00

120
Tempo (min)

15 30 60 240 360

elaborado pelo autor.



77

Na célula de recombinagdo, o aumento da pressao ndo mostrou que existe
significancia estatistica (p>0,05) sobre o rendimento de R-FE. Ao analisar o tempo de
extragdo a partir de 120 minutos, observa-se que o rendimento atinge um platd para todas
as pressoes analisadas até 360 minutos de extracdo. Consequentemente, conclui-se que
um tempo de extragdo de 120 minutos ¢ o mais eficaz em termos de viabilidade
econdmica. Nesse periodo, € possivel obter um alto rendimento de R-FE (19,56 + 1,42
mg-g') em menor tempo de extragdo. Contudo, a pressio de 500 bar alcangou o melhor
rendimento de R-FE, atingindo 22,53 + 0,60 mg de R-FE por grama de biomassa seca em
360 min de extracao. Em comparag¢ao, o rendimento de R-FE em 500 bar de pressao sem
processo de agitagio variou de 8,85 a 10,37 mg-g! (Figura 25b, coluna rosa), ndo tendo
efeito significativo o tempo de extracao.

As variaveis indicam que a extragdo ¢ eficiente na faixa de pressao testada de
200-800 bar. Em pouco tempo de extragdo (15-30 min) alcangam-se altos rendimento de
R-FE e este resultado torna-se mais eficiente com a insercdo de agitacdo em sistema
pressurizado, sendo este um fator critico para o aumento de R-FE da macroalga S.
filiformis. Essa comparagdo pode ser observada na Figura 25. Nao foi relatado
anteriormente na literatura a extragdo de R-FE em célula de recombinacao, sendo este

trabalho o primeiro a ser relatado.

Figura 25 - Comparacao do rendimento de extracdo de R-FE do sistema pressurizado e
em célula de recombinagdo ao longo de 360 min em 500 bar (a) e o efeito da pressdo e
inser¢ao de agitagdo no tempo de 360 min de extracdo (b).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 26 pode ser observado a coloragdo dos extratos proteicos totais obtidos da
extracdo de R-FE na extracdo pressurizada em 500 bar com e sem agitagdo. O processo
de extracdo com agitacdo apresentou coloragdo mais intensa, se tornando mais
avermelhada.

Figura 26 — Coloragdo dos extratos brutos proteicos na extracdo de R-FE do sistema

pressurizado e em célula de recombinacdo ao longo de 360 min em 500 bar (a) e o efeito
da pressdo e inser¢ao de agitacdao no tempo de 360 min de extragdo (b).

15min 30 min 60min 120 min 240 min 360 min

(a)

(b)

Fonte: elaborado pelo autor.

Neste trabalho foi possivel analisar a extragdo de outras ficobiliproteinas,

como as R-ficocianinas (R-FC) (Figura 27). As R-FC sao pigmentos fotossintéticos de
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coloracdo azulada mais presente em cianobactérias (CARLOS, 2020), mas que estdo

presentes em quantidades menores nas macroalgas vermelhas visto que as R-FE sdo

majoritarias (MITTAL et al., 2017). A quantidade de R-FE e R-FC presentes na biomassa

de algas variam de acordo com a espécie, estacdes do ano, cultivo e localizagdo geografica
(MOURITSEN; RHATIGAN; PEREZ-LLORENS, 2018; PEREIRA et al., 2020).

Decidiu-se realizar tal analise na célula de recombinacao devido a maior quantidade de

extragdo de proteinas totais.

Figura 27 - Rendimento de R-FC extraidos da macroalga S. filiformis pelo método de
pressurizagdo em célula de extracdo (a) e célula de recombinagdo (b) em diferentes

pressoes ao longo de 360 min.
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De acordo com os resultados apresentados, o aumento de pressao ndao ¢ um
fator essencial para o aumento de rendimento de R-FC. O melhor resultado ¢ apresentado
para 500 bar de pressdo em célula de recombinag¢do, cujo o rendimento de R-FC variou
de 2,29-3,70 mg-g"'. O melhor pardmetro para o aumento do rendimento ocorreu com
agitacio em 120 min de extracdo alcancando 3,57 mg-g’!, sendo este mais vidvel
economicamente. As margens de erro apresentas nos graficos sdo analisadas a partir do
desvio padrdo e por ndo ocorrer uma despressurizagao do sistema para coleta de amostras
apresenta uma diferenciagdo entre os experimentos para 800 bar de pressdao. Mittal et al.
(2017) analisaram o rendimento de extracao de ficobiliproteinas por diferentes métodos
de extragdo da macroalga vermelha Gelidium pusillum. Na extragdo combinada de
maceracio mais EAU alcangou-se um rendimento de R-FC de 1,56 = 0,01 mg-g’,
considerado este processo com 93,13 % de eficiéncia de extragao.

Considerou-se prudente explorar o rendimento de R-FE sobre o efeito
sinérgico dos pré-tratamentos mecanicos de trituragdo e maceracao solida da estrutura da

macroalga em pressao de 500 bar com agitacdo ao longo do tempo (Figura 28).

Figura 28 — Rendimento de R-FE em diferentes tamanhos de particulas da macroalga S.
filiformis, em 500 bar de pressdo com agita¢do, ao longo de 360 min.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se que o tamanho da macroalga S. filiformis inteira (8,86 mg-g™),

triturada (13,42 mg-g!) e macerada (22,53 mg-g™!), influencia no aumento do rendimento
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de R-FE. De acordo com os resultados obtidos, o processo de maceragao em combinagao
com outros processos de extracdo ¢ 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 recombinacao, pressdo com agitagao,
os resultados demonstraram que altos rendimentos de R-FE sdo alcangados em poucos
minutos de extragdo (30 min). Isso ocorre pois o processo de agitagdo promove uma
melhor homogeneizagao do sistema e um maior contato entre o solvente e a biomassa S.
filiformis. Observa-se na estrutura inteira liofilizada, sem processo de trituragdo, que o
rendimento de R-FE variou de 1,09-8,86 mg-g"! ao longo de 360 min de extragio. Em
comparag¢do, na metodologia 1, pressdo sem agitagao (Segdo 5.1.1), a mesma estrutura de
alga variou de 0,41-0,66 mg-g'. A eficiéncia de extracio da R-FE é alcancada mesmo
diminuindo etapas na metodologia apresentada (Figura 12, secdo 4.2.2), como o processo
de trituragdo e maceragio, diminuindo assim custos e tempo no processo. E possivel
analisar na Figura 29 a colorag@o dos extratos proteicos totais obtidos da extracdo de R-

FE em célula de recombinacdo a 500 bar para macroalga inteira, triturada e macerada.

Figura 29 - Coloragdo dos extratos brutos proteicos na extracdo de R-FE em célula de
recombinagdo ao longo de 360 min em 500 bar para macroalga inteira, triturada e
macerada.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A estrutura da macroalga vermelha S. filiformis in natura foi analisada por
microscopia Optica com zoom de 4x e ¢ apresentada na Figura 30. Observa-se a parede
celular no processo de trituracdo (30b) e maceracdo (30c) da macroalga. Diferengas
consideraveis na cor e morfologia da biomassa apo6s o tratamento relaciona o grau de
extracdo, mostrando a ruptura celular (MITTAL et al., 2017). Figura 30(a) apresenta-se
intacta e rica em pigmento. Figura 30(c) demostra como a maceragdo pode promover a
quebra da parede celular. A diminui¢do da particula da macroalga contribuiu para uma
maior exposi¢ao da R-FE devido a maior area superficial, como também outras proteinas,
polissacarideos, e lipidios, no processo de extra¢do. A Figura 30(d) mostra a ruptura da

célula em 500 bar apos 360 min de extracao.

Figura 30 - Microscopia optica 4x da macroalga S. filiformis avaliando o efeito do
tamanho de particula em pressdo 1 bar: (a) inteira, (b) triturada, e (d) ruptura da parede
celular apods extragdo em 500 bar em 360 min.

Fonte: elaborado pelo autor.

A Tabela 4 resume os principais resultados de R-FE extraidas 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 extracdo, o
rendimento alcancado e mais algumas informacdes relevantes. Foram discutidos as
pesquisas mais recentes € os que ndo foram relatados ¢ devido a auséncia de resultados
em mg-g’' ou mgmL', sendo apresentados em porcentagem de recuperagio. E
importante destacar que o teor de R-FE na biomassa pode variar de acordo com diversos
fatores, como a espécie da alga, a estagdo do ano, a localizacdo geografica e a incidéncia

e absorcao de luz.



Tabela 4 - Rendimento de extragdo de ficobiliproteinas de macroalgas vermelhas por diferentes métodos de extracao.
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Macroalgas Pré- Método de Solventes < Resultados N
vermelhas FBS tratamento extracio analisados Tempo Temp. Informacdes obtidos Referéncias
Maceragdo + R-FE =19,53
Solieria R-FE Liofilizada e Extragdo Agua ultrapura . o B mg-g’! Este
filiformis R-FC macerada pressurizada com Tampao fosfato 120 min 25°C 200~ 800 bar R-FC=3,57 trabalho.
agitacdo mg g’
. L Seis isolados de
Palmaria R-FE , Macroalga . D}gest&lf) . Tampdo acetato 320 min 24°C fungos derivados de | R-PE =8.1 (LE STRAT
palmata umida cortada | enzimatica fungica etal., 2023)
P. palmata
. e N 100 _ (MITTAL;
PZZ;:ZZZ R-FE LIOﬁthda em hi((ijri‘(llli?gr?ﬁca Agua destilada passagens 22 +£2°C 0,5 —3 bar E_Fﬁ B 13,34 RANADE,
p p (219 min) g8 2023)
Hidrolise (LE
Grateloupia R-FE , Macroalga En;lmatlca Agua de torneira 180 min 20°C 300 W,l R_FE_IZ 4,28 GUILLARD
turuturu umida cortada Assistida por 145 L-h mg-g
et al., 2023)
Ultrassom
Sarcopeltis Liofilizada e | Homogeneizagio Agua ultrapura 2 passagens (1-3) R-FE=5,7 (CASTRO-
skottsbergii R-FE triturada de alta pressio Tampao fosfato passagens ) pressdes (1000 - mg-g’" VARELA et
4000 bar ) al., 2022)
o Liofilizada e N _
Graczl.affza R-FE moida em Homogenelzag a0 Tampao fosfato 10 min Ambiente 1 — 6000 bar R_FE_I_ 1,27 (PEREIRA
gracilis . de alta pressao mg-g et al., 2020)
misturador
Liofilizadas e pH=5-9
. ’ r ~ - . . 71 _ —
Pyroplq R-FE moidas em p6 | Extragdo a§51st1da Tampio fosfato 300 min 28.86°C Agarase (104 U-g™"), | R FE_l 6,89 (WANG et
yezoensis por um por enzima Celulase (100 mg.g al., 2020b)
pulverizador U-g ).
Estudo sinérgico de R-FE = 1,56
Gelidium R-FE Maceragio Maceragao + Tampdo fosfato 55 min - diferent%es mg-g” (MITTAL et
pusillum R-FC ¢ Ultrassonicagio P : R-FC=1,19 al., 2017)
metodologias. me.g!
o f g A Tampao fosfato . . Diferentes tipos de | FBS = 0,36 (MARTINS
Gracilaria sp. FBS - Liquido i6nico Tampdo Mcllvaine 20 min Ambiente liquidos idnicos. mg-g! etal, 2016)
- . N Agua destilada e 1 a 3 passagens _
Porphyridium B-FE qutlvo em Homogenelzagao meio de cultivo ) 30C pressdo (250-2700 R-FE_1 3,6 (JUBEAU et
cruentumem bioreator de alta pressao . mg-g al., 2013)
Hemerick bar)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: R-FE — R-ficoeritrina; R- FC — R-ficocianina; FBS — Ficobiliproteinas.



84

Este estudo alcangou o maior rendimento de R-FE relatado até o momento na
literatura, atingindo 22,53 + 0,60 mg-g™' sob uma pressio de 500 bar em 360 minutos de
extragdo. Com o objetivo de tornar o processo mais eficiente, o maior rendimento, ainda
ndo descrito na literatura, também pode ser alcangado em 120 minutos de extracao,
resultando em um alto rendimento de R-FE de 19,53 + 1,42 mg-g"!. Considerando uma
abordagem em escala industrial e o conceito de biorrefinaria, o processo de maceracao
solida seria inviavel. No entanto, eliminando essa etapa, ainda é possivel obter um alto
rendimento com a estrutura da alga triturada. Nesta andlise, a extracao de R-FE alcangou
12,17 £ 1,90 mg-g! em 120 minutos de extra¢ido sob uma pressido de 500 bar. Pensando
no critério para uma escala industrial, a extracdo em cé¢lula de recombinagdo com
estrutura da alga triturada em 120 minutos de extragao seria o processo aqui escolhido. A
seguir sdo abordados os estudos mais recentes sobre macroalgas vermelhas, diferentes
metodologias e os resultados alcangados apresentados anteriormente na Tabela 4.

Mittal & Ranade (2023) utilizaram macroalgas secas e em p6 ¢ analisaram a
influéncia dos principais parametros operacionais, como queda de pressdo e nimero de
passagens, no desempenho da extragdo. Eles demonstraram que a
cavitacdo hidrodinamica baseada em vortice aumenta a taxa de extracao de R-FE para
13,34 mg-kg!, cerca de 0,013 mg-g!, além do aumento de proteinas e carboidratos em
uma melhoria de 2 a 20 vezes, sendo significativamente melhor do que os recipientes
agitados. Descobriu-se que a queda de pressdo de 2 bar exibe taxa maxima de extragdo
dentro da faixa considerada (0,5-3 bar). A produtividade energética (kg de produto/kJ)
diminuiu acentuadamente com o aumento no nimero de passagens além de 100.

A combinacdo das técnicas de extracdo assistida por enzimas (EAE) e a
extragdo assistida por ultrassom (EAU) foram discutidos por Le Guillard et al. (2023).
Tal estudo otimizou o processo de hidrélise enzimatica assistida por ultrassom (HEAU)
da alga vermelha Grateloupia turuturu imida e cortada em moinho de corte para a
extracdo de R-FE. Isso foi realizado aplicando uma metodologia de superficie de resposta
baseada em um planejamento composto central, analisando parametros como a
concentracdo da enzima, temperatura, pH e tempo de reagdao. Nas condigdes otimizadas,
o rendimento cinético de R-FE alcangou 4,28 + 0,09 mg-g ~' de peso seco em condigdes
otimizadas de 180 min, a 300 W de poténcia, 20 °C e vazio de 145 L-h!. Este resultado
corresponde a um rendimento 2,3 vezes maior do que com a extragdo convencional com
tampdo fosfato em G. furuturu liofilizado. Tais resultados demonstraram que a HEAU

otimizado ¢ um método eficiente para extrair R-FE de G. turuturu timido sem a
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necessidade de etapas dispendiosas de pré-tratamento encontradas na extracao
convencional.

Castro-Varela et al. (2022) avaliaram os processos de ruptura e separacao
celular usando duas tecnologias verdes, extracdo assistida por ultrassom (EAU) e
homogeneizacao de alta pressao (HAP), para obter um extrato enriquecido com R-FE
de Sarcopeltis skottsbergii. O processo de otimizacdo abordou um projeto composto
central de trés fatores (CCD) de dois niveis e a metodologia de superficie de resposta
(RSM). O método HAP foi o método de extragdo mais eficiente nas condigdes obtidas de
poténcia de pressao de 100-400 MPa, 2-3 passes e dgua destilada como solvente. Além
disso, o rendimento de extracdo de R-FE alcangou 5,7 mg-g™' de biomassa seca nas
condi¢des ideais (300 MPa, 2 passagens com agua destilada), 50-60% maiores que os
rendimentos de PE obtidos com EAU. Um processo de purificagdo foi testado a partir de
uma membrana que apresentou rejeicao a R-ficoeritrina concentrada a 30 KDa. Além
disso, a R-ficoeritrina apresentou capacidade antioxidanteno ensaio de DPPH, utilizando
acido ascorbico como controle positivo.

Pereira et al. (2020) realizaram uma avaliagdo da otimizagao da extracao de
FBP da macroalga vermelha Gracilaria gracilis por meio de diferentes métodos,
incluindo EAU (banho-maria ultrassénico e sonda ultrassonica), HAP, congelamento-
descongelamento e maceragdo. Os resultados indicaram que a maceragao foi o método de
extracdo mais eficiente, resultando em um rendimento de 3,58 mg-g' de biomassa nas
condi¢des ideais (tempo = 10 min; concentragdo = 0,1 M; relacdo liquido:sélido = 1:50).
Além disso, as quantidades de R-FC também foram determinadas sob essas condigdes
ideais, totalizando 0,62 + 0,02 mg-g™!. A analise da biomassa por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) antes e depois dos tratamentos de ruptura celular demonstrou que a
maceragao 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') ao utilizar a sonda
ultrassonica. O método de extracio HAP mostrou-se menos eficaz em comparacdo com
os outros métodos, resultando em rendimentos de R-FE de 0,25 a 1,27 mg-g’
(aproximadamente 65% menos que a maceragao).

Com base nos dados apresentados na Tabela 4, os extratos de R-FE obtidos
neste estudo demonstraram um rendimento mais elevado. Contudo, a aplicagdo de
elevadas pressdes pode causar efeitos adversos em biomoléculas (HUANG et al., 2013;
KHAN; ASLAM; MAKROO, 2019). Diante deste cenario, a biofuncionalidade dos

biocompostos obtidos foi analisada nas se¢des seguintes. Como o objetivo do trabalho
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visa o0 maior rendimento de R-FE, a caracterizacao da R-FE obtida foi realizada no ponto
de extracdao mais eficaz, sendo esse em 500 bar de pressdo com agitacdo em 360 min de

extracao.
5.2.2 Analise de Carboidratos Totais

Os carboidratos sdo extraidos no EB e interferem na particdo da biomolécula
alvo. Na analise quantitativa desses polissacarideos, o EB atingiu concentragdo de
carboidratos de 38,5 mg-g'. A célula de recombinagio mostrou-se um processo menos
seletivo comparado com a se¢do 5.1.2, com alta quantidade de carboidratos extraidos. A
aplicagdo de pressdo combinada com agitagdo tornou mais eficiente o processo de
extragdo 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 ndo sdo necessariamente alvo da extracao, devido ao aumento da
solubilidade dos analitos na solucdo extrativa.

Precipitou-se 0 EB com 90% (NH4)2SO4 de acordo com estudos realizados
por Bastos Filhos (2016) para a macroalga S. filiformis, visando a reducdo de carboidratos
e a concentracdo de proteinas totais. Contudo o objetivo ndo foi alcangando, pois os
carboidratos foram precipitados juntamente com as proteinas. 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 sdo semelhantes aos de Munier et al. (2015), atingindo
33,78 mg-g’! da macroalga Grateloupia turuturu liofilizada e moida. Le Guillard et al.
(2023), realizando extragdo por hidrélise enzimatica assistida por ultrassom (EAU),
obtiveram 44,31 mg-g! 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 extragdo ndo rompeu apenas a parede celular, mas toda a

estrutura da macroalga, conforme ilustrado na Figura 30 (Se¢do 5.2.1).

5.2.3 Dicroismo Circular (DC) da R-FE

Os espectros de DC dos extratos obtidos sdo apresentados na Figura 31, cujas
estruturas secundarias do pigmento de R-FE extraido pela célula de recombinacao foram
analisadas. Ambos os extratos apresentaram elipticidade negativa a partir de 200 nm e
pico na banda em 192-193 nm, caracteristicas tipicas de proteinas a-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 recombinacao.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: EB — Extrato bruto; EP — Extrato precipitado.

De acordo com os dados apresentados e a andlise pelo servidor online K2D3
da R-FE obtida na extragdo pressurizada pela célula de recombinacao, o espectro de DC
do EB apresentou 90,39% de a-hélice, 0,01% de folhas-f e 9,60% de estruturas ndo
ordenadas; enquanto o EP mostrou 80,51% de a-hélice, 0,04% de folhas-f e 19,45% de
estruturas nao ordenadas. O conteudo de a-hélice calculado no EP o torna caracteristico
de R-FE, enquanto o EB ¢ superior ao esperado, visto que a porcentagem de a-hélice
caracteristico de R-FE varia de 60 a 79% (SIMOVIC et al., 2022), confirmando assim a

presenca de outras proteinas e contaminantes no EB.
5.2.4 Eletroforese SDS-PAGE

As proteinas do EB foram precipitadas por sulfato de amdnio (90% m/v) e o
perfil eletroforético dos EB e EP foram analisados sob condigdes desnaturantes na
presenca do agente redutor B-mercaptoetanol, conforme mostra a Figura 32. As
subunidades das bandas de proteinas foram medidas usando o software GelAnalyzer 23.1

(LAZAR JR., 2023). De acordo com a analise do perfil eletroforético, ambos extratos
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apresentaram bandas semelhantes. A pré-purificacdo com sulfato de amonio (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
extracdo em célula de recombinagdo em 360 min de extragao, sob pressao de 500 bar, em
condi¢des desnaturantes na presenca do agente redutor.
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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 revelagdo de azul de Comossie,
uma banda forte € observada em 15,0 KDa, estrutura secundaria o caracteristica de R-FE,
e bandas mais brandas apareceram em 21,0 (B), 29,0(y) e 50,0 KDa. O resultado ¢
semelhante ao estudo realizado por Nguyene et al. (2020) com uma R-FE purificada da
macroalga Gracilaria gracilis que relatou quatro subunidades: o (18 kDa), § (21 kDa), y
(29 kDa) e y' (27 kDa). Pereira Martins et al. (2023) abordou a purificacdo 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 a, B e y, respectivamente. Para extragdo com alta pressao, 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 as subunidades a e 3, e duas bandas discretas entre 30
e 35 kDa correspondentes as subunidades y. Estes dados coincidem com os espectros de

dicroismo 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 informagdes sobre
diferentes componentes presentes nos extratos (Figura 33). A Figura 33(a) representa o
espectro caracteristico de R-FE purificada obtida no trabalho de Pereira Martins et al.
(2023). As Figura 33(b) e (¢) sao os EB ¢ EP, respectivamente. De acordo com as analises,
os picos de intensidade caracteristicos de R-FE mostraram um perfil semelhante, ndo
apresentando conformidades no processo de extracdao, mantendo assim a estrutura de R-

FE. Tais resultados foram semelhantes aos estudados por Xu, Wang ¢ Hou (2020).

Figura 33 - Espectro de FTIR de 4000-500 cm™! dos extratos obtidos da S. filiformis em
célula de recombinagdo, (a) R-FE purificada de Pereira Martins et al. (2023); (b) EB —
extrato bruto; (c) EP — extrato precipitado.
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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 regido espectral caracteristica da estrutura secundaria proteica foi a amida
I (ligagdo =CO), principalmente as vibragdes 1700-1600 cm™!, caracteristicos das ligagdes
peptidicas detectadas como 1640,03 cm™ presente em ambos os extratos. A amida I indica
a a-hélice como elemento principal de sua estrutura secundaria, confirmando os dados
avaliados pelo DC (se¢do 5.2.3) (XU et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020).

Amida II (ligagdes -NH) pode ser observada em 1543,12 cm™ para ambos
extratos. O pico de absor¢do da Amida A em 3265.15 cm™ € 3272,60 cm! refere-se a
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vibragdo de estiramento O—H, e o pico de absor¢dio em 1025,02 cm™ pertence a vibragio
de estiramento assimétrico C—O—H (XU et al., 2022; XU; WANG; HOU, 2020).

A presenca do polissacarideo sulfatado, carragenana, pode ser observado em
ambos o0s extratos através da banda tipica em 1220—1240 cm ™!, atribuida a vibragio de
estiramento de grupos éster sulfato e um sinal em 930 cm ™! (PENUELA et al., 2021a).
Este resultado coincide com a andlise de carboidratos totais (Se¢do 5.2.2) em que a
precipitagdo com sulfato de amonio nao foi eficiente para a remogao de carboidratos. A
analise de FTIR demonstrou que a extragdo pressurizada ndo causou quaisquer alteracoes
nos picos caracteristicos da R-FE e, portanto, a estrutura quimica ndo foi alterada pela

extragdo com célula de recombinacio.
5.2.6 Atividade Antioxidante

As algas marinhas sdo 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 a saude, com potenciais
efeitos adversos, incluindo danos ao figado e risco de cancer. Portanto, as industrias
alimenticia e farmacéutica tém buscado substituir de forma segura os antioxidantes
sintéticos por antioxidantes naturais, destacando a importancia das algas marinhas nesse
contexto (ULAGESAN; NAM; CHOI, 2021).

Os extratos aquosos obtidos da extracdo de R-FE em célula de recombinacao
da S. filiformis apresentaram resultados significativos para a atividade antioxidante e sdo
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 quelagdao do ion ferroso, o
EDTA foi utilizado como padrdo. Ambas analises realizaram diferentes concentragdes do

extrato variando de 18,75 a 300 ug-mL".
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Figura 34 - Atividade antioxidante dos EB e EP extraidos da S. filiformis em diferentes
concentragdes por diferentes técnicas de medicdo: (a) Sequestro dos radicais de DPPH e
(b) quelagao de ions ferrosos.
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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 nivel de
potencial antioxidante em DPPH do que o método de quelacdo de ions ferroso. A
atividade sequestradora do radical DPPH pelo EB mostrou-se dependente da

concentragdo, atingindo sua atividade méaxima de 99,55% na concentra¢ao de 300 pg-mL"
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!, semelhante ao encontrado para o BHT (96,73%), usado como controle positivo neste
ensaio (Figura 34a). O EP apresentou atividade maxima de 47,77%, reduzindo a atividade
oxidante a metade. Ambos extratos atingiram baixa capacidade quelante de Fe**, sendo
na concentragdo de 150 pg-mL! observada sua atividade méaxima de 12.93% e 13.94%,
respectivamente, EB e EP, sendo o valor bem abaixo do alcangado pelo EDTA (100%), o
controle positivo deste ensaio (Figura 34b).

Realizando apenas o processo de precipitagdo, sem método de purificagdo,
sugere-se que os extratos apresentam bioativos (outras ficobiliproteinas e polissacarideos
sulfatados, carragenana) que podem apresentar um efeito sinérgico desses compostos na
atividade redox (CASTRO-VARELA et al., 2022; PENUELA et al., 2021a), como
comprovada alta atividade do EB. Castro-Varela et al. (2022) encontrou o maior nivel de
atividade antioxidante em homogeneizacao de alta pressdo com agua destilada (11,0 +
2,5%) pelo método de DPPH e sugere aplicacdo em alimentos (LE GUILLARD et al.,
2015; MITTAL; SHARMA; RAGHAVARAO, 2019). Senthilkumar et al. (2013b)
alcangou atividade antioxidante maxima para a R-FE da alga Portieria hornemannii de
43,55%, contudo utilizando uma concentragio de 5 mg-mL.

Os resultados sugerem que os extratos contendo R-FE tem efeito na
eliminagdo de radicais DPPH, sendo uma fonte inovadora de antioxidantes naturais
funcionais que tem a fungdo de proteger contra o estresse oxidativo e pode ser utilizado
como ingredientes naturais em alimentos, farmacéutica e cosmética (CASTRO-VARELA
etal., 2022; LE GUILLARD et al., 2015; MITTAL; SHARMA; RAGHAVARAO, 2019).

Diante dos estudos e resultados abordados, fica evidente que esta pesquisa
representa uma contribuicao significativa para o avanco da andlise da extracdo de R-FE
de macroalgas vermelhas por meio do método de extragio com liquido pressurizado. E
importante destacar que essa abordagem ainda ndo foi descrita na literatura para as
Rhodophytas, o que ressalta a inovacdo e originalidade deste trabalho. Além disso, ¢
relevante salientar que o uso da célula de recombinacdo ndo tem registros na literatura
para a extragdo de compostos bioativos de algas, o que destaca ainda mais a singularidade
e o potencial impacto deste estudo na area cientifica.

Sugere-se para trabalhos fututros um estudo aprofundado de técnicas de
purificagdo como, por exemplo, cromatografia em leito expandido, para melhor

aproveitamento da R-FE obtida, principalmente em aplicag¢des biotecnoldgicas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a extragcdo pressurizada mostrou-se
uma técnica verde promissora para alcangar altos rendimento de R-FE da macrolaga
Solieria filiformis sendo eficaz na faixa de pressao estudada (200-800 bar). A extragdo de
R-FE pelo método de agua pressurizada sem processo de agitagao e trituragdo alcangou
um rendimento de R-FE de 0,66 mg-g™!' de alga seca, sendo a biomassa liofilizada a mais
eficiente neste estudo. O extrato contendo R-FE obtido nesta etapa ¢ ativo contra células
cancerigenas (cepa leucémica HL60). Notavelmente, o uso de agua ultrapura como
solvente e a agitacdo durante a extracao, célula de recombinacao, surgiram como um fator
essencial que contribui para o aumento do rendimento de R-FE, atingindo um pico de
22,53 mg-g! sob pressio de 500 bar. A R-ficocianina (R-FC) também foi extraida com
rendimento de 3,57 mg-g' em 120 min de extragio. Os extratos apresentaram capacidade
antioxidante com 99,55% na reducao dos radicais DPPH e 13,94% na quelacao de ions
ferrosos. E importante ressaltar que esta técnica de extragdo ndo exibiu impacto
discernivel nas estruturas secundarias ou na desnaturacao da proteina, preservando assim
a sua biofuncionalidade, mostrando-se uma alternativa atrativa para extracdo nao

agressiva e com atividade bioldgica de interesse.
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