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RESUMO

Algas marinhas do género Gracilaria sdo importantes fontes de agar,
polissacarideos sulfatados que sdo comumente usados nas industrias alimenticia,
farmacéutica e biotecnoldgica. Para caracterizacdo do material de trabalho, a alga
marinha foi submetida & analise de sua composicdo centesimal, a qual indicou seus
percentuais de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos totais. Para
avaliagdo dos polissacarideos da alga vermelha Gracilaria intermedia foram obtidas
fracOes pelas seguintes metodologias de extracdo: 1. extracdo por meio de digestao
enzimatica, 2. extracdo nativa (a alga ndo é submetida a pré-tratamentos e a
obtencdo dos polissacarideos ocorre pela sua fervura) e 3. extra¢cées nas quais a
alga é pré-tratada com NaOH e KOH nas concentracfes de 1% e 5%. Os materiais
extraidos foram submetidos a testes colorimétricos de composi¢cdo quimica
(determinacdo do teor de proteinas e quantificacdo de carboidratos, sulfato e 3,6
anidrogalactose). Os materiais foram ainda analisados por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Foram realizados testes de atividade antioxidante com cada uma das fragbes
obtidas. Os testes antioxidantes realizados (capacidade antioxidante total e quelacéo
do ion ferroso) indicaram que tais polissacarideos possuem capacidade de
sequestrar radicais livres de maneira significativa e dose-dependente. Devido a
estes resultados, os polissacarideos obtidos a partir da alga marinha Gracilaria
intermedia mostram potencial de virem a ser utilizados como um composto
antioxidante n&o sintético. Experimentos para avaliar o comportamento reoldgico de
solugbes aquosas dos polissacarideos em estudo foram realizados a 25+ 1 C,
usando medidas estacionarias e dinamicas oscilatorias, que indicaram que 0s
materiais obtidos devem ser classificados como pseudoplasticos e apontaram as
habilidades de tais solugbes poliméricas em atuar como agentes espessantes e

gelificantes.

Palavras-chave: Gracilaria intermedia, polissacarideos, estrutura, atividade

antioxidante, comportamento reoldgico.



ABSTRACT

The seaweed Gracilaria are important sources of agar sulfated polysaccharides
that are commonly used in the food, pharmaceutical and biotechnology industries.
For characterization of the media, the kelp was subjected to analysis of their
chemical composition, which indicated their percentages of moisture, ash, protein
and lipids. Extractions in which extraction by enzymatic digestion native extract (a
seaweed is not subjected to pretreatments and obtaining the polysaccharides is by
their boiling) is: For evaluation of red seaweed polysaccharides Gracilaria intermedia
fractions were obtained for the following extraction methods seaweed is pretreated
with NaOH and KOH in concentrations of 1% and 5%. The extracted material was
subjected to colorimetric test chemical composition (protein content determination
and quantification of carbohydrates, sulfate and 3,6-anhydro-galactose). The material
was further analyzed by infrared spectroscopy with Fourier transform and Nuclear
Magnetic Resonance ( NMR). Antioxidant activity with each of the fractions obtained
tests were performed. Antioxidants tests (total antioxidant capacity, chelation of
ferrous ion) indicated that such polysaccharides have the ability to scavenge free
radicals and significant dose-dependent manner. Due to these results, the
polysaccharide obtained from seaweed Gracilaria show potential intermediate that
they will not be used as a synthetic antioxidant compound. Experiments to evaluate
the rheological behavior of aqueous solutions of polysaccharides under study were
performed at 25 £ 1 T, using stationary and dynamic oscillatory measurements,
which indicated that the material obtained should be classified as pseudoplastic and
highlighted the skills of such polymer solutions in acting as thickeners and gelling

agents.

Keywords: Gracilaria intermedia, polysaccharides, structure, antioxidant activity ,

rheological behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1 Carboidratos e Polissacarideos

Os carboidratos podem ser considerados como as biomoléculas mais
abundantes da Terra; sendo a fotossintese a grande responsavel por sua taxa de
renovacao, ja que tal processo atua convertendo, anualmente, cerca de 100 bilhdes
de toneladas métricas de CO, e H,O em celulose e outros carboidratos (NELSON;
COX, 2010).

Os carboidratos possuem diversos grupos funcionais, desempenhando
diversas atividades. Carboidratos atuam como armazenadores de energia quimica,
elementos estruturais em vegetais, componentes de gorduras e acidos nucleicos.
(VOLLHARDT; SHORE, 2006)

De acordo com Nelson; Cox (2010), os carboidratos sédo definidos como
poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou substancias que geram estes compostos
quando hidrolisadas. Muitos carboidratos tém a férmula empirica (CH,0),; alguns
também contém nitrogénio, fosforo ou enxofre. Os carboidratos séao divididos em trés
classes: monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (NELSON; COX,
2010).

Os monossacarideos sao ditos acucares simples, sendo um aldeido ou uma
cetona com, no minimo, dois grupos hidroxi na molécula. Os oligossacarideos sao
cadeias curtas de monossacarideos ligados entre si por uma ponte éter
(VOLLHARDT; SHORE, 2006). Os polissacarideos sao polimeros que contém, ao
menos, 20 unidades de monossacarideos, sejam eles iguais ou diferentes; tais
polimeros podem ser de cadeias lineares ou ramificadas, sendo os tipos de ligacao
determinantes para suas propriedades e fun¢des bioldégicas (NELSON; COX, 2010).

Séo fontes usuais de polissacarideos: 0os exsudatos de plantas (goma arabica
e tragacante); as sementes (guar e alfarroba); os tubérculos e cereais (amido e
inulina); os animais (acido hialurénico, heparina, quitina e quitosana); os fungos
(glucanas); as bactérias (xantana, dextrana e gelana); as frutas (pectina) e as algas
(alginato, carragenanas e agaranas) (DA CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).
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1.2 Algas

As algas sédo organismos eucarioticos que ndo possuem caracteristicas que 0s
permitam ser classificados como elementos dos reinos Plantae, Fungi ou Animalia.
Sendo, dessa forma, incluidas no reino Protista. Embora esta seja a classificacao
mais bem aceita na atualidade, muitas divergéncias ainda ocorrem entre 0s
evolucionistas, uma vez que as relacdes filogenéticas entre os individuos incluidos
em tal grupo estao distantes de uma clara elucidacéo (RAVEN; EVERT; EICHHORN
2007).

Raven; Evert e Eichhorn (2007) classificam como assombrosa a variedade de
tipos estruturais observados nos individuos classificados como protistas. Dentre
estas estdo incluidas células ameboides; células solitarias que podem ou néo
possuir flagelos; colénias compostas por agrupamentos de células que podem ser
flageladas (com um ou mais flagelos) ou nao; filamentos ramificados ou nao
ramificados; laminas com uma ou duas células de espessura; tecidos que se
assemelham a alguns dos presentes em plantas ou animais e massas
multinucleadas de protoplasma com ou sem parede celular.

As variacdes observadas no grupo Protista ndo estdo restritas as ceélulas e
sua organizacdo em tecidos. Ha ainda consideraveis variagdes de tamanho habitat e
mecanismos de obtencdo de energia. O tamanho dos protistas varia de
microscopico a individuos com mais de 30 m de comprimento. Os protistas podem
habitar ambientes marinhos, dulcicolas ou terrestres e obtém energia de maneira
autotroéfica ou organotrofica.

As algas podem ser classificadas como microalgas ou macroalgas. A maioria
delas esta subdividida entre os filos Phaeophyta (algas pardas), Rhodophyta (algas
vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes). As algas pardas possuem cerca de 1.500
representantes, 0s quais, em sua maioria, estdo presentes nas regides de aguas
marinhas geladas; estas algas apresentam tamanhos que variam entre 30 cm e 20
m de comprimento. As algas vermelhas sdo entre 4.000 e 6.000 espécies; elas
ocorrem em aguas marinhas sejam elas frias temperadas ou tropicais. As algas
vermelhas tém tamanhos variando de poucos centimetros até cerca de 1 m de
comprimento e, apesar de serem ditas vermelhas, podem apresentar-se em

tonalidades vermelho acastanhadas ou mesmo roxas. O grupo das algas verdes
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possui cerca de 17.000 representantes, com tamanhos semelhantes as algas
vermelhas e habitando ambientes aquaticos, sejam eles dulcicolas ou marinhos.
(MCHUGH, 2003)

No ambiente aquatico, as microalgas e as macroalgas desempenham papel
ecoldgico analogo ao das plantas em ambiente terrestre. As algas sdo organismos
de bioquimica complexa que servem como fonte de alimento para diversos animais,
sdo hospedeiras de microrganismos e refagio para mamiferos, peixes e
invertebrados marinhos. As algas também s&o atribuidas diversas caracteristicas
gue as fazem um importante elemento comercial. Elas tém sido utilizadas como
aditivos para racdes animais, devido o elevado valor nutricional agregado; como
fertilizantes, pelo seu alto teor de fibras capazes de reter umidade; como elementos
para o tratamento de aguas residuais, pela sua capacidade de retencédo de ions de
metal pesado e como componentes de diversos cremes e lo¢des de uso cosmético
ou farmacéutico, pelas propriedades reoldgicas de algumas de suas moléculas.
Estudos recentes também vém tentando fazer uso de algas como fontes para a
obtencédo de combustiveis.

A principal atividade humana relacionada ao uso de algas esta centrada na
alimentacao, seja pelo consumo das algas propriamente ditas ou de substancias
extraidas das mesmas. Desde o século IV, 0 uso de algas marinhas como alimento
é relatado em paises do oriente. Tal uso vem se ampliando ao longo dos anos e isso
pode ser justificado tanto pelo crescimento das populacdes orientais como também
por sua migracao ao redor mundo. Ou seja, tais povos levaram consigo seus habitos
alimentares e os popularizaram nas mais diversas culturas. A ampliagdo desse uso
levou a devastacdo de diversos bancos de algas selvagens, o que impulsionou o
estudo dos ciclos de vida de diversas espécies e propiciou o0 cultivo das mesmas.
Anualmente, séo cultivadas milhdes de toneladas de algas umidas, sendo a China o
principal produtor. Este pais sozinho tem uma producdo média de cerca de 5
milhdes de toneladas de algas por ano. (MCHUGH, 2003).

Algas marinhas também s&o utilizadas para a extracdo de hidrocoloides.
Hidrocoléides sdo macromoléculas de origem natural com a capacidade de facil
dispersdo em &gua, o que acarreta em um aumento de seu volume, de sua
viscosidade e ocasionalmente conduz a um efeito gelificante. (DICKINSON, 1992). O

uso de hidrocoloides é relatado desde o século XVII, quando foi descoberto o poder
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de gelificacdo de algas submetidas a fervura. Desde entdo, o uso dos hidrocoléides
extraidos de algas marinhas ganhou impulso e estes passaram a ser utilizados como
espessantes e gelificantes na industria alimenticia. Esta atividade econdmica é
responsavel por movimentar, anualmente, bilhdes de dolares. O alginato, a
carragenana e o agar sao exemplos de hidrocolbides obtidos a partir de algas
marinhas (MCHUGH, 2003).

O alginato, um ficocoléide encontrado na parede celular e no espaco entre as
células das algas pardas, € um polissacarideo com carater acido. Ele é formado por
acido D-manurdémico e &cido L-gulurénico. O alginato desempenha um importante
papel de retardar a dessecacdo das algas pardas. Seu principal uso € como
espessante nas industrias alimenticias, téxteis, cosméticas e de papel (BOLD;
WYNNE, 1985).

Carragenanas sao hidrocolbides bastante usados como agente estabilizante e
emulsificante em tintas, cosmeéticos e laticinios (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007). No Brasil a producdo comercial ainda é considerada esporadica e pequena. A
industria brasileira, na década de 1990 chegou a importar, anualmente, cerca de
duzentas toneladas de carragenana. A alga Hypnea muscuformis vem sendo
extensamente explorada para a extracdo deste hidrocoldide (SAITO; OLIVEIRA,
1990).

O agar é bastante explorado comercialmente. Composto por residuos de D e L-
galactose, esse polissacarideo € usado em diversos produtos alimenticios, como
meio de cultura microbiolégica, na formulacdo de capsulas de vitaminas e drogas, e
também como base para cosméticos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Diversas atividades bioldgicas podem ser atribuidas aos polissacarideos de
algas marinhas, sendo estas relacionadas ao tamanho da molécula, tipo de
unidades constituintes e contetdo de sulfato. A posicdo dos grupos sulfato, tipo de
ligacdo e geometria da molécula também sdo importantes para as atividades
biolégicas (MELO; PEREIRA; FOGUEL; MOURAO, 2004). Ja foi relatado na
literatura que muitos dos polissacarideos extraidos de algas marinhas apresentam
uma série de atividades biolégicas tais como anticoagulante, antinociceptiva,
antiinflamatoria e antitumoral (WANG et al. 2010; VISHCHUK; ERMAKOVA;
ZVYAGINTSEVA, 2011). Muitos trabalhos também mostram que essas moléculas
sdo capazes de prevenir a oxidacdo nos sistemas biolégicos (YE et al., 2008; WANG
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et al., 2010; BARAHONA et al., 2011; COSTA, FIDELES, TELLES, 2011; YANG et
al., 2011 e VIJAYABASKAR, VASEELA, THIRUMARAN, 2012).

1.3 Agar

O agar € um biopolimero catiénico constituinte da matriz celular de algas.
Nestes organismos, localiza-se em uma estrutura denominada agardcito. Tal
estrutura esta presente em algumas macroalgas vermelhas, destacando-se as algas
das ordens Gracilariales e Gelidiales. (MOURADI-GIVERNAUD et al., 1999; ALISTE,
2006; BORAL, BOHIDAR, 2009; GONZALEZ-LEIJA et al., 2009).

O agar é composto por unidades de agarose e unidades de agaropectina. A
agarose é um polissacarideo neutro, caracterizado por uma estrutura linear de
unidades repetidas do dissacarideo agarobiose (1 - 3)-B-D-galactose e (1-4)-3,6-
anidro-a-L-galactose. Ja a agaropectina caracteriza-se como um polissacarideo
acido contendo sulfato, metil, acido piravico e acido D-glucurénico adicionado a
agarobiose (ARAKI, 1966 apud MARINHO-SORIANO, BOURRET, 2005). Estas

estruturas podem ser observadas na Figura 01.

Figura 01. Estrutura quimica da agarose, também chamada de agarobiose (1) e da agaropectina (2).
O primeiro polimero é formado por repetices de unidades (1—3)-B-D-galactose (unidade A) e
(1—4)-3,6-anidro-a-L-galactose (unidade B) enquanto o segundo apresenta (1—3)-B-D-galactose
como unidade A e (1—4)-3,6-anidro-a-L-galactose formando a unidade B com substituicbes por

grupamentos metil ou sulfato nos atomos indicados.
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O gel produzido a partir de agar possui uma estrutura molecular em cadeia com
conformacao helicoidal, que leva a formacao de uma rede com capacidade de reter
consideravel quantidade de moléculas de agua nos intersticios. As ligacbes de
hidrogénio entre as moléculas de agua e os atomos de oxigénio presentes na
galactopiranose e na anidrogalactose sdo responsaveis pela estabilizacdo da
estrutura do gel (LAHAYE, ROCHA, 1991).

1.4 Radicais livres e antioxidantes

Radicais livres sdo moléculas ou atomos simples que tém um elétron
desemparelhado externo a sua Orbita. Assim, tais atomos tém estabilidade
diminuida, o que amplia sua capacidade de reagir com outras moléculas ou atomos,
sobretudo lipidios celulares, proteinas e bases nucleicas (MARLIN et al. 2002 apud
FERNANDES, RODRIGUES, MICHIMA, SIQUEIRA, 2012).

Os radicais livres mais expressivos sao as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) e as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs). As EROs incluem espécies
radicalares, tais como anion superéxido (O2™), radical hidroxila (OH"), radical peroxila
(ROO"), e nao-radicalares, como peréxido de hidrogénio (H,O,), hidroperéxido
organico (ROOH), oxigénio singlete (*O,) e 0z6nio (O3). As ERNs incluem espécies
tais como o6xido nitrico (NO), peroxinitrila (ONOQ"), acido peroxinitroso (ONOOH) e
diéxido de nitrogénio (NO,) (SILVA, CERCHIARO, HONORIO, 2011).

Os organismos possuem mecanismos para manter sob controle as
concentracbes de radicais livres sob controle. Estes, quando em pequenas
concentracdes, atuam como importantes sinalizadores celulares. Entretanto, quando
ocorre exagerada producao de radicais livres ou quando o organismo falha em
destruir o excesso de tais compostos, o organismo pode entrar em um quadro
denominado de estresse oxidativo no qual ocorre a acdo danosa das EROs e ERNs
sobre as células (SILVA, CERCHIARO, HONORIO, 2011).

O estresse oxidativo pode levar a lesdes de diversas macromoléculas e, por
isso, a este fendbmeno s&o atribuidos diversos quadros patolégicos, como
complicagcBes pulmonares, cardiacas, doencas vasculares e neoplasicas (OLIVEIRA,
SCHOFFEN, 2010). Além dos processos endogenos, diversos fatores ambientais

atuam como produtores de radicais livres, tais como a dieta desequilibrada, o
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excesso de éalcool, tabaco e ainda a poluicdo atmosférica. (OLIVEIRA, SCHOFFEN,
2010).

Antioxidantes sdo compostos que possuem habilidade para prevenir,
interceptar ou reparar o dano oxidativo as macromoléculas, danos estes causados
por radicais livres (CONTRAN et al. 2000).

Os antioxidantes sdo divididos em dois grupos: 0s enzimaticos e 0s nao-
enzimaticos. As principais enzimas com atividade antioxidante sdo a superoxido
desmutase (SOD), a catalase (CAT) e a peroxidase (POX) (HUANG et al., 2007
apud OLIVEIRA et al., 2011). Ja dentre os antioxidamtes ndo enzimaticos destacam-
se 0s compostos fendlicos, o acido ascorbico e os carotendides (HASSIMOTTO et
al., 2005 apud OLIVEIRA et al., 2011).

Vém sendo buscados continuamente, por diversos grupos de pesquisa,
polissacarideos com potencial antioxidante (CHENG et al., 2013; DORE et al., 2013;
LIU et al., 2013; WU, WU, QU, LI, YAN, 2013; YANG, YANG, GUO, JIAO, ZHAO,
2013; ZHANG, WANG, WANG, MA, ZENG, 2012). Tal busca se da principalmente
porque 0s compostos antioxidantes sintéticos tradicionalmente usados nas industrias
alimenticia e farmacéutica como o Butilato Hidroxitolueno (BHT), Butilato de
Hidroxianisol (BHA), e Terc-Butil-hidroquinona (TBHQ) tém seu uso limitado. Tal
limitacao é justificada pelas suspeitas que recaem sobre estes compostos de serem
causadores de danos as céluas hepaticas e também por demonstrarem potencial
carcinogénico (CHENG et al.,, 2013; KUMAR, LIN, TANG, 2008; SOUZA et al.,
2011).

As condigbes ambientais as quais as algas marinhas sdo constantemente
submetidas (variacbes de oxigénio, temperatura e insolagdo) sugerem que tais
organismos possuem compostos com atividade antioxidante. Diversos trabalhos
apontam que tal atividade deve-se aos polissacarideos sulfatados, constituintes das
estruturas destes protistas (COSTA, FIDELIS, TELLES, 2011; WANG et al., 2010;
YANG et al., 2011; YE et al., 2008).

1.5 Qualidades do Agar e Reologia

Os géis obtidos a partir do agar podem ser classificados como fortes ou fracos.
O gel fraco tem forma pouco estruturada, quando comparado ao gel forte, que tem

maior capacidade de forca. O &gar que resulta em um gel fraco é bastante utilizado
23



como agentes espessante, emulsionante, e gelificante em alimentos. J4 o agar que
origina um gel forte € comumente utilizado como meio de cultura solido para plantas,
propagacédo de bactérias e géis para separacao e analise de moléculas em biologia
molecular (LORBEER, THAM, ZHANG, 2013).

O gel de agar de maior forca é obtido a partir das algas dos géneros
Pterocladia e Gelidium. A producéo de agar, entretanto, esta centrada nas espécies
do género Gracilaria. As algas do género Gracilaria sao responsaveis por cerca de
53% de todo o agar produzido mundialmente (MARINHO-SORIANO, BURRET,
2003). A importancia das Gracilarias para esta producdo pode ser atribuida aos
mecanismos simples e baratos utilizados para seu cultivo.

Os géis de agar obtidos a partir das algas do género Gracilaria sao
considerados fracos quando comparados aos obtidos de outras algas, como as do
género Gelidium.

A forca dos géis produzidos pelas Gracilarias, entretanto, pode ser
aumentada por meio de um pré-tratamento alcalino da alga antes da extracdo dos
polissacarideos (FREILE-PELEGRIN, MURANO,2005). Os tratamentos quimicos
alcalinos aos quais sao submetidas as algas do género Gracilaria agem nas cadeias
polissacaridicas, diminuindo seu grau de sulfatacdo e aumentado o teor de 3,6
anidrogalactose. Estes tratamentos também auxiliam na remocdo de proteinas e
pigmentos do &gar obtido. Tais tratamentos e as modificacbes advindas destes
garantem uma maior qualidade do gel de agar e agregam valor comercial a este
produto (ARMISEN, GALATAS,1987; DURAIRATNAM et al.,1990; ROLEDA et al.,
1997; VILLANUEVA et al.,, 1999; HAYASHI, 2001; PRASSAD et al, 2007
GONZALEZ-LEIJA et al., 2009).

Geralmente, as forcas destes géis podem ser relacionadas ao nivel de sulfato.
Quando o agar possui um menor grau de sulfatagcdo, ou maior grau de sulfato
substituido, maior a forca que o gel apresenta (LAHAYE, ROCHA, 1991). Por meio
de experimentos de reologia € possivel fazer a classificacao dos fluidos.

A reologia € um ramo da Fisica que estuda as respostas dadas por
determinados materiais frente a uma tensdo ou deformacdo externa (TOLEDO,
1991). As propriedades reologicas dos materiais sdo determinadas por medidas de
forca e deformagéo em fungéo do tempo (CANOVAS, MUNIZAGA, 2005).
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A classificacdo reologica dos fluidos, que leva em consideracdo o
comportamento da relacao taxa de deformacao/tensao de cisalhamento, subdivide
0S materiais em newtonianos e nao-newtonianos (STEFFE, 1996) e pode ser

observado na Figura 02 .

Figura 02. Classificacdo do comportamento reolégico dos fluidos.

| Fluidos |

Newtonianos I | N&o-Newtanianos |
|
| 1
Inelasticos Viscoelasticos
|
| ]
| Independentes do tempo | | Dependentes do tempo I
|
| |
—I Pseudoplastico | | Tixotropico | | Reopético |

—| Dilatante |

— Plasticos de Bingham

—l Herschel-Bulkley |

— Qutros

Fonte: STEFFE, 1996.

Quanto a relacdo entre taxa de cisalhamento e a taxa de deformagéo os fluidos
séo classificados como newtonianos e nao-newtonianos. Os fluidos sdo newtonianos
quando possuem viscosidade constante, e ndo-newtonianos quando ndo possuem
constancia na relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacéo. Os
fluidos ndo-newtonianos podem ser classificados em viscoelasticos ou inelasticos
(SCHRAMM, 2006).

Os fluidos viscoelasticos apresentam caracteristicas de materiais solidos e
elasticos como as gelatinas, as massas de farinha de trigo e alguns tipos de queijos.
Os inelasticos podem ser dependentes ou independentes do tempo caso suas
propriedades reoldgicas variem ou ndo conforme o tempo de aplicagédo das tensdes.

Os fluidos inelasticos dependentes do tempo podem ser tixotropicos ou
reopéticos. Os fluidos tixotrépicos apresentam uma diminuicao reversivel do tempo
necessario para que forcas tangenciais mantenham uma taxa de deformacéo

constante, a uma temperatura também constante. Os reopéticos se apresentam de
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maneira inversa aos tixotropicos. Curvas de escoamento de fluidos tixotropicos e

reopéticos podem ser observadas na Figura 03 .

Figura 03. Curva de escoamento de fluidos ndo-newtonianos de propriedades dependentes do tempo

de cisalhamento.

Tixotropicos

Feopeticos

tenséo de cisalhamento

-

taxa de deformacao

Fonte: http://www.setorl.com.br

A tixotropia dos materiais pode ser medida pelos testes da curva de histerese
(BARNES, 1997). A area de histerese € uma é&rea delimitada pelas curvas
ascendentes e descendentes na curva de fluxo. Esta area serd proporcional a
energia requerida para a quebra da estrutura tixotropica, sendo esta area igual a
zero caso os fluidos nédo alteram sua viscosidade em funcdo do tempo (BARNES,
1997, SCHRAMM, 2006).

Os fluidos inelasticos independentes do tempo ndo dependem do tempo de
aplicacdo da tensdo de cisalhamento e sdo classificados em Pseudoplasticos,
Dilatantes, Plasticos de Bingham e Herschel-Bulkley.

Os Plasticos de Bingahm e os Herschel-Bulkley necessitam de uma tensao
inicial para comecar a escoar e nao possuem uma relacdo de linearidade entre a
tenséo de cisalhamento e a taxa de deformacédo (SCHRAMM, 2006).

Os fluidos Pseudoplasticos sado substancias que, quando em repouso, tém um
estado molecular desordenado. Quando estes materiais sdo submetidos a uma

tensdo de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na direcao da forca
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aplicada. Desta forma, a tensdo aplicada e o ordenamento das moléculas estdo em
uma relacdo direta. Quanto maior a tenséo aplicada, maior sera a ordenagéo. Assim,
guanto maior a tensao sofrida pelo material pseudoplastico, menor a viscosidade do
mesmo. Sao exemplos de substancias pseudoplasticas as polpas de frutas, os
caldos de fermentagéo e o melago de cana.

Os fluidos Dilatantes tém um comportamento inverso ao dos Pseudoplasticos.
Dessa forma, os fluidos Dilatantes aumentam a viscosidade com o incremento das
tensdes. Sado exemplos de fluidos Dilatantes solucdes de amido e solucdes de
farinha de milho e agucar.

Curvas de escoamento que representam os fluidos newtonianos e fluidos néo-
newtonianos independentes do tempo (Herschel-Bulkley, Plasticos de Bingham,

Dilatante e Pseudoplastico) podem ser observadas na Figura 04 .

Figura 04. Curva de escoamento de fluidos newtonianos e n&o-newtonianos de propriedades

independentes do tempo de cisalhamento.
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Fonte: http://www.setorl.com.br

As curvas de escoamento sdo bastante Uteis para desenvolver produtos,
controlar sua qualidade de producdo e na aceitagcdo por parte dos consumidores.
Além das curvas de escoamento, sdo importantes 0s ensaios oscilatorios
(dindmicos). Os ensaios oscilatérios permitem avaliar a estabilidade das

suspensdes, pois fornecem parametros relacionados ao comportamento da estrutura
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do material, uma vez que utiliza baixas taxas de deformacéo, o que tem similaridade
com os processos de sedimentacdo das particulas em suspensado. As respostas dos
ensaios oscilatorios sdo os modulos de armazenamento (G’) e os moédulos de
dissipacdo (G”), que sdo obtidos em funcdo da frequéncia (w), produzindo um
espectro mecanico (GIBOREAUS, 1994). Para a realizacdo dos testes oscilatorios
com a finalidade de determinar as propriedades viscoelasticas dos materiais, sédo
efetuadas duas etapas distintas e independentes, a varredura de tensdo e a
varredura de frequéncia. A varredura de tensdo determina o intervalo viscoelastico
linear e ocorre quando a amostra é aplicada uma tensdo com frequéncia de
oscilacédo e temperaturas constantes, registrando-se os valores de G’ e G”. Tal teste
determina a maxima tensdo que pode ser aplicada ao material sem que ocorra
ruptura da sua estrutura interna. Ja a varredura de frequéncia, realizada dentro do
intervalo viscoelastico linear determinado nos testes de varredura de tensdo, é
usada para caracterizar a conformacdo e as interagbes intermoleculares dos
materiais em diferentes estados de coeséo, registrando-se os valores de G’ e G”,
em funcdo da frequéncia aplicada. Tais ensaios permitem a classificacdo dos
materiais em solucdo diluida, solugdo concentrada, gel fraco e gel forte, conforme
seja a relagcao entre G’ e G” (SATO, CUNHA, 2007), conforme pode ser observado
na Figura 05.

Figura 05. Espectros mecanicos tipicos de quatro sistemas: (a) solugdo diluida, (b) solugdo

concentrada, (c) gel forte e (d) gel fraco.
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Fonte: Alves, 2003.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar experimentos de composicdo quimica, de aspectos quimico-
estruturais, de avaliacdo de atividade antioxidante e do comportamento reoldgico de

fracOes polissacaridica obtidas a partir da alga vermelha Gracilaria intermedia.

2.2 Objetivos Especificos

» Estabelecer composicao centesimal da alga seca.

* Realizar extracdos de fracdo polissacaridica da alga Gracilaria
intermedia por digestdo por papaina, extracdo sem pré-tratamento e
extragcbes com pré-tratamentos por NaOH e KOH, a frio e a quente,
nas concentracoes de 1% e 5%.

» Calcular o rendimento de polissacarideos obtidos.

e Determinar o teor de sulfato, proteinas, carboidratos e 3,6-anidr-
galactose em todos os materiais obtidos a partir dos diferentes
meétodos de extracdo propostos.

o Caracterizar estruturalmente as fragbes polissacaridicas através de
Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourrier e Ressonancia Magnética Nuclear (*3C, *H e 2D 'H COSY).

* Avaliar o efeito dos materiais em estudo quanto a sua atividade
antioxidante in vitro, realizando os testes de Capacidade Antioxidante
Total e de Quelacéo do ion Ferroso.

* Verificar o comportamento reolégico das fracbes polissacaridicas
extraidas (em solucdo aquosa) em testes estacionario e oscilatorio

dinamicos.
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3. MATERIAIS

3.1 Coleta e identificacdo da alga marinha

Exemplares de Gracilaria intermedia (registrada sob o numero 2386 no

herbéario ficologico do Laboratério de Ciéncias do Mar — Labomar, Universidade

Federal do Ceara) foram coletados na Praia da Taiba, municipio de Sdo Goncalo —

em abril/2013, durante maré baixa, e conduzidos ao Laboratério de Algas Marinhas do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC), em sacos plasticos. No

laboratdrio, as algas foram limpas de epifitas e demais organismos incrustantes,

lavadas com agua destilada e secas, a 25 °C. O aspecto macroscoépico da alga e sua

classificagao taxondmica podem ser observados na Figura 06.

Figura 06. Aspecto macroscoépico da alga marinha vermelha Gracilaria intermedia e sua classificagédo

taxonémica.
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Gracilariales
Gracilariaceae
Gracilaria

Gracilaria

intermedia J.Agardh
1901

Fonte: Autor/ Algaebase, 2013.

3.2 Solucgdes e reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades

analiticas adequadas. Os reagentes e solucdes utilizadas foram:
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2,2’-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio, 2,2-difenil-1-picrilidrazila, acido
ascorbico, acido cloridrico, &cido etilenodiamino tetra-acético, acido fosforico, acido
sulfurico, acido tricloroacético, agua deuterada, albumina sérica bovina, azul de
comassie, brometo de potassio, cisteina, cloreto de bario, cloreto de cetilpiridinio,
cloreto de soédio, cloreto férrico, etanol, fenol, ferrozina, fosfato de sodio, frutose,
galactose, gelatina, hexano, hidréxido de potassio, hidroxido de sédio, metanol,
molibdato de amoénio, papaina, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de sédio,

tampdao acetato de sodio, tetrametilsilano, timol, zinco.
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4. METODOS

4.1 Composicao centesimal

4.1.1 Umidade

Para a determinacédo da umidade, 4 g de Gracilaria intermedia seca tiveram
massa aferida em pesa-filtro. Em seguida, o pesa-filtro contendo o material em
estudo foi disposto em estufa a 105 °C, durante 12 h e, apds seu equilibrio térmico,
a massa foi novamente aferida. A umidade foi determinada comparando-se a
quantidade de massa existente no inicio e no final de todo o experimento (A.O.A.C,
1990).

4.1.2 Cinzas

Porcdo de 4 g de amostra seca (proveniente do teste de umidade), em
cadinho de porcelana, foi inserida em forno mufla, a 550 °C e |4 permaneceu por 4 h.
Tal procedimento permitiu completa mineralizacdo e carbonizagcdo da amostra. O
cadinho, entdo, foi retirado da estufa e mantido em dessecador até que fosse
atingida a temperatura ambiente. Em seguida, ocorreu pesagem do material obtido,

gue constitui a quantidade de cinzas presente na amostra (A.O.A.C, 1990).

4.1.3 Proteina Bruta

Em baldo de Kjeldhal, foram inseridos 2 g de amostra, 30 mL de H,SOg4, 0,5 g
de CuSO4 e 9,5 g de Na,SO,. Tal sistema foi levado a digestor, por 30 minutos.
Apods o resfriamento, adicionou-se ao baldo 200 mL de &gua destilada, 1,0 g de
zinco e 100 mL de solugdo de NaOH 40 %. Tal mistura foi reduzida em 1/3, por
destilacdo e, posteriormente, titulada com NaOH a 0,1 mol.L™. Como solucdo
receptora foram utilizados 50 mL de acido sulfdrico 0,1 mol.L* e como indicador o
vermelho de metila (A.O.A.C, 1990).
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4.1.4 Lipidios

Amostras secas da alga marinha em estudo foram dispostas em equipamento
extrator juntamente com 100 mL de hexano, durante 8 h. Ocorreu, em seguida,
evaporacao parcial do solvente em banho maria a 70 °C, manutencédo da amostra
em estufa a 100 °C e pesagem do material. A percentagem de lipidios da amostra foi
calculada fazendo-se a diferenca entre pesagens realizadas no inicio e no final do
experimento. (A.O.A.C, 1990).

4.1.5 Carboidratos Totais

Os carboidratos totais foram obtidos por diferenca segundo o método de

Pearson (1976) pelo emprego da seguinte equacao:

% Carboidratos = (100% da matéria seca) — [(% Lipideos)+(% Cinzas)+(%

Proteinas)]

4.2 Extracdo de polissacarideos

4.2.1 Extracdo por digestdo com papaina (Enzimatica )

A extracdo dos polissacarideos ocorreu segundo a metodologia de Farias,
Valente, Pereira, Mourao (2000) com modificagbes. Alga seca (5 g) foi suspensa em
250 mL de tampéao de acetato de sédio 0,1 (pH 5,0), contendo 1,0 g de papaina,
EDTA 5 mM e 5 mM de cisteina e incubou-se a 60 °C durante 30 min. A mistura de
incubacédo foi entdo filtrada por uma membrana de nylon, e o homogeneizado foi
guardado. Os polissacarideos sulfatados em solucao foram precipitados com 16 mL
de solucdo de cloreto de cetilpiridinio (CPC) 10%. Ap6s 24 h a temperatura
ambiente, a mistura foi centrifugada a 2560 x g durante 20 min a 20 . Os
polissacarideos sulfatados foram lavados com 500 mL de solugédo de 0,05% de
CPC, dissolvido em 100 mL de uma solucdo 2 mol.L™ de NaCl-etanol (100: 15, v / v).
Os polissacarideos de tal mistura foram precipitados com 200 mL de etanol
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absoluto. Apds 24 h, a 4 C, o precipitado foi reco lhido por centrifugacdo (2560 x g

durante 20 min a 20 C) e lavado exaustivamente com etanol a 80%, etanol absoluto

e acetona. Seguindo-se secagem por fluxo de ar quente (60 °C).

Figura 07. Esquema de extracdo enzimatica de polissacarideos da alga vermelha Gracilaria

intermedia.

5 g de alga seca em 250 mi de
tampdo de acetato de sodio

0,1 {pH 5.0}, contendo 1,0 g de
papaina, EDTA 5 mi e 5 mM
de cisteina (60 "C, 30 min)

Precipitado dissolido em

Fracdo rica em polissacarideos
sulfatados de Gracilana infermedia

Filtracao *| Filtrado *| 16 mL de solucdo

Precipitacdo com

de CPC 10%.

25°C,24n

100 mL de solugiio 2M de |+————| Lavagem com 500 mL,

Centrifugacéio 2560 g
«—1 20°C, 20 min

NaCl-etanol (100:15, viv) CPC0,05%
Centrifugacéo 2560 g Precipitacdio em 200 mL
20°C, 20 min * | de etanol absoluto.

Centrifugacio 2560 g
E— e
2°C 24n | 20°C.20min

Secagem por fluxo

Lavagens com etanol 80%

o «— | sequidas por lavagens em
de-ac quents, GUC” | o5 *C, 24 h| etanol absoluto e acetona.
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4.2.2 Extracdo sem prée-tratamento (Nativa)

Para a extracdo sem pré-tratamento, seguiu-se metodologia proposta por
Marinho-Soriano, Bourret, Casabianca, Maury (1999), com modificaces. Para tal, 10
g de alga seca foram hidratadas com 300 mL de agua durante 2 h. Seguiu-se
filtracdo, sendo a agua desprezada e sendo adicional mais 300 mL de &gua
destilada a alga. Tal mistura foi, em banho-maria, submetida & temperatura de 100
T, por 2h. Ocorreu filtracdo em seda e o material resultante foi deixado em placa de
petri, por 24 h a 25 T, para gelificacdo. Ocorreu entdo o congelamento (-20 C) e
descongelamento (25 €) do material, que foi seco e m liofilizador. Seguiu-se sua
pesagem para avaliagdo do rendimento da extracéo.

Figura 08. Esquema de extracdo sem pré-tratamento.

Para hidratacdo:10 g de Residuo + Filfracédo a
alga seca com 300 mL »| 300 mL +* quente em
de agua destilada, Filtracéo deagua [100°C, 20| tecido (seda).
durante 2h. destilada.

. Congelamento por Filtrado mantido
Secagem do material 24 h seguido por |, a25°C, 24h
em liofilizador. descongelamento para gelificacéo.

a 25°C

Aferir a massa do
material obtido.
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4.2.3 Extracao de polissacarideos com o pré-tratame  nto alcalino, a frio, da alga

Gracilaria intermedia.

As extracbes de agar com o pré-tratamento alcalino a frio ocorreu conforme
metodologia proposta por Gerund, Kamura, Ohno(1997), com modificacdes. Quatro
porcoes de 10 g de alga foram hidratadas em 300 mL de agua durante 2 h, 25 °C. As
misturas foram filtradas e as algas foram adicionados 300 mL de solucdo alcalina
(NaOH 1,0 % - preparo 01 - NaOH 5,0 % - preparo 02 - KOH 1,0% - preparo 03 -
KOH 5,0% - preparo 04). Estes sistemas foram mantidos a 25 °C, por 2 h. As algas
foram, entdo, lavadas durante 12 h ou até que seu pH estivesse entre 6,5 e 7,0.
Adicionou-se, entdo, 300 mL de agua a cada por¢édo de alga. Tais misturas foram,
em banho-maria, submetidas a temperatura de 100 C, por 2 h. As misturas obtidas
foram filtradas ainda quentes, em seda, e os filtrados resultantes foram deixados em
placa de petri, 25 °C, 24 h. Ocorreu entdo o congelamento (-20 °C) e
descongelamento (25 °C) dos materiais, que foram secos em liofilizador. Seguiu-se

pesagem dos materiais obtidos para avaliagdo dos rendimentos das extragdes.

Figura 09. Esquema de extracBes que tiveram a alga pré-tratada com solug@es alcalinas, a frio.

Plara hidratagéo&‘lla%g [Ij_e Residuo + 300 mL de solucio
alga seca com ML j——————-+ ajcalina de NaOH ou KOH nas

gﬁr:’ﬁfeazieﬁ”ad& Filtragdo concentragdes de 1% ou 5%.
Filtracdo a quente Alga + 300 mL de Lavagem por 12 h
em tecido (seda). h00°C. 2h dgua destilada. pHB,5-7,0

Filtrado mantido a Congelamento por -

95 °C, 24h para 24h seguido por Secagem do material

gelificacio descongelamento a em liofilizador.

) 25°C.

Aferir a massa do
material obtido.
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4.2.4 Extracdo de polissacarideos com o pré-tratame nto, a quente, da alga

Gracilaria intermedia

As extracbes de agar com o pré-tratamento alcalino a quente ocorreu
conforme metodologia proposta por Rebello et al.(1997), com modificagbes. Quatro
porcoes de 10 g de alga foram hidratadas em 300 mL de agua durante 2 h, 25 °C. As
misturas foram filtradas e as algas foram adicionados 300 mL de solucdo alcalina
(NaOH 1,0% - preparo 01 - NaOH 5,0% - preparo 02 - KOH 1,0% - preparo 03 - KOH
5,0% - preparo 04. Estes sistemas foram mantidos por 2 h, a 80 °C. As algas foram,
entdo, lavadas durante 12 h ou até que seu pH estivesse entre 6,5 e 7,0. Adicionou-
se, entdo, 300 mL de agua destilada a cada por¢éo de alga. Tais misturas foram, em
banho-maria, submetidas a temperatura de 100 C, por 2 h. As misturas obtidas
foram filtradas ainda quentes e os materiais resultantes foram deixados em placa de
petri, 25 °C, 24 h. Ocorreu entdo o congelamento (-20 °C ) e descongelamento dos
materiais (25 °C), que foram secos em liofilizador. Seguiu-se pesagem dos materiais
para avaliagdo do rendimento das extragoes.

Figura 10. Esquema de extra¢gBes que tiveram a alga pré-tratada com solug@es alcalinas, a quente.

Para hidratacdo:10 g de Residuo + 300 mL de solugéo
algasecacom 300mL | 5ca0ina de NaOH ou KOH nas

gﬁrggtueaziesmad& Filtracao concentracdes de 1% ou 5%.
80°C, 2h
Filtrac&o a quente Alga + 300 mL de Lavagem por 12 h
em tecido (seda). hoo°C. 2h dgua destilada. pHB5-7,0
L
Filtrado mantido a Congelamento por -
25 °C. 24h para 24h sequido por Secagem do material
geliﬂc’agéo descongelamento a em liofilizador.
’ 25°C.

Aferir a massa do
material obtido.
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4.3 Rendimento

Para célculo do rendimento da fracéo obtida foi utilizada a seguinte férmula.

massa (g) do material seco obtido

Teor de polissacarideos % = 100

- —X
massa (g)de macroalga seca utilizada para o processo de extragéo

4.4 Caracterizacdo de composicdo quimica

Para a realizacdo dos testes de composicdo quimica, foi utilizado
espectrofotometro Thermo Spectronic Genesys 20, Usa.

4.4.1 Determinacgédo de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada segundo do método proposto por Bradford
(1976).

O preparo da solugcéo de Bradford ocorreu pelo seguinte procedimento: 50,0 mg
de Comassie G-250 foram dissolvidos em 25,0 mL de alcool etilico e a solucao
obtida, agitada durante 1 h em erlenmeyer envolto com papel aluminio. Seguiu-se a
adicao de 50,0 mL de acido fosférico 85 %. O volume foi entdo aferido para 500 mL
com o uso de agua destilada. A solucdo resultante foi filtrada trés vezes com papel
de filtro e acondicionada em frasco &mbar a temperatura ambiente.

Procedeu-se confeccéo da curva padrao com Albumina Sérica Bovina (BSA) pela
mistura de 1,0 mL de solucdo de BSA em diferentes concentracbes e 2,5 mL de
solucdo de Bradford. Apds 10 min, as solucbes obtidas foram analisadas em um
espectrofotometro em comprimento de onda de 595 nm. Todas as concentracdes
foram analisadas em triplicata.

Para que a quantidade de proteina das amostras fosse dosada, foram utilizadas
solucdo de 1,0 mg.mL™ de polissacarideos diluida nas seguintes propor¢ées 1:10,
1:50 e 1:100. A tais solu¢des foram adicionados o reagente de Bradford e feitas
leituras em espectrofotdmetro a 595 nm. Para a estimativa das concentragbes de
proteina foi realizada correlacdo entre as leituras obtidas com as soluc¢des contendo

a amostra e as da curva padrao.
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4.4.2 Determinacéo de Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais foi determinado seguindo o método de Dubois et
al. (1956). Utilizou-se uma curva de calibracdo. Para a confeccdo desta, galactose
foi usada como padréo.

Foi preparada uma solucdo de partida (0,0004 g.mL™") com o padréo
galactose e procedeu-se confeccao da curva de calibracdo. Cada um dos pontos
desta curva foi obtido pela leitura, em espectrofotdmetro, 490 nm, de solucdes
preparadas com 500,0 pL de solucédo de galactose em diferentes concentracoes; 0,5
mL de solucéo de Fenol (5 %) e 2,5 mL de solugdo concentrada de acido sulftrico
(95,5 %).

Cada uma das amostras em estudo foi preparada na concentracdo de
0,5 mg.mL™. Estas solucdes foram entdo diluidas na proporcdo volumétrica 1:9 e
realizou-se procedimento citado no paragrafo anterior. A quantificacdo de galactose
ocorreu por correlagdo com a curva de calibracdo. Cada um dos ensaios foi

realizado em triplicata.

4.4.3 Quantificacao de 3,6 anidrogalactose

Para quantificacdo de 3,6 anidrogalactose utilizou-se metodologia proposta
por Matsuhiro (1995). Para o ensaio, utilizou-se solucdo de timol 5 % em etanol
98 % e solucdo de cloreto férrico a 0,5 % em HCI concentrado. Curva padrdo foi
obtido com frutose como padréo.

Diluiu-se 10 mg de cada uma das amostras de polissacarideo foi diluida em
um volume de 50 mL de &gua destilada, em banho-maria (95 € — 100 ) até
completa dissolucdo do material; a tal preparagdo deu-se o nome de solugéo
estoque.

A tubos de ensaio de 30 mL, adicionou-se 2 mL de agua destilada; 0,5 mL de
solucdo de Timol 5 %, 5 mL de solucdo de Cloreto Férrico 0,5 % e 2 mL da solucao
estoque das amostras. Tais tubos foram aquecidos, a 80 T, durante 13 min e
resfriadas em banho de gelo. Acrescentou-se 10 mL de alcool etilico 98% a cada um

dos tubos em experimentacao, seguiu-se agitacao.
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Realizou-se leitura das solugdes obtidas em espectrofotdbmetro, a 635 nm e 0s
percentuais de 3,6 anidrogalactose foram calculados utilizando a seguinte férmula:

3,6 AG (%) = ((Abs /ICP ) x (VS /(PAXAL)) x 100

3,6AG (%)= Teor percentual de 3,6 anidrogalactose

Abs = Leitura da absorbancia no comprimento de onda 635nm
ICP = Inclinacdo da curva padrao

VS = Volume total da solugéo estoque preparada em mL

PA = Peso do polissacarideo seco utilizado na andlise em mg

AL = Aliquota da solucao estoque utilizada para a analise em mL

O ensaio foi feito em triplicata para cada uma das amostras.

4.4.4 Determinacéo de Sulfato

O teor de sulfato foi determinado por meio de hidrélise acida em HCI 1,0
mol.L™* (105 — 110 °C, 5 h) e turbidimetria a 500 nm, pelo método de gelatina-bario
(DODGSON, PRICE, 1962). Para tal procedimento, 200 mg de gelatina foram
dissolvidos em 40 mL de agua a 70 °C e esta solucdo foi mantida em geladeira
durante 12 h; seguiu-se a adicdo de 200 mg de cloreto de bario ao fluido, e esta
solucdo foi novamente acondicionada em geladeira por um periodo de 2 h. Seguiu-
se a mistura de hidrolisado de polissacarideos ou diferentes concentracdes da
solucdo padrdo (curva de calibragdo), HCI 1,0 mol.L™, &cido tricloroacético 3 % e
solucdo gelatinosa. Apés 20 min em temperatura ambiente, as solu¢des obtidas no
processo acima citado tiveram leitura de absorbancia aferidas em espectrofotometro
no comprimento de onda de 500 nm. Confeccionou-se curva de calibracdo com o
uso de sulfato de sédio anidro como padréo. A quantificacdo de sulfato livre em cada
uma das amostras obtidas ocorreu por correlagdo com a curva de calibracdo. Cada

um dos ensaios foi realizado em triplicata.
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4.5 Caracterizagfes da amostra por métodos espectro  scépicos
4.5.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros das fragdes polissacaridicas foram obtidos através da disperséo
das amostras em pastilhas de KBr e, para obtencdo do espectro, foi utilizado um
Espectrofotdmetro de Infravermelho com transformada de Fourier da Shimadzu,

modelo FTIR-8300, apresentando uma janela espectral de 400 a 4000 cm™,
4.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C é um método bastante
eficiente para analisar a estrutura de polissacarideos de algas (LAHAYE, YAPHE,
VIET, ROCHAS, 1989; MILLER, FURNEAUX, 1997; USOV, YAROTSKY,
SHASHKOV, 1980; VALIENTE et al., 1992).

Os espectros de *C, *H e 2D *H COSY RMN foram obtidos pela diluicdo do
material em D,0O e gravados a 353 K em espectrometro Bruker Avance DRX 500

com transformada de Fourrier.
4.6 Atividade antioxidante
4.6.1 Capacidade antioxidante total

O teste de capacidade antioxidante totalfoi baseado na reducéo de Mo °* a
Mo °*, foi realizado conforme a metodologia proposta por Prieto, Pineda, Aguilar
(1999). Aliquotas da solucdo de polissacarideos (0,1 mL) em diferentes
concentracdes (1,0 mg.mL™ a 15,0 mg.mL™) foram misturados com 1,00 mL da
solucao reagente (0,6 mol.L™* de acido sulfarico, 28,0.10° mol.L™ de fosfato de sédio
e 4,0 10°mol.L™* de molibdato de aménio). Seguiu-se incubacdo a 95 T durante 90
min. Posteriormente, a absorbancia de cada uma das amostras obtidas foi lida a 695
nm. Uma curva padrdo nas mesmas condi¢des foi preparada com solugfes de acido
ascorbico. Assim, os resultados sdo apresentados na forma de equivaléncia de

acido ascorbico (EAAsC).

42



4.6.2 Quelacéo do ion ferroso

O ion ferro esta associado com a peroxidacdo de lipidos devido a reacao de
Fenton. Este processo esta relacionado a uma série de doencas (CHUN-HUI,
CHANG-HAI, ZHI-LIANG, YI, 2007; QI et al, 2005; ZHANG, WANG, ZHANG, ZHAO,
2011). A formagdo de um complexo entre compostos antioxidantes e este ion, dessa
forma, inviabiliza que este reaja com macromoléculas e, consequentemente, cause
danos as células (MOURADI-GIVERNAUD et al., 2013). A atividade quelante de ion
ferroso dos polissacarideos sulfatados foi investigada de acordo com a metodologia
usada por Zhang, Wang, Wang, Ma, Zeng (2012). Aliquotas de 1,0 mL de solugbes
polissacaridicas em diferentes concentragdes (2,5 mg.mL™* a 15,0 mg.mL™) foram
misturados com 0,05 mL de FeCl, (2 .10 mol.L™Y), 0,20 ml de ferrozina (5,0 .103
mol.L™") e 2,75 mL de &gua. A mistura foi agitada e incubada a temperatura ambiente
durante 10 min. Foi medida a absorbancia da mistura a 562 nm. A atividade quelante

foi calculada utilizando a seguinte equacéo:

Atividade Quelante (%) =[1 — (A1 — A2)/Ag] x 100,

Onde A é a absorcao do branco, A; € a absorbancia da solucdo a ser testada e A, é
a absorbancia de solucédo idéntica a A;, com a substituicdo de FeCl, pela mesma

aliquota de agua. Acido ascorbico foi utilizado como controle positivo.

4.7 Caracterizacao Reoldgica

Medidas reologicas foram realizadas em um redmetro rotacional (Ares, TA
Instruments, New Castle, USA), usando a geometria cone-prato — Figura 11 - (50
mm de diametro, angulo do cone medindo 0,0399 rad e lacuna de 0,0553 mm).
Todas as medidas foram realizadas a 25 +1 TC.

Curvas de fluxo foram obtidas aumentando as taxas de 0,1 a 100 s™ com

incremento de 4 s e, em seguida, na sequéncia inversa.
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Figura 11 . Sistema cone-prato.

Fonte: BRUMMER (2006).

Testes dinamicos foram realizados para a avaliacdo do comportamento do
modulo de armazenamento (G’) e do modulo de perda G” em funcdo da frequéncia.
As varreduras de frequéncia foram realizadas na regido linear viscoelastica (RVL).

A fim de fazer comparacfes quanto a propriedades e possiveis aplicacdes, 0s
testes reoldgicos também foram realizados com uma amostra de agar comercial

(Sigma Aldrich, USA) com propriedades de gel forte.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da composicéo centesimal

A composicdo centesimal tem por finalidade determinar componentes
especificos de alimentos, tais como a umidade e teores de cinzas, proteinas, lipidios
e carboidratos. O teor de umidade relaciona-se com a estabilidade, a qualidade e a
composicdo dos alimentos. As cinzas s&o consideradas como os residuos
inorganicos que persistem no material em andlise apés a queima da matéria
organica, que se converte em CO,;, H,O e NO,. As proteinas sdo grandes
constituintes das células vivas e, nos alimentos, estédo relacionados a propriedades
organolépticas e de texturas. Os lipideos sdo componentes insollveis em agua e
solaveis em solventes organicos, sendo seu teor bastante variavel de acordo com o
alimento analisado. Os carboidratos sdo abundantes e amplamente distribuidos nos
alimentos, sua determinacdo €& de grande importancia, uma vez que aos
carboidratos sdo atribuidas varias funcdes como: matéria-prima para produtos
fermentados, ingrediente dos cereais, responsaveis pelas reaces de oxidacédo dos
alimentos e o0s principais responsaveis pelas propriedades reoldgicas,
extensivamente estudadas no desenvolvimento de produtos industriais (CECCHI,
2007). Os valores obtidos, na andlise centesimal da alga marinha Gracilaria
intermedia, sdo similares aos encontrados em outras algas marinhas, conforme pode

ser observado na Tabela 01.

Tabela 01. Composicdo centesimal de algas marinhas.

Alga Marinha Umidade(%) Lipideos(%) Cinzas (%) Proteina (%) Carboidratos(%)
Este estudo 13,96 0,44 12,32 15,42 57,86
G.cervicornis (a) 14,33 0,43 7,72 22,96 63,12
S.vulgare (@) 14,66 0,45 14,20 15,76 67,80
G.turuturu  (b) - 2,60 18,00 23,00 -
S.filiformis  (c) 15,06 0,33 15,12 20,31 49,18
H.musciformis(c) 14,17 0,33 14,14 17,12 54,24

Fonte: (a) Marinho-Soriano, Fonseca, Carneiro, Moreira (2006). (b) Denis (2010). (c) Carneiro et al.
(2012).
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A umidade de 13,96 % encontrada para o material em estudo sugere que o
processo de secagem da alga a 25 °C mostrou-se eficaz para que a mesma possa
vir a ser estocada. Produtos que possuem um teor de umidade inferior a 30%
atingiram uma zona de adsorcdo primaria, a qual aponta para uma forte ligacao da
dgua ao material, que inviabiliza a proliferacdo de microorganismos (BULLERI,
2010).

A quantidade de lipideos da alga Gracilaria intermedia é condizente com as
encontradas em outras algas. Apesar da pequena quantidade de lipidios, estudos
apontam que as gorduras encontradas em algas marinhas tém importante valor
nutricional pela proporcdo de &cidos graxos insaturados e poli-insaturados
(TABARSA, REZAEI, RAMEZANPOUR, ROBERTWAALAND, 2012).

As cinzas das algas marinhas sdo majoritariamente compostas por calcio,
magnésio e iodo. Apesar de o iodo ser um importante elemento traco, sua excessiva
guantidade em algumas espécies de algas oferece riscos a saude de quem as
consome (FLEURENCE et al. 2012).

O valor de proteinas que foi encontrado na alga marinha Gracilaria
intermedia foi de 15,42 %. Este valor € menor que o0 apresentado por outras algas,
conforme pode ser observado na Tabela 01. Entretanto, este percentual de
proteinas € maior do que o teor de proteinas encontrado em alimentos de origem
vegetal - arroz integral (7,5 a 9,0 %), arroz polido (5,2 a 7,6 %), farinha de trigo (9,8
a 13,5 %), milho (7,0 a 9,4 %), batata (10,0 a 13,0 %) - e mesmo alimentos de
origem animal, como o leite integral (3,5 %) e o0 ovo (13,0 %) (CECCHI, 2007).

5.2 Rendimentos

Os rendimentos de polissacarideos obtidos foram de 17,00% para a fracao
enzimatica; 31,25% para a amostra nativa; 26,75% para a amostra obtida com
NaOH 1%, a frio; 29,72% para a obtida por NaOH 5%, a frio; 39,61% para a
amostra tratada com KOH 1%, a frio e 35,93% para a tratada com KOH 5%, a frio. O
tratamento alcalino a quente néo resultou em material gelificante e, dessa forma, foi
descartado. Tais rendimentos situam-se entre valores obtidos em outras algas do

género Gracilaria, conforme aponta a Tabela 02.
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Tabela 02. Rendimento de polissacarideos obtidos de algas vermelhas do género Gracilaria.

Alga Rendimento (%)
Gracilaria birdiae (a) 6,50
Gracilaria blodgettii (b) 26,20 - 37,00
Gracilaria cervicornis (b) 39,30
Gracilaria cornea (c) 21,40
Gracilaria corticata (d) 21,80
Gracilaria corticata (e) 9,50 -16,00
Gracilaria crassa (e) 12,00 — 23,00
Gracilaria crassissima (b) 13,10 — 30,00
Gracilaria edulis ) 10,90
Gracilaria fisheri ) 13,30

Fonte: (a) Maciel et al., 2008.
(b) Freile-Pelegrin, Murano, 2005.
(c) Melo, Feitosa, Freitas, De Paula, 2002.
(d) Adriamanantoanina, Chambat, Rinaudo, 2007
(e) Meena, Prassad, Ganesan, Siddhanta,2008.
(f) Praiboon et al.,2006.

A espécie de alga, a metodologia empregada para a extracdo de seus
polissacarideos, variacbes sazonais e mesmo o local de origem dos espécimes é
determinante para o seu rendimento. As diferencas de rendimentos observadas na
tabela devem estar relacionadas a algumas dessas variantes. E 0s resultados
obtidos neste estudo mostram a influencia que diferentes metodologias de extracéo
tém no rendimento dos materiais polissacaridicos obtidos.
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5.3 Determinacao de Proteinas

A curva de calibracdo obtida com o padrdo albumina sérica bovina e o

reagente de Bradford para a determinacdo da quantidade de proteinas presentes
nas amostras pode ser observada na Figura 12 ..

Figura 12. Curva padréo para a estimativa da concentracdo de proteinas.
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As leituras de absorbancia das solu¢cdes contendo polissacarideos de todas

as extracoes realizadas ficaram abaixo do poder de deteccdo do aparelho utilizado,

0 que demonstra que 0s materiais obtidos pelas extragbes realizadas possuem

apenas tragos de proteinas.

5.4 Determinagéo de Carboidratos totais

A curva de calibracdo obtida com o padrdo galactose, para a determinacéo da

quantidade de acucares (galactose) presentes nas amostras pode ser observada na

Figura 13.
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Figura 13. Curva padrao que utilizou galactose para aplicacdo do método de Dubois.
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A correlacéo dos valores encontrados nas solucdes do polissacarideo obtido

da alga Gracilaria intermedia e a curva de calibracdo (Figura 13) apontam para as

seguintes quantidades de galactose: enzimatica (54,64 = 1,19%), nativa (56,87 *
3,72%), NaOH 1,0% (43,57 + 2,00%), NaOH 5,0% (50,08 + 2,66%), KOH 1,0%
(43,75 £ 2,75%), KOH 5,0% (48,50 + 2,13%). Os valores de galactose apresentados

por cada uma das amostras polissacaridicas em estudo ndo apresentam diferencas

estatisticamente significantes entre si, conforme pode ser observado na Figura 14 .
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Figura 14. Determinacdo de Galactose pelo método Fenol-sulfirico, com galactose como padréo. As

médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os teores de carboidratos encontrados sao condizentes com 0s percentuais
de D-galactose encontrados em outras algas do género Gracilaria. Amorin et
al.(2012) realizaram o teste fenol sulfirico em diferentes fracbes de Gracilaria
ornata, Brasil, e encontraram teores de acucares variando entre 33,14 e 62,20%. Em
fracOes polissacaridicas da alga Gracilaria birdeae, Brasil, foram encontrados teores

de acucares entre 30,8 e 68,2% (VANDERLEI et al., 2011).

5.5 Quantificacdo de 3,6 anidrogalactose

A curva de calibracao obtida com o padrao frutose para a quantificacao de 3,6

anidrogalactose pode ser observada na Figura 15.
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Figura 15. Curva padrdo utlizando frutose para a determinacdo colorimétrica do teor de 3,6

anidrogalactose com leitura espectrofotométrica feita a 635 nm.
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As correlacfes entre a curva padréo e solu¢des de polissacarideo apontam que
0S materiais em estudo apresentam o0s seguintes percentuais de 3,6
anidrogalactose: enzimatica (23,34 + 1,92%), nativa (21,12 £ 1,03%), NaOH1%
(31,12 + 1,07%), NaOH 5% (36,12 + 2,78%), KOH 1% (23,62 + 4,19%), KOH 5%
(25,02 + 2,40%). O percentual de 3,6 anidrogalactose de cada uma das amostras em
estudo é ilustrado na Figura 16. Considerando as diferencas estatisticamente
significantes, € possivel concluir que as amostras obtidas por meio de tratamento
alcalino tiveram os valores de 3,6-anidrogalactose aumentados, quando se
comparam estes materiais com a amostra obtida sem pré-tratamentos (nativa). O
maior aumento de 3,6 anidrogalactose ocorreu na amostra obtida por pré-tratamento

alcalino da alga com NaOH 5%.
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Figura 16 . Percentual de 3,6 anidrogalactose quantificado nos produtos dos diferentes protocolos de

extracdo de polissacarideos da alga vermelha Gracilaria intermedia. As médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Os valores obtidos sdo condizentes com valores de 3,6 anidrogalactose

encontrados em outras algas do género Gracilaria submetidas a diferentes

protocolos de extracdo, como sugere a Tabela 03.

Tabela 03. Quantidade de 3,6 anidrogalactose encontrado em algas marinhas do género Gracilaria.

Alga 3,6 anidrogalactose (%)
Gracilaria eucheumoides (@) 26,00- 31,00
Gracilaria cervicornis (b) 37,00
Gracilaria blodgettii (b) 32,00-40,00
Gracilaria crassissima (b) 35,00-43,00

Fonte: (a) Villanueva et al., 1999. (b) Freile-Pelegrin, Murano, 2005.
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5.6 Determinacao de sulfato

A curva de calibragdo obtida com o padrdo sulfato de sédio anidro para a

quantificacdo de sulfato livre é apresentada na Figura 17 .

Figura 17. Curva padrdo confeccionada com sulfato de sédio anidro para quantificacdo de sulfato

livre.
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As correlagcdes entre a curva padrdo e solugdes de polissacarideo
apontam que os materiais em estudo apresentam 0s seguintes percentuais de
sulfato: enzimatica (6,60 + 0,38%), nativa (4,77 + 0,30%), NaOH 1,0% (2,75 *
0,11%), NaOH 5,0% (2,45 + 0,16%), KOH 1,0% (2,61 + 0,15%) e KOH 5,0% (3,05 +
0,24%). Tais valores, melhor observados na Figura 18, estdo dentro no intervalo de
2,30 e 8,90%, apontado como a variacdo da quantidade de sulfato presente em
polissacarideos de algas do género Gracilaria (MACIEL et al. 2008). Estudos mais
recentes, entretanto, apontam que tal intervalo deve ser ampliado, uma vez que

foram encontrados percentuais de sulfato de 0,76 £ 0,08% em Gracilaria debilis,
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india (MEHTA et al., 2010), 1,00 + 0,05% em Gracilaria caudata, Brasil (BARROS et
al.,, 2013) e 15,66% em Gracilaria cornea, Brasil (COURA et al.,, 2012). Outros
estudos sugerem que o valor de sulfato livre encontrado no material em estudo é
similar ao valor apresentado por outras algas do género Gracilaria, conforme indica

a Tabela 04.

Figura 18. llustracdo do percentual de sulfato livre presente nas fracGes polissacaridicas obtidas a
partir da alga vermelha Gracilaria intermedia por meio de diferentes protocolos de extracdo. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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O experimento de quantificagcdo de sulfato apontam para a eficacia do
tratamento enzimatico em selecionar polissacarideos sulfatados e também a
reducado estatisticamente significativa de sulfato nas amostras tratadas com NaOH e
KOH. Estes resultados também corroboram com os valores encontrados quando

realizados os testes que quantificaram 3,6 anidrogalactose nas amostras: as
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amostras enzimatica e nativa apresentaram quantidade de sulfato superior as
encontradas nos materiais tratados com solugdes alcalinas enquanto que estas tém

os valores de 3,6 anidrogalactose superiores aquelas.

Tabela 04. Percentual de sulfato livre em espécies de algas do género Gracilaria

Alga Fonte Sulfato Livre (%)
Gracilaria eucheumoides (@) 3,30-4,30
Gracilaria cervicornis (b) 5,30-5,50
Gracilaria blodgettii (b) 3,00-3,50
Gracilaria crassissima (b) 1,50-4,30
Gracilaria edulis (c) 1,30- 1,54
Gracilaria crassa (c) 1,50-3,20
Gracilaria folifera (©) 3,70-4,70
Gracilaria corticata (©) 4,20-6,80

Fonte: (a) Villanueva et al., 1999. (b) Freile-Pelegrin, Murano, 2005. (c) Meena, Prassad, Ganesan,
Siddhanta, 2008.

5.7 Espectroscopia vibracional na regiao do infrave rmelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma técnica
bastante Util para a elucidacéo de estruturas de compostos quimicos. Os espectros
de infravermelho dos materiais em estudo apresentam perfis de bandas
semelhantes as que séo relacionadas aos polissacarideos de algas.

A Figura 19 mostra os espectros na regido do infravermelho das fracGes
polissacaridicas em estudo expandido na regido entre 1400 e 700 cm™ para
identificar melhor as bandas dos grupos sulfatados presentes. A Tabela 05 indica as
atribuicdes dadas aos picos obtidos. As bandas encontradas em 1375 - 1372 e 1258
- 1254 cm™ podem ser atribuidas aos grupos ester sulfato (PRADO-FERNANDEZ,
RODRIGUES-VAZQUEZ, TOJO, ANDRADE, 2003; ROCHAS, LAHAYE, YAPHE,
1986). A banda encontrada em 1075 — 1071 cm™ refere-se aos esqueletos de

galactanas (MOLLET, RAHAOUI, LEMOINE, 1998, PRADO-FERNANDEZ,
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RODRIGUES-VAZQUEZ, TOJO, ANDRADE, 2003), e a banda encontrada a 892 -
888 cm™ corresponde & banda especifica de 4gar (MOLLET, RAHAOUI, LEMOINE,
1998). A banda em 931 - 933 cm™ refere-se ao grupo C-O-O presente no 3,6-
anidrogalactose, e a encontrada em 819 - 822 e 860 - 867 cm™ indica a presenca de
grupos sulfatados (CHOPIN, WHALEN, 1993; MOLLET, RAHAOUI, LEMOINE, 1998;
PAREKH, DOSHI, RAO, CHAUHAN, 1987, PRADO-FERNANDEZ, RODRIGUES-
VAZQUEZ, TOJO, ANDRADE, 2003; ROCHAS, LAHAYE, YAPHE, 1986).

Figura 19. Espectros FT-IV em pastilhas de KBr dos Polissacarideos de Gracilaria intermedia na

regido de nimero de onda de 1400 — 700 cm™.
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Tabela 05. AtribuicGes aos picos obtidos em experimentos de infravermelho.

Nmero de onda (cm ) Atribuicdes Referéncia
1380 — 1355 Ester Sulfato ab
1250 — 1240 O =S = O (estiramento assimétrico) abc
1080 — 1040 Esqueleto de galactanas (C - O + C — OH) ad

930 C — O — C de 3,6-anidrogalactose abc
900 - 890 Banda especifica do agar d

850 Galactose-4-sulfato e
820 - 810 Galactose-6-sulfato abc
805 — 800 3,6-anidrogalactose-2-sulfato bc

Fonte: (a ) PRADO-FERNADES et al.,2003. ( b ) ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986. ( ¢ ) CHOPIN;
HALEN, 1993. (d ) MOLLET; RAHAOUI, LEMOINE, 1998. (e ) CHOPIN ; KERIN ; MEZEROLLE,
1999.

5.8 Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) resultaram em
espectros possiveis de analise apenas para a amostra enzimatica, possivelmente
pela sua menor viscosidade frente as demais amostras em estudo.

A Figura 20A mostra os sinais do proton anomérico - a em & 5,14 ppm
atribuido a 3,6 a-L-anidrogalactose. O H-1 de [B-D-galactose ligada a 3,6 Q-L-
anidrogalactose foi o sinal de & 4,60 ppm, e o H-1 ligada a a-L-galactose-6-sulfato foi
o sinal de & 4,44 ppm (MAZUMDER et al., 2002).

A Figura 20B mostra os sinais em & 103,5 ppm, 102,5 ppm, 101,1 ppm, e
98,5 ppm, o que corresponde a carbonos anoméricos de C-1 de [B-D-galactose,
ligadas ao a-L-galactose 6-sulfato, o C-1 da PB-D- galactose ligada a 3,6 Q-L-
anidrogalactose, C-1 de a-L-galactopiranose unidade 6-sulfato, e C-1 de 3,6-anidro-
a-L-galactopiranose, respectivamente (USOV, YAROTSKY, SHASHKOV, 1980;
VALIENTE et al., 1992). Os sinais atribuidos ao CH2 sdo observados em & 69,4 ppm
para 3,6 a-L-anidrogalactose, em d 67,4 ppm para a-L-galactose-6-sulfato, em 6 61,6

ppm por B-D-galactose ligada a a-L-galactose, 6-sulfato, e de 61,3 ppm para & 3-D-
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galactose ligada a 3,6 a-L-anidrogalactose (MACIEL et al.,, 2008). Semelhante a
Maciel e colaboradores (2008), ndo ha evidéncias de um sinal S-CH3 (& 59)
espectro, indicando a auséncia de uma quantidade significativa do residuo -O-metil-
nesta amostra.

A Tabela 06 indica as atribuicdes dadas aos sinais obtidos.

Figura 20. Espectro de RMN de polissacarideos extraidos de forma enzimatica da alga vermelha
Gracilaria intermedia em soluc&o de D,O. (A) *H RMN (B) *C RMN
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Tabela 06

. Atribuic6es aos sinais obtidos em experimentos de Ressonéancia Magnética Nuclear.

& (ppm) Atribuicbes Referéncia
5,14 Préton anomeérico - a 3,6 a-L-anidrogalactose a
4,60 H-1 de B-D-galactose ligada a 3,6 a-L-anidrogalactose a
4,44 H-1 ligada a a-L-galactose-6-sulfato a
103,5 C anomeérico de B-D-galactose ligadas ao a-L-galactose 6-sulfato bc
102,5 C anomérico da B-D- galactose ligada a 3,6 a-L- anidrogalactose bc
101,1 C anomérico de a-L-galactopiranose unidade 6-sulfato bc
98,5 C anomeérico de 3,6-anidro-a-L-galactopiranose bc

Fonte: (a) MAZUMDER et al., 2002. (b ) USOV, YAROTSKY, SHASHKOV, 1980; ( ¢ ) VALIENTE et al.,

1992.

O COSY 2D foi usado para determinar a ressonancia da sequencia de

prétons (Figura 21). Os prétons que sdo acoplados sao, respectivamente, H-1 (B-D-
galactose)/ H-2 (B-D-galactose ) em & 5,62/4,60, H-2 (B-D-galactose)/ H-3 (B-D-
galactose) em & 4,60/5,40, H-3 (B-D-galactose)/ H-4 (B-D-galactose) em & 5,40/4,11,
H-4 (B-D-galactose)/ H-5 (B-D-galactose) em & 4,11/4,26 H-1 (a-L-galactose-6-
sulfato)/ H-2 (a-L-galactose-6-sulfato) em 6 4,69/4,44 e H-2 (a-L-galactose-6-sulfato)/
H-3 (a-L-galactose-6-sulfato) em & 4,44/3,90 .
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Figura 21 . Espectro de COSY de Polissacarideos de Gracilaria intermedia (extracdo enzimatica) em

D,O. Nesta figura, o termo a-L-galactose-6-S se refere a a-L-galactose-6-sulfato.
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5.9 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante total de um composto € determinada pela
formacdo do complexo fosfomolibdénio quando Mo® é reduzido a Mo®*. Os
polissacarideos obtidos da alga vermelha Gracilaria intermedia por diferentes
protocolos de extracdo apresentaram atividade de formacdo do complexo
fosfomolibdénio, e cada uma dessas concentracdes mostrou as seguintes
equivaléncias de &cido ascorbico: Enzimatica (28,98 + 1,86), Nativa (24,34 + 1,52),
NaOH 1% (17,16 + 1,51), NaOH 5% (20,07 + 1,96), KOH 1% (16,82 + 1,58), KOH
5% (15,40 + 1,48). Tais valores de equivaléncia apresentaram diferencas

estatisticamente significativas entre si, conforme é observado na Figura 22.
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Observa-se ainda que a maior atividade antioxidante total € apresentada pela
amostra obtida de maneira enzimatica, a qual apresenta quantidade de sulfato
superior as demais amostras; esta observacao é condizentes com dados obtidos na
literatura que correlacionam significativas propriedades antioxidantes aos
polissacarideos sulfatados (YE et al., 2008; WANG et al., 2010; BARAHONA et al.,
2011; COSTA et al., 2011; YANG et al., 2011; SOUZA et al., 2012; VIJAYABASKAR;
VASEELA; THIRUMARAN, 2012).

Figura 22. Capacidade antioxidante total de polissacarideos de Gracilaria intermedia. As médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

Equivalente de Acido Ascorbico

O ion ferro é associado com a peroxidagéo lipidica que ocorre segundo a
reacdo de Fenton. Processo este que esta relacionado a uma série de doencas
(ZHANG, WANG, ZHANG, ZHAO, 2011; CHUN-HUI, CHANG-HAI, ZHI-LIANG,YI,

2007; QI et al., 2005), e os compostos antioxidantes formam um complexo com este
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ion, prevenindo, dessa forma, os danos as células (MOURANDI-GIVERNAUD et al.,
2013).

O polissacarideo de Gracilaria intermedia apresentou habilidade de quelar
ions ferro (lI) de maneira dose-dependente e apresentaram atividade
significativamente maior que a exibida pelo acido ascérbico (Figura 23 ), usado como

controle positivo.

Figura 23. Percentual de quelacédo do ion ferroso apresentada pelos polissacarideos de Gracilaria
intermedia e atividade exibida por acido ascoérbico. As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para cada

uma das concentracdes testadas.
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Os resultados apresentados, no teste de capacidade antioxidante total e no
teste de quelacédo do ion ferroso, também mostram que os polissacarideos com a
maior quantidade de sulfato sdo o0s que apresentam uma maior capacidade

antioxidante.
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A partir dos resultados dos dois testes que avaliaram a capacidade
antioxidante, é possivel concluir que nos polissacarideos extraidos da alga marinha
Gracilaria intermedia, a capacidade antioxidante estd diretamente relacionada a

quantidade de sulfato contida na amostra.

5.10 Comportamento Reologico

A Figura 24 mostra os graficos obtidos nos experimentos que relacionam taxa
de cisalhamento e tensdo de cisalhamento das amostras em estudo. As curvas
ascendentes e descendentes de tais experimentos delimitam as denominadas areas
de histerese, que sao diretamente proporcionais a quantidade de energia necessaria
para a quebra da estrutura tixotropica das moléculas em solu¢cdo (SCHRAMM,
2006). As areas de histerese obtidas foram pouco consideraveis, exceto nos graficos
relativos as amostras obtidas pelo tratamento com solucdo de NaOH 5%e na

amostra comercial, conforme pode ser observado na Tabela 06.

Figura 24 . Gréficos que relacionam taxa de cisalhamento vs. taxa de deformacdo das amostras em

estudo. Estudo realizado a 25 + 1°C.
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As areas de histerese obtidas a partir de cada uma das amostras estudadas,

nas diferentes concentracdes, podem ser observadas na Tabela 07.

Tabela 07. Areas de histerese obtidas a partir dos graficos de Taxa de cisalhamento x taxa de

deformacéo das amostras em estudo.

o . NaOH NaOH KOH KOH .
Concentracao Enzimatica Nativa Comercial
1% 5% 1% 5%

10,00 mg/mL 225,71 171,93 182,55 246,85 61,75 80,70 448,79

12,50 mg/mL 301,73 203,13 1095,32 1211,25 430,95 172,83 3113,66

15,00 mg/mL 308,88 629,36 851,97 3473,42 349,09 190,32 4102,69

A energia requerida para a quebra da estrutura tixotrépica da amostra
polissacaridica obtida com pré-tratamento alcalino a frio com NaOH 5 % é similar a
necssaria para a quebra da amostra comercial, sobretudo na concentracédo de 1,5
%, 0 que aponta para a similaridades na estruturacdo desses dois materiais na
referida concentracao.

Um importante parametro reoldgico é a viscosidade, propriedade fisica que
um liguido tem de resistir ao fluxo induzido pela tensdo aplicada (cisalhamento). A
viscosidade é dependente da natureza fisico-quimica da substancia, da temperatura,
da pressao, da taxa de cisalhamento e do tempo (SCHRAMM, 2006). A Figura 25
mostra o efeito das concentracdes de polissacarideo, em solucdo aquosa, (10,0
mg.mL?, 12,5 mg.mL* e 150 mg.mL?) nas curvas de viscosidade a uma
temperatura de 25 + 1 . Um comportamento pseudop lastico € observado em
todas as concentragcdes e amostras testadas, sendo a diminuicdo das viscosidades
das amostras atribuidas a provaveis rompimentos das duplas hélices existentes na
estrutura do agar (GRANT et al. 2012), rompimentos estes que passam a ocorrer
somente a partir de um determinado valor de tensao (t.rif). A amostra enzimatica foi a
gue apresentou a menor viscosidade em todas as concentracdes testadas, fato que
deve estar relacionado a sua quantidade de sulfato, superior a apresentada pelas
outras amostras. A forca do gel formado por agar € inversamente proporcional a
guantidade de sulfato presente em sua estrutura (COSSON, DESLANDES, ZINOUN,
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MOURANDI-GIVERNAUD, 1995). As amostras que tiveram pré-tratamento alcalino,
e menos quantidade de sulfato quando comparadas as amostras enzimatica e nativa

apresentaram viscosidade superior estas e inferior a amostra comercial testada.

Figura 25. Variacdo da viscosidade conforme taxa de deformacdo aplicada a solucBes de

polissacaridicas de Gracilaria intermedia em diferentes concentragfes. Estudo realizado a 25 + 1°C.

| Enzimatica

Viscosidade (Pa.s)

1|—=— 10,00 mg/mL
1|—— 12 50 mg/mL
1|—#— 15,00 mg/mL

10 100

Taxa de deformacgao (s")

:Nativa

Viscosidade (Pa.s)

]|—=— 10,00 mg/mL
1|—*— 12,50 mg/mL
1|—&— 15,00 mg/mL

Taxa de deformacgao (s")

69



Viscosidade (Pa.s)

Viscosidade (Pa.s)

Viscosidade (Pa.s)

][—=—10,00 mg/mL
1[—*— 12,50 mg/mL

- NaOH 1,00%

1[~=—10,00 mg/mL
1|—*—12.,50 mg/mL
1|—&— 15,00 mg/mL

1 NaOH 5,00%

1|—&— 15,00 mg/mL

T T T T
10 100

Taxa de deformacgao (s")

| KOH 1,00%

1|—=— 10,00 mg/mL
1|—*— 12,50 mg/mL

1 |—&— 15,00 mg/mL

Taxa de deformacao (s")

T T T T
10 100

Taxa de deformacao (s")

70



- KOH 5,00%

Viscosidade (Pa.s)

J[—=— 10,00 mg/mL
: —=— 12 50 mg/mL
—&— 15,00 mg/mL

T
10 100

Taxa de deformacgao (s")

Comercial

—=— 10,00 mg/mL
—#— 12 50 mg/mL
—&— 15 00 mg/mL

-

Viscosidade (Pa.s)

Taxa de deformacao (s")

O indice de lei da poténcia (n), que indica o quao rapidamente a viscosidade
diminui com as tensdes aplicadas, apresentado por cada uma das concentracdes
testadas esta representado na Tabela 08. Os resultados foram obtidos pelos
calculos das tangentes das curvas de fluxo. Os valores encontrados, estao situados
entre 0 e 1, o que evidencia o comportamento pseudoplastico de todos os materiais
testados (BOLMSTEDT, 2000).
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Tabela 08. indice de lei da potencia apresentado por cada amostra, nas diferentes concentracdes
avaliadas.

o . NaOH NaOH KOH KOH )
Concentragcao Enzimatica Nativa Comercial
1% 5% 1% 5%

10, 00 mg/mL 0,996 0,990 0,985 0,987 0,990 0,989 0,980

12,50 mg/mL 0,994 0,984 0,978 0,978 0,979 0,978 0,972

15,00 mg/mL 0,990 0,974 0,962 0,946 0,969 0,972 0,958

Testes de varredura de tensdo foram realizados para determinar o intervalo
de no qual as amostras apresentaram resposta viscoelastica linear aos testes
oscilatorio dindmicos. De acordo com os testes, a deformacgéo de 8% para realizar
0s ensaios de varredura de frequéncia da amostra enzimatica e deformacéo de 1%
para as demais amostras foram as mais adequadas a fim de proporcionar tanto uma
resposta linear quanto valores adequados de torque do equipamento utilizado para a
realizagéo das medidas.

A Figura 26 mostra os graficos de varredura de frequéncia realizados com a
amostra enzimatica. Em tais graficos € possivel observar que o valor de G” é
sempre superior ao valor de G’. Este resultado mostra que a amostra obtida de
forma enzimatica ndo apresenta um comportamento de gel. Tal comportamento,
mais uma vez, pode ser atribuido a quantidade de sulfato presente na amostra, uma
vez que a estrutura do agar € fortemente influenciada pela presenca de grupos
carregados, que atuam nas pontes de hidrogénio (FREILE-PELEGRIN, ROBLEDO,
1997). Esta afirmacédo pode ser comprovada quando sdo comparados os graficos da
Figura 26 (amostra enziméatica) e os graficos das Figuras 27 (amostra nativa),
Figura 28 (NaOH 1 %), Figura 29 (NaOH 5 %), Figura 30 (KOH 1 %), Figura 31
(KOH 5 %). A amostra enzimatica, que apresentou teor de sulfato superior as outras
amostras, possui valor de G” superior ao de G’ em todas as concentrac¢des testadas;
relacdo contraria a esta € observada nas demais amostras. A partir desta relacéo; na
qual G’ € superior a G” nos graficos de varredura de frequéncia das amostras
Nativa, NaOH 1%, NaOH 5%, KOH 1%, KOH 5%; é possivel concluir que tais
amostras tém comportamento de gel fraco. As forcas apresentadas por tais géis sao,
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entretanto, inferiores a forca do gel formado por agar comercial (Figura 32), que
apresenta espectro mecanico de gel forte, e que foi utilizado como controle positivo

para os testes reoldgicos.

Figura 26. Testes de varredura de frequéncia da amostra Enzimatica realizados nas concentracdes
10,0 mg.mL™, 12,5 mg.mL e 15,0 mg.mL™.
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Figura 27. Testes de varredura de frequéncia da amostra Nativa realizados nas concentracdes de
10,0 mg.mL*?, 12,5 mg.mL"e 15,0 mg.mL™.

1000 -

100

G'G" (Pa)

—a— G' 10,0 mg/mL
| G" 10,0 mg/mL
—e— G' 12,5 mg/mL
—+—G" 12,5 mg/mL
—4— G' 15,0 mg/mL

G" 15,0 mg/mL
10'I T T T T T T L

1 10 100

; 73
@ (rads )



Figura 28. Testes de varredura de frequéncia da amostra NaOH 1 % realizados nas concentracdes
10,0 mg.mL™, 12,5 mg.mL e 15,0 mg.mL™.
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Figura 30. Testes de varredura de frequéncia da amostra KOH 1% nas concentra¢des 10,0 mg.mL™,

12,5 mg.mL'e 15,0 mg.mL™.
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Figura 31. Testes de varredura de frequéncia da amostra KOH 5 % realizado nas concentracdes

10,0 mg.mL*?, 12,5 mg.mL"e 15,0 mg.mL™.
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Figura 32. Testes de varredura de frequéncia da amostra Comercial realizados nas concentracdes
10,0 mg.mL™, 12,5 mg.mL e 15,0 mg.mL™.
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Embora os espectros mecanicos obtidos pelas fracbes polissacaridicas
obtidas a partir de Gracilaria intermedia demonstrem uma menor forga frente ao gel
do agar comercial, suas propriedades sdo adequadas a uma ampla variedade de
produtos. Os géis considerados fracos sdo extensamente utilizados como agentes
gelificantes em alimentos de textura macia, como as geleias e as compotas
(FREILE-PELEGRIN, MURANO, 2005).
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6. CONCLUSOES

A alga marinha Gracilaria intermedia pode ser considerada como uma rica
fonte de agar com atividade antioxidante.

Diferentes tipos de extracdo de polissacarideos resultaram em agar com
diferentes caracteristicas de composi¢do quimica, de capacidade antioxidante e de
comportamento reoldgico. As extracbes que utilizam pré-tratamento alcalino
mostraram-se metodologias eficazes em reduzir o percentual de sulfato e aumentar
os teores de 3,6 anidrogalactose dos materiais extraidos, parametros de
fundamental importancia para o aumento da forca dos géis formados por tais
materiais quando em solugdo. A extracdo realizada de maneira enzimatica se
mostrou eficaz em selecionar polissacarideos sulfatados.

Todas as fracOes obtidas apresentaram capacidade antioxidante, sendo o teor
de sulfato diretamente relacionado a tal atividade.

A caracterizacdo reoldgica permitiu atribuir classificar as amostras quanto a
formacao ou ndo de gel e a forca deste.

A fracdo polissacaridica obtida de maneira enzimatica, quando em solucéo,
nao apresentou cor ou odor. Tal fracdo foi capaz de exercer atividade antioxidante
superior a todas as outras fracdes em estudo. Entretanto, ndo possui capacidade de
gelificacdo, podendo vir a ser utilizada como um agente espessante em diversas
preparacdes alimenticias e farmacéuticas, sobretudo quando caracteristicas
antioxidantes nao sintéticas fazem-se necessarias.

As fracdes polissacaridicas obtidas com tratamento alcalino, quando em
solucdo aquosa, resultaram em géis com forga superior ao material obtido sem pré-
tramentos (nativa). Tais materiais, entretanto, possuem capacidade de gelificacédo
inferior ao gel obtido a partir do agar para meio de cultura, utilizado como controle
positivo neste estudo. Todas as fracBes polissacaridicas obtidas com tratamento
alcalino e mesmo a amostra com extracao nativa possuem capacidade de gelificar
solucbes e podem vir a ser utilizados em diversas preparacdes alimenticias e
farmacéuticas. Estas caracteristicas aliadas as favoraveis caracteristicas produtivas

das algas do género Gracilaria e a abundancia da mesma em praias da costa
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cearense fazem da alga Gracilaria intermedia uma promissora fonte de extracdo de
agar.

Pesquisas posteriores devem ser realizadas no sentido de avaliar outras
metodologias de extracdo de agar da espécie em estudo e também para verificar a
aplicacdo dos materiais obtidos neste estudo em produtos especificos, visando sua
aplicacao industrial.
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