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RESUMO

Os corantes naturais tém sido cada vez mais exigidos por consumidores de produtos
alimenticios industrializados, visto que varios corantes artificiais tém sido relacionados a
diferentes reacdes adversas a saude humana. Varios corantes naturais ja sdo usados pela
industria alimenticia, e as ficobiliproteinas extraidas das cianobactérias e algas vermelhas tém
sido menos aplicadas devido ao baixo rendimento de extragdo. Uma espécie de alga vermelha
encontrada em abundancia no litoral cearense e com potencial para cultivo em sistema de
maricultura ¢ a Solieria filiformis, uma fonte renovavel de R-ficoeritrina (R-FE). A R-FE
apresenta uma coloracdo vermelha e fluorescéncia laranja/dourada. Com base nisso, o
presente trabalho teve como objetivo otimizar o rendimento da extragdo e purificacdo da R-
ficoeritrina da macroalga marinha vermelha S. filiformis, caracterizar suas propriedades
espectroscopicas em diferentes pHs e seu potencial como corante natural vermelho em
iogurte. Para tal, foi realizada extracdo aquosa seguida de precipitagdo proteica com
(NH4),SO4 a 90% de saturagdo a temperatura de -18 °C por 48 horas para obten¢do da F0-90
que, em seguida, foi submetido a cromatografia de troca i6nica em matriz DEAE-Sephacel,
onde foi obtido rendimento duas vezes maior de R-FE do que os relatados na literatura para a
mesma espécie de alga. O pico de cromatografia liofilizado (PIII-DEAE) foi solubilizado em
tampdes de diferentes pHs (2 a 12) e as caracteristicas espectroscopicas da R-FE se
mostraram estaveis na faixa de pH de 5 a 11. Os iogurtes que receberam as maiores
concentragdes da F0-90 e do PIII-DEAE apresentaram as melhores classificacdes para
aceitacao global, principalmente quando foi utilizado o pigmento com maior indice de pureza,
diante do iogurte comercial. Diante disso foi possivel concluir que a extracdo e purificacdo da
R-FE de S. filiformis com uma etapa de congelamento aumenta duas vezes o rendimento de
pigmento, o qual estdvel na faixa de pH de 5 a 11, além de representar uma excelente

alternativa a corantes artificiais, podendo ser usada como corante natural em iogurte.

Palavras-Chave: R-ficoeritrina; Corante Natural; Corantes alimenticios, Solieria filiformis,

Analise sensorial.



ABSTRACT

Natural dyes have been increasingly demanded by consumers of industrialized food
products, as various artificial dyes have been linked to different adverse reactions to human
health. Several natural dyes are already used by the food industry, and phycobiliproteins
extracted from cyanobacteria and red algae have been less applied because of the low
extraction yield. A species of red algae found in abundance on the Ceara coast and with
potential for cultivation in a mariculture system is Solieria filiformis, a renewable source of R-
phycoerythrin (R-FE). The R-FE has a red coloration and orange/gold fluorescence. Based on
this, the objective of this work was to optimize the extraction and purification efficiency of R-
phycoerythrin from S. filiformis red marine macroalga, to characterize its spectroscopic
properties at different pHs and its potential as a natural red dye in yoghurt. For this purpose,
aqueous extraction followed by protein precipitation with 90% saturation (NH4),SO4 at -18 °C
for 48 hours was obtained to obtain F0-90, which was then subjected to ion exchange
chromatography DEAE-Sephacel matrix, where twice the yield of R-FE was obtained than
those reported in the literature for the same algal species. The freeze-dried chromatography
peak (PIII-DEAE) was solubilized in buffers of different pHs (2 to 12) and the spectroscopic
characteristics of the R-FE were stable in the pH range of 5 to 11. The yogurts that received
the highest concentrations of F0-90 and PIII-DEAE presented the best classifications for
global acceptance, especially when the pigment with the highest purity was used, before
commercial yoghurt. It was concluded that the extraction and purification of S. filiformis R-
FE with a freezing step increases the pigment yield twice, which is stable in the pH range of 5
to 11, and represents an excellent alternative to Artificial dyes, and can be used as a natural

dye in yogurt.

Keywords: R-phycoerythrin; Natural dye; Food dyes; Solieria filiformis, sensory analysis.
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1. INTRODUCAO

A procura por corantes naturais por parte da indudstria alimenticia vem crescendo
gradativamente. Um dos motivos do aumento dessa procura € devido ao fato de muitos
corantes artificiais terem sido relacionados a diferentes reacdes adversas a saide humana

(HAMERSKI; REZENDE; SILVA, 2013).

O Brasil, por ser o pais de maior biodiversidade mundial, (BRANDON et al., 2005;
FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006) possui matéria-prima suficiente para realizacao de
pesquisa basica e aplicada no intuito de obter novas fontes de corantes naturais, porém essa

area ainda € relativamente pobre (SATO et al., 1992).

Dentre as riquezas da biodiversidade brasileira, as algas tém sido objetos de varios
trabalhos na literatura relatando as aplicacdes de seus compostos (fendlicos, polissacarideos,
proteinas, pigmentos e peptideos) em diferentes industrias, inclusive as alimenticias
(MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012; TEIXEIRA, 2013; CARNEIRO et al., 2014;
HAFTING et al., 2015).

Alguns pigmentos fotossintéticos sintetizados pelas macroalgas vermelhas
denominados de ficobiliproteinas (ficocianina e ficoeritrina), tém sido relacionados a varias
aplicacoes devido a sua coloragdo e fluorescéncia (FESTIN; BJORKLUND; TOTTERMAN,
1987; FLEURENCE, 2003; LIN et al., 2014; SONANI, 2016), podendo oferecer diferentes

tonalidades das cores azul e vermelha, respectivamente.

No litoral brasileiro hd ocorréncia de varias espécies de macroalgas vermelhas, e, na
costa cearense, a espécie Solieria filiformis é abundante, além de ter potencial para o cultivo
em sistema de maricultura (LIMA, 2012). Essa espécie tropical é uma fonte sustentavel de
ficobiliproteinas, principalmente de R-ficoeritrina (BASTOS-FILHO, 2016) que € um
pigmento pertencente ao grupo das ficoeritrinas, conhecidas por sua coloragdo vermelha e
fluorescéncia laranja/dourada (ALBERTSSON, 2003). Varios pesquisadores relataram
aplicacdoes da R-ficoeritrina, no entanto, existem poucos trabalhos que usaram espécies

tropicais para a extracdo desse pigmento.

Com base nisso, o presente trabalho teve como prop0sito principal otimizar a extragdo

da R-ficoeritrina a partir da macroalga marinha vermelha Solieria filiformis, bem como
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avaliar a estabilidade das suas caracteristicas espectroscopicas frente a variacdes de pH e o

seu potencial como aditivo alimenticio em iogurte.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Corantes Alimenticios

A aceitacdo de um alimento é fortemente influenciada pelo seu tamanho, forma,
textura, aroma, paladar e, principalmente, pela sua cor. A cor € um dos atributos mais
impactantes na avaliacdo do consumidor sobre um produto e € usada como um parametro
crucial indicativo no controle da qualidade e como estimulador de apetite (APARECIDA et

al., 2012; FERREIRA; ZAMITH; ABRANTES, 2014; NASCIMENTO; PRATO, 2016).

A coloragdo de alimentos se da naturalmente ou por meio de uso de aditivos
alimentares conhecidos como corantes. O uso de corantes € tdo antigo quanto a histdria das
civilizagdes. No Egito antigo, onde se tem como referéncia do inicio da coloragdo de
alimentos, usava-se extratos vegetais e vinho para colorir alimentos, deixando estes com uma
melhor aparéncia. Desde entdo, o interesse por compostos com capacidade de coloracio

aumentou gradativamente (DOWNHAM; COLLINS, 2000).

Segundo a legislacdo brasileira, dentre as fun¢des dos aditivos alimentares temos a

funcdo corante e, para melhor entendimento:

Aditivo alimentar: ¢ qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos

alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a
fabricagdo,  processamento, preparacdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacio de um
alimento. Ao agregar-se poderd resultar em que o préprio aditivo ou seus
derivados se convertam em um componente de tal alimento. Esta defini¢do
ndo inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas
ao alimento para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais.
(BRASII, 1997).

Exerce a fungdo corante qualquer substincia ou mistura de substincias capaz de
conferir ou intensificar a coloragdo de alimentos e bebidas, onde podem ser divididos em trés
grandes grupos: corante organico natural, organico sintético (artificial e organico sintético

idéntico ao natural) e inorganico (Figura 1) (BRASIL, 1978).
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Figura 1: Classificacio dos corantes alimenticios.

Corante Organico Corante Organico Corante Inorganico
Natural (obtido de Sintético (Sintese (obtido de minerais)
vegetal e animal) organica)

Corante artificial (n&o Corante organico

encontrado em sintético idéntico ao

produtos naturais) natural (estrutura
quimica semelhante a

isolada de corante
organico natural)

—
Caramelo 11,
LIV

Fonte: Adaptado ANVISA (2015).

Corante organico natural € aquele em que o principio corante é extraido de vegetal ou
animal, por processo tecnologico adequado. Ja o corante orginico sintético € obtido por
sintese organica, também por um processo tecnologico adequado, sendo que pode ser artificial
(aquele ndo encontrado em produtos naturais) ou idéntico ao natural (aquele em que a
estrutura quimica € semelhante a do principio ativo isolado de um corante natural). Por
ultimo, temos o corante inorganico que € obtido a partir de minerais passando por processos
de elaboracgdo e purificagdo permitindo o seu uso em alimentos. Existe também um grupo de
corantes chamados de caramelos, porém eles estdo inseridos dentro dos corantes organicos

naturais e corantes organico sintéticos.
2.2. Corantes alimenticios naturais versus artificiais

A preferéncia da industria por corantes artificiais € devido a estabilidade destes em
relacdo a fatores como pH, luz, oxigénio, temperatura, poder tintorial e, principalmente,

devido a um menor custo de produgdo em relacdo aos naturais. Porém, o crescimento anual de
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corantes sintéticos € de 2 a 5%, enquanto que os naturais tém o crescimento de 5 a 10%
(SCHIOZER, A. L.; BARATA, 2007; RODRIGUES, P., 2015). Segundo pesquisa de
mercados, 0s corantes naturais representaram 55% (equivalente a 1,31 bilhdes de ddlares) do
mercado mundial de corantes em 2015, e a expectativa para 2021 é que eles atingem 60% do
mercado de corantes. O crescimento do mercado para corantes naturais de acordo com a Zion

Market Research esta representado na Figura 2 abaixo.

Figura 2: Mercado mundial de corantes alimenticios naturais

| T I T I T I T I T I T I
2019 2020

2015 2016 2017 2018 2021

Receita (Bilhdes de dolares(US))

Ano

Fonte: Adaptado de Zaion Research (2016)

Do ponto de vista nutricional, o uso de corantes em alimentos ndo traz qualquer
vantagem, mas os aspectos toxicoldgicos e as quantidades empregadas em alimentos vém
preocupando a populacdo e a comunidade cientifica em relacdo ao cumprimento da legislagao

e quanto a influéncia desses corantes na saide humana (SATO et al., 1992).

A autorizacdo de uso de qualquer aditivo alimentar deve ser precedida de avaliacdes
toxicoldgicas adequadas, considerando qualquer efeito cumulativo, sinérgico ou de protecio,
sendo mantidos sob observagdo ou reavaliagdo quando necessario (BRASIL, 1997;
ALBUQUERQUE, 2012). Nem sempre a liberacdo desses aditivos foi controlada ou
monitorada, o que levou a coloragdo de alimentos por substincias altamente toxicas. No

século XIX, por exemplo, verificaram-se casos de morte pelo consumo de alimentos que
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foram coloridos com chumbo negro, sulfato de cobre e chumbo vermelho, na Inglaterra. Além
disso, foram véarios os casos de liberacdo de corantes desenvolvidos sem qualquer avaliacdo

toxicologica, na Europa e nos Estados Unidos, principalmente (PRADO; GODOY, 2003).

De acordo com Pinheiro et al. (2008) e Bissacotti, Angst e Saccol (2015), o JECFA
(Joint Food and Agriculture Organization (FAO)/World Health Organization (WHO) Expert
Comittee on Food Additives) avalia a seguranca do uso de aditivos alimentares assessorando o
comité de aditivos alimentares em suas decisdes. O valor da Ingestdo Diaria Aceitavel, IDA,
de aditivos alimentares é expresso em mg/kg do peso corpéreo por dia, ou seja, € a quantidade
de sustancia que ingerida diariamente e durante a vida do homem, ndo causa riscos a saude
humana. Cada pais tem seu 6rgdo regulador (Brasil: ANVISA, EUA: FDA) e suas regulagdes,
o que justifica o fato de alguns corantes, amaranto e carmosina, por exemplo, serem proibidos

em alguns paises e liberados em outros (BARREIRO; MORALES; FERREIRA, 2014).

Alguns estudos indicam reacdes adversas ao uso de aditivos como: reacdes toxicas no
metabolismo desencadeantes de alergias, alteracdes no comportamento, em geral, e
carcinogenicidade em longo prazo (LfJCIA; POLONIO; PERES, 2009). Os corantes
artificiais t€m sido indicados como os principais aditivos desencadeadores dessas reagdes
adversas (sobretudo os azocorantes (-N=N-), como a anilina), sendo que as rea¢des mais
comuns sio urticaria cronica, angioedema e asma (OLIVEIRA et al., 2006). Porém, vale
ressaltar que os dados até entdo obtidos geram incertezas e contradi¢cdes, o que sugere uma
necessidade de se aprofundar mais nos estudos relacionados aos efeitos a saide humana por
parte desses corantes. Alguns corantes artificiais (amarelo crepuisculo, azorrubina, tartrazina,
ponceau 4R, amarelo quinoleina e vermelho 40) t€ém sido relacionados ao aumento de
hiperatividade quando utilizados em alimentos infantis (PINHEIRO; ABRANTES, 2012).
Ward (1997) e McCann et al. (2007) realizaram estudos para avaliar os efeitos do consumo de
corantes sintéticos sobre criancas hiperativas, sendo que nos dois casos houve um aumento da

hiperatividade.

Fisher, no iniciou do século XX, iniciou os estudos sobre acdo mutagénica e
carcinogénica de corantes artificiais, mostrando resultados positivos de carcinogenicidade
para o vermelho escarlate. Desde entdo, varios corantes artificiais t€ém sido estudados quanto a
acdo mutagénica e/ou carcinogénica. O amarelo-manteiga, por apresentar resultados positivos,

teve seu uso proibido como corante (ANTUNES; ARAUJ 0O, 2000).
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De acordo com Yamazaki et al. (1994, 1997), alguns corantes artificiais amarelos
(tartrazina e crepdsculo) podem causar inibi¢do da sintese de tromboxano, o que interfere na
coagulacdo sanguinea. E importante acrescentar que estudos realizados, pelos mesmos
autores, com alguns corantes vermelhos, naturais e artificiais, também mostraram capacidade
de inibicdo do tromboxano. Apesar de existirem varios estudos indicando efeitos negativos de
corantes artificiais, estes também podem apresentar efeitos positivos a saide humana como

sdo apresentados na Tabela 1.

Por outro lado, os corantes naturais, por muitos anos, foram considerados in6cuos a
saude por serem de origem vegetal ou animal. No entanto, hoje € sabido que ndo € exatamente
assim. Alguns estudos indicaram efeitos negativos (como foi o caso citado acima de inibi¢ao
do tromboxano) de alguns corantes naturais na saide humana. Acero et al. (1998), avaliaram
a inducdo de asma ocupacional e reacdes alérgica a carmim, sendo que os resultados foram
positivos. Outro trabalho de Wuthrich, Kagi e Stiicker (1997), mostrou influéncia do consumo
do carmim sobre reacdes anafilaticas. A Tabela 1 mostra agdo mutagénica e antimutagénica

de alguns corantes naturais e sintéticos.

Tabela 1: Atividade antimutagéncia e mutagéncia de corantes sintéticos e naturais
adicionados em alimentos.

Tipos de corantes Atividade mutagénica Atividade antimutagénica
Cochonilha Bixina
Natural Curcumina -caroteno
Curcumina
Amaranto
Sintético Alaranjado C.I Eritrosina
Tartrazina

Vermelho kokun

Fonte: Modificado de Antunes e Aratijo (2000).

A acdo antimutagénica ndo € o unico efeito positivo dos corantes naturais, o que
justifica o fato de que apesar da sua producdo ser mais cara, 55% das industrias acreditam na

tendéncia de maior consumo desses tipos corantes (EMBRAPA, 2009).
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Estudos revelaram que as clorofilas possuem atividades anti-inflamatorias,
antimutagénicas, antigenotéxicas e antioxidante. Elas podem melhorar a habilidade dos
linfécitos humanos em resistir a danos oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio
(H,0,), bem como diminuir a biodisponibilidade de quimicos cancerigenos (SU et al., 2005;

VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).

A curmumina apresenta atividade antioxidante protegendo as células contra danos
oxidativos, além de suas propriedades anti-inflamatéria e antisséptica. Ha relatos de sua
potencial atividade de inibir o inicio, promog¢do e progressdao de canceres, aumentar a
atividade de algumas enzimas responsaveis pela digestdo, entre outras funcdes (DOWNHAM,;

COLLINS, 2000).

Além dos dois exemplos supracitados, outros corantes naturais também apresentam
vérios beneficios a saide humana. Volp, Renhe e Stringueta (2009), em seu trabalho, citaram
que provavelmente, as betalainas estdo envolvidas na protecdo do LDL-colesterol contra

modificagdes oxidativas, além de serem antioxidantes naturais.

Em seu recente trabalho, Sonani et al. (2016) mostraram os beneficios do uso das
ficobiliproteinas como corantes naturais tanto na indudstria de alimentos como na de
cosméticos, visto que elas tém apresentado efeitos benéficos a saide como: atividade

antioxidante, anti-inflamatéria, neuroprotetor, atividade anticancerigena, entre outros.

2.2.1. Corantes Alimenticios de Origem Natural

Nos ultimos anos, a demanda por produtos naturais aumentou e, a demanda por
corantes naturais nao foge a essa realidade. Os corantes naturais podem ser classificados em
cinco grupos principais segundo a sua estrutura quimica: compostos tetrapirrolicos,
tetraterpenos, O-heterociclicos, quinonas e N-heterociclicos. O nome alternativo e a
classificacdo dos diferentes pigmentos de origem natural aplicados em alimentos estdo
mostrados na Tabela 2 (SCHIOZER, A. L.; BARATA, L. E. S 2007; FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009; REED, E.; ROCHA, D. 2014; LUANA, 2012).
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Tabela 2: Classificagdo quimica, nome alternativo e classificagao dos diferentes pigmentos
naturais adicionados em alimentos.

Classificacao Nome Alternativo Classificacao do Pigmentos
Quimica Pigmento
Tetrapirrdis Porfirina Clorofilas, hemes, Clorofila a
biliproteinas Clorofila
Tetraterpenos Carotenoides Carotenos, xantofilas Luteina
B-caroteno

B-criptoxantina

O-heterociclicos Flavonoéides Antocianinas, Cianidina
flavondis e flavonas Pelargonidina
Delfinidina
Quinonas Fenolicos Naftaquinonas, Naftaquinona

antraquinonas, alo-

melaninas e taninos

N-heterociclicos Indigoides e Betalainas, indigdides, Betacianina
pirimidinas purinas, pteridinas, Indigo
flavinas Adenina
Pterina

Fonte: Adaptado Schiozer, A. L.; Barata, L. E. S. (2007).

Essa classificacdo com base na estrutura quimica dos pigmentos € importante para a
indudstria alimenticia devido as suas diferentes propriedades fisico-quimicas e coloragdes
especificas, o que fornece um leque maior de op¢des de corantes para os mais diversos

alimentos.

Para a industria alimenticia, a cor representa um fator essencial visto que o primeiro
contato do consumidor com o alimento € visual, e esta informa sobre os aspectos de um
alimento antecipando a recep¢do de todas as outras informagdes e pode produzir uma resposta
forte como “sensacdo de dgua na boca” quando se v€ alimentos nas vitrines. Sendo assim, é
necessario a realizacdo de andlise sensorial que vai medir, analisar e interpretar reacdes das
caracteristicas dos alimentos e/ou materiais. E importante enfatizar que as caracteristicas
visuais do alimento induzem o consumidor a esperar o sabor correspondente (DUTCOSKY,

1996). O objetivo da andlise sensorial, entdo, é detectar a diferenca entre os produtos
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baseando nas diferengas perceptiveis na intensidade de algum atributo. Para analisar as
caracteristicas sensoriais de um produto para um determinado fim, normalmente, a andlise
sensorial € realizada por uma equipe montada, sendo que pode ser avaliado a selecdo da
matéria-prima a ser utilizada em um novo produto, o efeito de processamento, a qualidade da
textura, o sabor, a estabilidade de armazenamento, a reacdo do consumidor, entre outros.
Existem métodos diferenciados que sdo elaborados de acordo com o objetivo especifico de
cada anédlise visando a obten¢ao de respostas mais adequadas ao perfil pesquisado do produto.
O método a ser utilizado depende do produto, atributo sensorial e finalidades de estudos a
serem realizados. O resultado, que deve ser expresso de forma especifica conforme o teste
aplicado, € estudado estatisticamente concluindo assim a viabilidade do produto (BARBOSA;

FREITAS; WASZCZYNSKY]J, 2003; TEIXEIRA, 2009).

Segundo Benedetti (2008), Reed e Rocha (2014) e Rodrigues (2015), os corantes
naturais mais usados pela industria de alimentos sdo: extrato de urucum, carmim de
cochonilha, curcumina, betalainas e antocianinas. Suas caracteristicas estdo apresentadas na

Tabela 3.
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Estabilidade
Nome Origem Solubilidade Tonalidade de  Aplicacdo em Referéncia
pH T (°C) Luz cor alimentos
Bixa orellana L.  Lipossolivel Sensivel a Vermelho ao Colorau, CONSTANT; STRINGHETA,;
Urucum (Bixina) variacbes de pH <125  Sensivel amarelo ueijos SANDI, 2002; ALMEIDA,
, ) ¢ p queljos. 2007; LEONARDO, 2007;
Hidrossolivel EMBRAPA, 2009; GARCIA et
(Sal de al, 2012.
Norbixina)
Carmim de Dactylopius logurte, CONSTANT; STRINGHETA;
cochonilha coccus Hidrossoluvel 4-10 <135  Estavel Vermelho sorvetes, petit SANDI, 2002; SPELLMEIER;
. ¢ STULP, 2009; BOTH et al.,
suisse, etc. 2014,
Ciircuma longa Amarelo PEREIRA, A. S.;
Curcumina L. Lipossolivel 4-17 <100  Sensivel brilhante ao Caril STRINGHETA, P. C., 1998;
larania escuro CONSTANT; STRINGHETA;
L SANDI, 2002; ZANELLA,
2014.
Excelente: Balas,
Centrospermeae  Hidrossoluivel 4-5 confeitos, CONSTANT; STRINGHETA,;
Betalaina (Beta Razoavel: - Sensivel Vermelho iogurte SANDI, 2002; DRUNKLER;
. : > FETT; LUIZ, 2006; SHIOZER;
vulgarisL.) 3-4e5-7 sorvetes, etc. BARATA, 2007. ZABOTTI ;
GENEMA, 2013.
Excelente: Azul, violeta, Balas,
4-5 vermelha ourosa  confeitos, pd C%iig)?NzTo;osz-TlS{II{ngEEgA;
Antocianina  Flores e frutos ~ Hidrossolivel Razoavel: - Estavel dependendo do para preparo  papaTa 2007: LATADO et
3-4e5-7 pH de xaropes, al., 2008; GUIMARAES;
etc. ALVES; ANTONIOSI-FILHO,

2012.

Legenda: T = temperatura; os espacos preenchidos com um traco indicam que ndo foi encontrado informagdes precisas. Fonte: Elaborado pela autora.
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Outra classe de pigmentos naturais que, recentemente, tem sido usada na industria de
alimentos € a das ficobiliproteinas que, segundo Glazer (1981;1984;1985), ¢ uma familia de
proteinas pigmentadas com alta capacidade de fluorescéncia e soliveis em dgua, conhecidas

como proteinas acessorias fotossintéticas das cianobactérias e algas vermelhas.

2.2.1.1. Pigmentos Proteicos de Algas: Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas, ou biliproteinas sdo pigmentos que compdem o0 aparato
fotossintéticos das cianobactérias e algas vermelhas. Apresentam alta capacidade de
fluorescéncia e caracteristicas espectroscopicas e pigmentacdes especificas. Essas
pigmentagdes e caracteristicas espectrais sdo devido a presenca de grupos prostéticos
tetrapirrdlicos de cadeia aberta, ficobilinas ou bilinas, ligados covalentemente por ligacdes do

tipo tioéster a residuos de cisteina.

Quatro tipos de bilinas se encontram presentes nas ficobiliproteinas: a ficocianobilina
com coloracdo azul (PCB), ficoeritrobilina com coloracdo vermelha (PEB), ficoviolobilina
que apresenta coloragdo purpura (PXB) e a ficourobilina com colora¢do amarela (PUB). As
suas diferentes combinagdes, posi¢do e nimero levam a existéncia de diferentes propriedades
e consequentemente diferentes tipos de ficobiliproteinas (O’CARRA; MURPHY; KILLILEA,
1980; GLAZER, 1994; SUN et al., 2003). As estruturas quimicas dessas bilinas estdo

representadas na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica das bilinas e suas ligacdes a residuos de cisteina nas
ficobiliproteinas.

DiCys-PUB

Cys-PEB DiCys-PEB
Y '] R sl § i
' R m
o Z - o A\ 7 \—ﬁo
N N N N N N " K
Cys-PXB Cys-PCB

Legenda: Cys-PUB, Cys-PEB, Cys-PXB e Cys-PCB: ficourobilina, ficoeritrobilina, ficoviolobilina e
ficocianobilina, respectivamente, ligados a um residuo de cisteina (Cys); DiCys-PUB e Di-Cys-PEB:
ficourobilina e ficoeritrobilina, respectivamente, ligados a dois residuos de cisteina (DiCys). Fonte: Adaptado

Glazer (1994).

De acordo com as suas propriedades espectroscOpicas de absorbancia, essas
ficobiliproteinas sdo classificadas em quatro grupos principais: ficoeritrina (FE, A=495-570
nm), ficoeritrocianina (FEC, A = 575nm), ficocianina (FC, A = 610-620nm) e aloficocianina
(AFC, A = 650-655nm). Em relacdo a sua cor, as biliproteinas sdo classificadas em dois
grandes grupos: as ficoeritrinas, que sdo os pigmentos vermelhos com fluorescéncia

dourada/laranja e, as ficocianinas que sdo azuis com fluorescéncia vermelha (DE MARSAC;

COHEN-BAZIRE, 1977; O’CARRA; MURPHY; KILLILEA, 1980; COLLIER et al., 2016).

As ficobiliproteinas se encontram agregadas a um complexo denominado de

ficobilissomo (PBS) como representado na Figura 4.
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Figura 4: Estrutura do ficobilissomo encontrado em cianobactérias e algas vermelhas.

. Ficoeritrina

' Ficocianina
' Aloficocianina

T s
T e

Fonte: Adaptado Sonani ef al (2016)

O ficobilissomo € um complexo multimérico de proteinas (cerca de 85% da sua massa
¢ ocupada pelas ficobiliproteinas), localizado na superficie externa da membrana dos
tilacdides. Segundo Glazer (1985), elas sdo constituidas basicamente por subunidades
polipeptidicas do tipo alfa (a, ~18-20 kDA) e beta (B, ~20 kDA). Uma terceira subunidade, v,
de ~30-33 kDA € encontrada exclusivamente nas ficoeritrinas, proporcionando uma maior
estabilidade. As subunidades o ¢ B juntas formam um mondémero (af3) que se unem para
formar uma estrutura trimérica em forma de disco (af8)s. As ficoeritrinas, devido a presenca
da subunidade y, também se encontram em estruturas hexameras (aff)sy , sendo dois trimeros
ligados um de frente para o outro pela subunidade y que se posiciona no centro das estruturas
discoides, como esquematizado na Figura 5 (KIRK, 1995; SUN et al., 2004; LIU et al.,
2005).
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Figura 5: Organizacao das subunidades proteicas a e 3 das ficobiliproteinas de cianobactérias
e algas vermelhas.

Subunidades Monomero (aff) Trimero (up)3 Disco Heximero (uf)s

Fonte: Adaptado DUMAY (2014)

A agregacdo e a distribuicdo das bilinas nas subunidades proteicas o, f e y das

ficobiliproteinas de cianobactérias e algas vermelhas sdo apresentadas na Tabela 4.

As ficoeritrinas (FE) apresentam coloragdo vermelha e, portanto, contém uma boa
absor¢do de luz na faixa de 450 a 570 nm, representando as ficobiliproteinas mais abundantes
das algas vermelhas. Essa capacidade de absor¢do da luz das ficoeritrinas permite a
sobrevivéncia dessas algas em dguas profundas (KAWSAR et al., 2011; WANG et al., 2015).
Assim como as ficobiliproteinas, as ficoeritrinas também sao divididas de acordo com as
caracteristicas espectrais de absorcdo. Atualmente sabe-se que existem cinco tipos de
ficoeritrinas (Figura 6), nomeadamente: R-Ficoeritrina (R-FE, Amax: 495, 564 e¢ um
ombro/pico a 545 nm), C-Ficoeritrina (C-FE, Améax: 565 nm), B-Ficoeritrina (B-FE, Améx:
565, 543 e um ombro a 499 nm), b-Ficoeritrina (b-FE, Améx: 545 ¢ um um ombro a 565 nm)
e CU-Ficoeritrina (CU-FE, , Amax: 498, 540 e/ou 565 nm) (GLAZER; HIXSON, 1977,
KIRK, 1995; GALLAND-IRMOULI et al., 2000 TAN et al., 2016). A CU-ficoeritrina por
possuir cromoéforos e caracteristicas de absor¢do semelhante a R-Ficoeritrina, é geralmente

classificada como R-FE (WANG et al., 2015; ZHAO et al., 2015).
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Tabela 4: Agregacao e distribuicao das bilinas nas subunidades proteicas das ficobiliproteinas
de cianobactérias e algas vermelhas.

Ficobiliproteina Tipo de Agregacao Bilinas/Subunidade
o p Y
Aloficocianina (ap)s 1 PCB 1 PCB -
C-ficocianina (af)y (n=1a6) 1 PCB 2 PCB -
R-ficocianina (aB)s 1 PCB 1PCB -
1 PEB
Ficoeritrocianina (ap)s 1 PXB 2 PCB -
C-ficoeritrina (af)n (n=12a6) 2 PEB 3 PEB -
B-ficoeritrina (aB)ey 2 PEB 3 PEB 2 PEB
2 PUB
R-ficoeritrina (aB)sy 2 PEB 2 PEB 1 PEB
1 PUB 3 PUB

Fonte: Modificado Glazer (1985)

Das quatro bilinas descritas na Tabela 4, apenas duas estdo presentes nas estruturas das
ficoeritrinas: PEB e PUB (ZHAO et al., 2013), conforme representadas na Figura 6, sendo
que a diferenca nas caracteristicas de absorcdo e fluorescéncia das ficoeritrinas € devido a
presenca dessas bilinas em diferentes quantidades para cada tipo de FE. O espectro de

fluorescéncia delas indica intensidade maxima numa faixa de 575 a 590 nm (SONANI, 2016).

R-ficoeritrinas sdo as ficobiliproteinas de maior ocorréncia nas Rodoéfitas (DUMAY;
MORANCALIS; MUNIER, 2014). Elas sao proteinas oligoméricas de massa molecular 240-
260 kDa, sendo encontradas na forma hexamera (6a, 6B e 1y, [(af)sy]). Cada subunidade o
contém duas ficoeritrobilinas (PEB) ligadas por ligagdes tioéster aos residuos de cisteina (C82
e C139). Para cada subunidade P, além das duas ficoeritrobilinas ligadas aos residuos C82 e
C158, uma ficourobilina (PUB) também se liga a dois residuos C50 e C61 (ROSSANO et al.,
2003; SUN et al., 2009; SEPULVEDA-UGARTE et al., 2011; ZHAO et al., 2015).
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Figura 6: Representacdo esquemaética da distribuicio das bilinas nas subunidades proteicas a,
B e v das ficoeritrinas de cianobactérias e algas vermelhas.

b-ficoeritrina C-ficoeritrina
(aP)n (aP)s 36 PEB
PEB PEB . PEB PEB  PEB PEB
“PEB PEB” PEB PEB PEB
R-ficoerifrina B-ficoeritrina
(aP)gy 26 PEB, 8 PUB (aP)sy 32 PEB, 2 PUB
/PEB  PEB . ~PUB PEB PEB  PEB
//
“PEB PEB ;PEB PEB
PUB PEB PUB PUB
pus” “PEB PUB” “puB

Legenda: PUB = ficourobilina; PEB = ficoeritriobilina. Fonte: Adaptado Dumay (2014).

Chang et al. (1996) realizaram estudos sobre a estrutura tridimensional (3D) da R-
ficoeritrina extraida de Polysiphonia urceolata e essas estruturas se encontram disponiveis no

PDB (Protein Data Bank) como mostrado na Figura 7.

Nesse estudo, eles mostraram que apesar da R-Ficoeritrina apresentar o mesmo
nimero de residuos e cromo6foros que a B-Ficoeritrina, ela é mais evoluida por dois motivos:
1) A subunidade y da R-FE liga a trés PUB e um PEB enquanto que a da B-FE se liga a dois
PEB e dois PUB; 2) na R-FE o cromo6foro que se liga ao f50-61 € o PUB enquanto que na B-
FE é o PEB. Sabendo-se que o PUB consegue absorver maior quantidade de luz e energia que
o PEB e por ela estar em maior quantidade nas R-ficoeritrinas do que nas B-ficoeritrina

sugere-se que a R-FE € mais avancada evolutivamente.
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Figura 7: Estrutura tridimensional da r-Ficoeritrina extraida de Polysiphonia urceolata

Legenda: a. estrutura da subunidade o ligada as duas bilinas (PEB); b. estrutura da subunidade 3 ligada as duas
PEB e uma PUB; c. estrutura trimera da R-ficoeritrina (af);; d. estrutura hexamera da R-ficoeritrina (of3)gy.
Fonte: Adaptacdo de: a. e b.: Contreras-Martel et al. (2001); c. e d: adaptado de Chang et al. (1996), disponivel
no PDB (10.2210/pdbllia/pdb).

A fluorescéncia caracteristica apresentada pela R-FE ¢ devido a presenca dos
cromoéforos PEB e PUB. A transferéncia de energia na R-FE na forma hexdmera comeca
numa PUB ligada a um residuo da subunidade y para uma PEB e depois para uma PUB da
subunidade [, e desta Ultima para uma PEB da subunidade o. Existe uma saida eficiente de
energia no hexametro dos doadores de absorcdo de energia mais alta (PUB) para os receptores
de energia mais baixa (PEB). A subunidade y desempenha importantes funcdes na
estabilidade estrutural e na agregacdo da subunidades da R-FE, de forma que a interagcdo
entre as subunidades 3 e Y podem ser a razdo desta estabilidade (SUN et al., 2003; ZHAOQO et
al., 2013).


http://dx.doi.org/10.2210/pdb1lia/pdb
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A presenca de trés subunidades na R-FE da macroalga vermelha Solieria filiformis

também foi relatada por Bastos-Filho (2016). As caracteristicas espectroscopicas da R-FE
pura, extraida dessa espécie de macroalga, estdo mostradas na Figura 8 e indicam 3 picos de

abor¢do a 495, 540 e 564 nm e 1 de fluorescéncia a 575 nm quando excitada a 495 nm

(BASTOS-FILHO, 2016).

Figura 8: Caracteristicas espectroscopicas da R-ficoeritrina purificada da macroalga

vermelha Solieria filiformis.
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Legenda: Linha vermelha: Espectro de absorcdo; Linha azul: Espectro de fluorescéncia; RFU: Unidade

Relativa de Fluorescéncia. Fonte: Bastos-Filho (2016).

2.3. Extracao e purificacao de R-Ficoeritrina e sua aplicacio na indistria alimenticia

A R-ficoeritrina, por ser uma molécula intracelular, é extraida por meio de
metodologias baseadas no rompimento da parede celular (FLEURENCE, 2003) através de

maceracdo em nitrogénio liquido, ultrassom, maceragdo em moinhos ou entdo por métodos
enzimaticos ( SUN et al., 2009; DUMAY et al., 2013; LE GUILLARD et al., 2015; WANG

et al., 2015).
O choque osmoético também pode ser uma alternativa para extracdo da R-FE, porém

como esse método demanda muito tempo (vérios dias) de submersao do organismo em agua,
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ha possibilidade de degradacdo do pigmento pela acdo das proteases, o que € uma
desvantagem ja que o objetivo final seria a obtencdo de um rendimento maximo desse
pigmento (FLEURENCE, 2003; DUMAY; MORANCAIS; MUNIER, 2014).

Na literatura sdo relatadas vérias estratégias e protocolos de extracdo aquosa de R-FE,
nos quais alguns autores usaram alga Umida (denominados por alguns de alga fresca)
(D’AGNOLO et al., 1994; DENIS et al., 2009; KAWSAR et al., 2011; MUNIER et al.,
2015a), alga congelada (WANG, 2002; LIU et al., 2005a; NIU; WANG; TSENG, 2006a) e
alga liofilizada (GALLAND-IRMOULI et al., 2000; ROSSANO et al., 2003; DENIS et al.,
2009; DUMAY et al., 2013). O tampao fosfato € o mais utilizado nos diferentes protocolos de
extracdo da R-FE, porém existem metodologia que usam &4gua destilada e 4gua do mar

(SUDHAKAR et al., 2015).

Apds a extragdo, geralmente sdo usadas técnicas de fracionamento proteico por
precipitacdo com sulfato de amonio em diferentes saturacdes, seguidas de cromatografias
(troca i0nica, filtracdo em gel, hidroxiapatita e exclusdo molecular) para a purificacdo da R-
FE (DENIS et al., 2009). A eletroforese também ¢é usada para acompanhar a purificacdo nos
outros métodos, sendo descrita por Galland-irmouli et al. (2000), Liu et al. (2005), Kawsar et
al. (2011) e Bastos-Filho (2016), entre outros, para Palmaria palmata, Polysiphonia
urceolata, Amphiroa anceps e Solieria filiformis, respetivamente. Essas técnicas citadas
acima, podem ser combinadas dependendo do indice de pureza da ficobiliproteina que se quer
atingir. A Tabela 5 mostra os protocolos de extracdo e purificacdo de R-FE de diferentes
espécies de macroalgas distribuidas ao redor do mundo, bem como seus rendimentos e indices

de pureza.
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Tabela 5: Protocolos de extragdo e purificagdo de R-ficoeritrinas de macroalgas vermelhas distribuidas pelo mundo.

Continua
Espécie Distribuicao Protocolo Rendimento IP Referéncia
Palmaria palmata A; AA; AN; AF; AS; EU; IOA Eletroforese 0,56 * 3,20 GALLAND-IRMOULI et al.,
2000.
Gracilaria verrucosa A; AA; AC; AF; AN; AS; EU; IC; PSA + IHLE 0,14 b 4,40 WANG, 2002.
I0A; I0I; I0P; OC
Corallina elongata AA; AS; EU; I0A; IOP HA + EM 0,60 6,67 ROSSANO et al., 2003.
Polysiphonia urceolata EU PSA + TI 1,53 b 5,60 LIU et al., 2005a.
Polysiphonia urceolata EU PSA + IF + HA 0,34 3,90 NIU; WANG; TSENG, 2006b.
Heterosiphonia AA; AN; EU PSA + EM + EM + TI - 4,89 SUN et al., 2009.
Jjaponica
Porphyra yezoensis AA, AN, EU, OA EM + HA 0,32° 3,20 CHUNER et al., 2012.
Gracilaria AA; AN; AS; IOP PSA +IF+ TI 0,36 ¢ 4,20 NIU et al., 2013.
lemaneiformis
Portieria hornemannii AA; AF; IOP PSA + TI 0,80 ¢ 5,21 SENTHILKUMAR et al., 2013b.
Polysiphonia urceolata EU PSA + EM + TI - 5,26 WANG et al., 2015.
Bangia fusco-purpurea A; AA; AC; AF; AN; AS; EU; PSA + TI - 5,10 WU et al., 2015b.

I0A; I0OP; OC
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Grateloupia turuturu AA; AF; AN; AS; EU; 1I0P; OC TI 1,41°% 2,89 MUNIER et al., 2015b.
Legenda: Indice de Pureza (IP). Dados de distribui¢cdo das macroalgas encontrado no AlgaeBase (GUIRY; GUIRY, 2016), sendo: Antartida (A); Asia (AA); América Central (AC); Africa (AF);
América do Norte (AN); América do Sul (AS); Europa (EU); Ilhas do Caribe (IC); Ilhas do Oceano Atlantico (IOA); Ilhas do Oceano Indico (I01); Ilhas do Oceano Pacifico (IOP); Oceano Atlantico
(OA); Oceania (OC). Protocolo: ndo fornecido ( - ); Precipitacdo por Sulfato de Amdnio (PSA); Interacdo Hidrofébica (IF); Troca Ionica (TI); Exclusao Molecular (EM); Hidroxiapatita (HA);

Interacdo Hidrofébica com Leito Expandido (IHLE). Rendimento: a — mg de R-ficoeritrina /g de alga seca; b — mg de R-ficoeritrina / g de alga congelada; ¢ — mg de R-Ficoeritrina / g de alga imida.

Fonte: BASTOS-FILHOS (2016).
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Devido a estabilidade das suas caracteristicas espectroscopicas frente a variagdes de
pH e temperatura, a R-ficoeritrina tem sido utilizada para uma ampla gama de aplicacdes
(FLEURENCE, 2003; MUNIER et al., 2014) como sonda fluorescente em varios ensaios
bioldgicos e clinicos, principalmente aqueles que usam citometria de fluxo (WILSON et al.,
1996; BRADFORD et al., 2004; ZHANG et al., 2013). A sua cor combinada com o baixo
peso molecular dos cromé6foros responsdveis por suas caracteristicas espectrais favorecem o
uso dela como marcador de gel de eletroforese (FLEURENCE, 2003). Diferentes atividades
biologicas também foram relatadas para R-ficoeritrinas, o que atrai a atencdo da industria
farmacéutica e de cosméticos. Atividades antioxidante, anti-idade, anticincer, anti-
inflamatéria e anti-tumoral também ja foram relatadas e tornam esta molécula muito
interessante para os pesquisadores e/ou industrias de diversos setores (PAN er al., 2013;

SENTHILKUMAR et al., 2013; SONANI et al., 2014; WU et al., 2015).

Na industria alimenticia, a R-Ficoeritrina pode ser usada como corante natural em
alimentos ou no preparo de bebidas sofisticadas tendo em conta a sua cor e fluorescéncia
acopladas aos beneficios que ela traz para a saide devido as suas atividades bioldgicas citadas
acima, sendo usada com maior frequéncia em sobremesas e produtos lacteos (DUMAY;
MORANCAIS; MUNIER, 2014; JAYASINGHE, P S; PAHALAWATTAARACHCH]I,
2016). A R-FE tem sido testada como corante para produtos de confeitaria, doces e aguicares
secos para decoracdo de bolo devido a sua fluorescéncia (SUDHAKAR; SARASWATHI;
NAIR, 2014).

Sudhakar et al (2015) usaram o extrato bruto pigmentado extraido da macroalga
Gracilaria crassa, onde a R-FE apresentou indice de pureza de 0,91 para colorir pudins
adquiridos comercialmente. Eles usaram 3 mL desse extrato para colorir 70 g de pudim em
condi¢des estéreis e armazenaram o produto por 50 dias a 0 = 5°C. A colorac¢do da R-FE se

manteve estavel por um periodo duradouro.

Em um outro trabalho Sudhakar, Saraswathi e Nair (2014), avaliaram a estabilidade do
extrato bruto e da R-ficoeritrina pura da Gracilaria corticata, com indice de pureza 1,10,
como corante natural para bebidas carbonatadas e observaram resultados favoraveis,

ressaltando suas propriedades antioxidantes e seus beneficios nutracéuticos.
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Fleurence (2003) também avaliou a estabilidade da R-ficoeritrina a fatores como
temperatura e pH, mostrando ser favoravél ao uso desse pigmento como corante na industria

alimenticia.

Assim sendo, diante dos poucos relatos sobre a aplicagdo de R-FE de macroalgas
vermelhas encontradas no litoral brasileiro, do grande potencial de cultivo desses organismos,
da crescente demanda da industria alimenticia por corantes naturais e das propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas apresentadas por essas biomoléculas o presente trabalho objetivou
extrair e purificar a R-FE de uma macroalga abundante no litoral cearense e avaliar a sua

aplicacdo como corante em iogurte.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Otimizar o rendimento do processo de extracdo e purificacdo da R-Ficoeritrina da
macroalga marinha vermelha Solieria filiformis e verificar seu uso como corante natural em

alimentos.

3.2. Especificos

e Otimizar o rendimento de extracdo e purificacdo da R-ficoeritrina da macroalga
marinha vermelha S. filiformis;

e (Caracterizar as propriedades espectroscopicas da R-ficoeritrina de S. filiformis frente a
variacoes de pH;

e (aracterizar os parametros colorimétricos de iogurtes naturais adicionados de fragdes
proteicas pigmentadas obtidas em diferentes etapas do protocolo de extragdo e
purificacdo da R-ficoeritrina de S. filiformis.

e Avaliar a aceitacdo de iogurtes adicionados de fracdes proteicas pigmentadas, através

da analise sensorial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Macroalga Marinha Solieria filiformis:

A macroalga marinha vermelha Solieria filiformis foi coletada em cordas de cultivo a
200 metros da costa, situadas na praia de Fleicheiras (3°13°06” S; 39°16°47” W) no municipio
de Trairi, a 130 Km de Fortaleza, no litoral oeste do Estado do Cearé, Brasil. Essa espécie de
alga estd depositada sob forma de exsicata no Herbario Prisco Bezerra da Universidade

Federal do Ceara sob o nimero 35682 (Figura 9).

Quando coletada, a macroalga foi transportada para o Laboratério de Aplicacdo
Biotecnoldgica de Algas e Plantas em sacos de plastico pretos, onde foi lavada
exaustivamente com 4gua corrente para retirada de sal, incrustantes, epifitas e graos de areia.

Depois foi lavada com agua destilada e armazenada no freezer a -20°C até a sua utilizagao.

Figura 9: Macroalga marinha vermelha Solieria filiformis cultivada na Praia de Flecheiras,
Trairi, CE.

Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae
Ordem: Gigartinales
Familia: Solieriaceae
Género: Solieria

Espécie: Solieria filiformis

(Kutzing) P. W.

Gabrielson

Foto: Marjory Lima Holanda

Fonte: HOLANDA-ARAUJO (2007).
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4.1.2. Reagentes Quimicos

Tampoes (fosfato de potéssio (25 mM, pH 6,5), glicina-HCl (20 mM, pH 2 e 3), acetato de
sodio (20 mM, pH 4 e 5), tris-HCI (20 mM, pH 7, 8 € 9), glicina-NaOH (20 mM, pH 10 e 11),
fosfato de potéssio (20 mM, pH 12)). Sulfato de amonio ((NH4),SO,4), Matriz DEAE-Sephacel
(GE Healthcare).

4.2. Métodos

4.2.1. Otimizacao do protocolo de extracao e purificacio da R-ficoeritrina de S. filiformis

Com o intuito de aumentar o rendimento da R-ficoeritrina extraida e purificada da
macroalga S. filiformis, foi tomado como ponto de partida o protocolo proposto por Bastos-
Filho (2016). A macroalga marinha S. filiformis foi lavada, triturada em moinho elétrico e em
seguida submetida a extracdo em tampao fosfato de potassio (PB) 25 mM, pH 6,5 na
propor¢ao 1:3 (m/v). A extracgao foi realizada a frio (~ 4°C) sob constante agitacdo e protegida
da luz, durante 6 horas. Apds esse periodo, 0 homogenato obtido foi filtrado usando tecido de
Nylon, onde o residuo foi descartado e o filtrado foi centrifugado a 4°C, 17.000 x g por 30
minutos. O sobrenadante, denominado de Extrato Bruto Proteico (EBP-Sf), foi submetido a
precipitacdo com sulfato de amonio (90% de saturagdo) e posteriormente congelado por 48
horas (etapa ndo executada no protocolo proposto por Bastos-Filho, 2016). Apods
descongelamento, o EBP-Sf foi centrifugado a 4°C, 8.000 x g por 10 minutos. O precipitado
foi solubilizado em 4gua destilada e submetido a didlise (cutoff 12 kDa) contra d4gua destilada
e PB para retirada do sal e reestabelecimento do pH de extracdo. A solugcdo obtida,
denominada de Fracao 0-90 (F0-90) foi submetida a cromatografia de troca idnica (Matriz
DEAE-Sephacel (GE Healthcare)), onde o pico ndo retido foi eluido isocraticamente. As
proteinas adsorvidas na matriz, foram eluidas com PB contendo NaCl nas concentragdes de
0,1; 0,5 e 2,0 M. O pico contendo a R-Ficoeritrina foi coletado e dialisado (cutoff 12 kDa)

contra dgua destilada para retirada do sal e em seguida liofilizado.
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4.2.2. Determinacao dos Teores de Proteinas

Os teores de proteinas foram determinados em todas as etapas do protocolo de
extracdo e purificacdo da R-FE de S. filiformis seguindo o método proposto por Bradford
(1976). As absorbancias foram mensuradas em espectrofotdmetro UV-Vis (Armersham
Biosciences Ultrospec 2100 pro) a 595 nm e os resultados foram expressos em concentragao
através de uma correlacdo construida com BSA (albumina sérica bovina) como padrdo. A
medida de absorbancia a 280 nm também fo1 utilizada para estimar o teor de proteinas nos

eluatos da coluna cromatografica.

4.2.3. Determinacao dos teores, rendimentos e indice de pureza da R-Ficoeritrina

Os teores de R-FE de S. filiformis foram mensurados em todas as etapas de extragcdo e

purificacdo através da Equacdo 1, proposta por Sampath-Wiley e Neefus (2007).

R — FE = 0,1247[(As64 — A730) — 0,4583(4615 — A730)] Eq. (1)
Onde:

R-FE: Concentragdo de R-ficoeritrina (mg/mL);

Ases: Absorbancia a 564 nm;

A730: Absorbancia a 730 nm;

Ag1s: Absorbancia a 618 nm.

Ja os rendimentos da R-FE de S. filiformis foram calculados segundo a Equagao 2.

RR—FE = ? Eq (2)

Onde:

Rr.re: Rendimento da R-ficoeritrina (mg/g);

R-FE: Teor total de R-ficoeritrina no extrato bruto (mg);
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Sf: massa da alga imida (g).

Os indices de pureza da R-FE de S. filiformis foram avaliados em cada etapa do

protocolo de purificagdo, segundo a Equacdo proposta por Senthilkumar ez al. (2013).

Ip = Ases Eq. (3)

Azs0

Onde:
IP: indice de pureza;
Ases: Absorbancia a 564 nm;

Aygo: Absorbancia a 280 nm.

O protocolo de extracao e purificagdo da R-ficoeritrina de S. filiformis esta esquematizado na

Figura 10.
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Figura 10: Protocolo otimizado de extragdo e purificacdo da R-ficoeritrina da macroalga
vermelha Solieria filiformis.

oa Fresca

Extragdo a4 °C em tampdo fosfato de potdssio 25 mM., pH 6.5
(PB). 1:3 (m/v) durante 6 horas continuas, seguido de filtragiio
em trama fina, sob o abrigo da luz
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Fonte: Elaborado pela autora
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4.2.4. Efeito do pH sobre as propriedades espectroscépicas da R-ficoeritrina de S.

filiformis

Para avaliar a estabilidade dos espectros de absor¢do e fluorescéncia da R-ficoeritrina
purificada da macroalga vermelha S. filiformis, foram utilizados diferentes tampdes: Glicina-
HCI1 (20mM, pH 2), Acetato de Sédio (20mM, pH 4 e 5), Fosfato de potassio (25mM, pH
6,5), Tris-HCl (20mM, pH 7,1; 8 e 9), Glicina-NaOH (20mM, pH 10 e 11) e Fosfato de
potassio (20mM, pH 12), sendo que o tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,5 (tampao de
extracdo) foi usado como controle. Assim sendo, para avaliacdo do efeito do pH sobre a
absorbancia do pigmento foram preparadas solugdes de 0,5 mg/mL de R-ficoeritrina com os
diferentes tampdes citados. J4 para avaliar o efeito do pH sobre a fluorescéncia da R-
ficoeritrina de S. filiformis foram preparadas solu¢des de 0,01 mg/mL do pigmento. Os
espectros de absorbancia e fluorescéncia foram obtidos em espectrofotdmetro de
multideteccdo de microplaca Synergy Mx (Biotek, USA) em cinco tempos diferentes com
intervalos de meia hora (30 min) entre cada leitura. A primeira leitura foi realizada assim que
a R-ficoeritrina foi dissolvida nos tampdes. Para a absorbancia, utilizou-se uma faixa de
comprimento de onda de 280 a 730 nm variando em 1 nm, enquanto que para a fluorescéncia
a R-ficoeritrina foi excitada a 495 nm, sendo medido entdo a sua emissio na faixa de 500 a

700 nm variando em 5 nm. As leituras para cada pH foram realizadas em duplicatas.

4.2.5. Analises colorimétricas de iogurtes coloridos com R-Ficoeritrina de S. filiformis

Foram avaliadas as colorimetrias de iogurtes naturais adicionados de concentracdes
diferentes de duas fracdes proteicas obtidas em etapas subsequentes do protocolo de
purificagdo da R-ficoeritrina de S. filiformis (FO-90 e PIII-DEAE, respectivamente). A fracdo
proteica FO-90 (0,124 mg/mL) foi diluida em iogurte natural (marca comercial), encerrando
concentragdes de 0,0124; 0,0248; 0,0372; 0,0496 e 0,062 mg de R-FE por mL de iogurte. J4 o
PIII-DEAE (0,135 mg/mL) foi dissolvido diretamente no iogurte natural (marca comercial)
encerrando as concetracdes de 0,0162; 0,0203; 0,0243; 0,0284 e 0,0324 mg de R-FE por mL

de iogurte.

Foi usado iogurte sabor morango, da mesma marca, como um padrdo para
comparacdo. A leitura das intensidades das cores das diferentes amostras foram realizadas

num colorimetro ColorQuest XE (HunterLab, USA).
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4.2.6. Analise Sensorial de iogurtes adicionados de R-ficoeritrina de S. filiformis

A andlise foi realizada no laboratdrio de anélise sensorial da Universidade Federal do
Ceara, sendo que para cada grupo participaram 60 julgadores ndo treinados. Os testes de
aceitagdo foram de natureza monocréticas, sendo o teste de preferéncia realizado com todas as
amostras numa determinada sequéncia. Todos os julgadores assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e preencheram um formulério do perfil do julgador, onde
constava: sexo, faixa etaria, estado civil, frequéncia de consumo de iogurte de morango, o
grau de gosto pelo iogurte de morango, a marca preferida de iogurte de morango e a
importancia da cor para o consumo do iogurte. Cada julgador foi alocado a uma cabine
isolada (sem barulho e sem contato com outros julgadores) e iluminada com luz branca. As
amostras foram preparadas em placas de petri para uma melhor vizualisacdo, e estas foram
codificadas com trés digitos aleatdrios previamente atribuidos. Foram preparados dois grupos
de amostras, um com a F0-90 e outro com o PIII-DEAE, de acordo com as concentracdes
descritas no item 4.2.5. Todos os formularios aplicados durante a analise sensorial estdo

disponiveis no Anexo deste documento.

Com o intuinto de avaliar a aceitabilidade do atributo cor do iogurte adicionado da R-
ficoeritrina de S. filiformis como corante natural, realizou-se a seguinte metodologia de

analise:
o Teste de aceitacio (escalas heddnica, de intencdo de consumo e ideal):

Foi usado escala hedonica de nove pontos, sendo que o 1 correspondia a “Desgostei
muitissimo” e 1 a “Gostei muitissimo”. Da pontuagdo 1 a 4 foi considerada regido de rejeigao,
5 indiferente e de 6 a 9 regido de aceitagdo. Ja para o teste de intencdo de consumo foi
utilizado escala de 5 pontos sendo que 1 e 2 foram considerados regido de inten¢do negativa,
3 regido de divida e 4 e 5 a regido de intencao positiva. Para a escala do ideal foram usados
nove pontos variando de —4 a +4, sendo que de —4 a —1 foi consideracdo regiao menos forte

que o ideal, O correspondia a tonalidade ideal e de +1 a +4 regido mais forte que o ideal.



Pagina |47

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao do protocolo de extracao e purificacao da R-Ficoeritrina de S. filiformis

O protocolo otimizado de extracdo e purificacdo da R-Ficoeritrina, o qual incluiu a
etapa de congelamento durante a precipitacdo proteica com sulfato de amonio, resultou em
rendimento de R-FE no extrato bruto (EBP-Sf) de 1,628 mg por grama de massa seca, o que
equivale a uma recuperacdo de 100% por ser a primeira etapa de extracdo. Ja para a F0-90,
etapa resultante da otimizacdo, conseguiu-se 1,409 mg de R-FE por grama de massa seca,
equivalendo a um rendimento de 86,55%. Para a ultima etapa, PIII-DEAE, obteve-se 0,605
mg de R-FE por grama de massa seca, o que correspondeu a uma recuperacao de 42,91%. Os
indices de pureza foram aumentando ao longo das etapas, chegando a 1,15 na etapa final,

como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Tabela de purificacdo da R-ficoeritrina da macroalga marinha vermelha Solieria
filiformis utilizando o protocolo otimizado.

Etapas Rendimento por massa  Rendimento por Recuperacao Indice

de alga imida (mg/g) massa de alga (%) de
Proteina Total R-FE seca (mg/g) Pureza
Total
EBP-Sf 0,172 0,162 1,628 100,00 0,46
F0-90 0,148 0,1409 1,409 86,55 0,43
PIII- 0,072 0,0605 0,605 42 91 1,15

DEAE

Legenda: EBP = Extrato Bruto Proteico; FO-90 = Fracao 90% (NH,4),SO,; PIII-DEAE. = Pico III cromatografia

de troca idnica. Fonte: elaborada pela autora.

Esses resultados, se comparado com o que existe na literatura para a mesma espécie,
apresenta melhora significativa de recuperacdo da R-FE, o que indica que a etapa de
congelamento introduzida na precipitacdo do presente trabalho foi o fator responsavel por

esse aumento. Bastos-Filho (2016), utilizou a mesma espécie de alga, porém o rendimento
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obtido nesse trabalho foi duas vezes maior que o obtido por ele. De 100g de alga, na primeira
etapa para a obtencdo da F0-90 ele conseguiu recuperar apenas 48,27%, que ja € um
rendimento bem inferior ao apresentado na tabela acima. No pico de cromatografia de troca
i0nica ele conseguiu uma recuperacdo de 12,78% que é quase quatro vezes menor que a
apresentada na tabela 6, o que confirma que o congelamento realizado durante a precipitagcao

proteica aumentou a quantidade de R-FE extraida.

O congelamento realizado nesse trabalho pode ter levado a formacdo de cristais de
gelo (PRENTICE-HERNANDEZ & COLLA, 2003; EDODES et al., 2014) que levam ao
aumento do rendimento da R-ficoeritrina. Alguns pesquisadores, como foram os casos de
Hayashi et al. (1997); Sloth, Wiebe, e Eriksen (2006); Patel et al. (2005) e Soni et al. (2006)

extrairam outros tipos de ficobiliproteinas, também usando etapa de congelamento.

Associado ao fato do congelamento levar a formacdo de cristais de gelo, existe
também a questdo da precipitagdo proteica usando sulfato de amonio. Os sais sulfatos, a
medida que suas concentracoes aumentam, elas decrescem a solubilidade das proteinas
progressivamente pelo processo de salting out, isso devido a preferéncia da dgua em se ligar
com os ions oriundos da dissocia¢do do sal. Quando isso acontece, as proteinas sdo forcadas a
se ligarem entre elas mesmas o que acarreta a uma maior taxa de precipitacio (FENNEMA,
2010). E sabido também que as proteinas, pelo menos a maioria, precipitam melhor a baixas
temperaturas e, a presenca do sal no meio leva a diminui¢do da temperatura de congelamento
da agua (NELSON; COX, 2014), o que quer dizer que o congelamento realizado nesse
trabalho foi a uma temperatura muito baixa permitindo assim a obtencdo de resultados

bastante satisfatorios.

5.2. Efeito do pH sobre as propriedades espectroscopicas da R-ficoeritrina de S.

filiformis

O aspecto visual das solugdes tamponadas de diferentes pH esta mostrado na Figura
11. A percepcao visual foi de uma leve diferenca nas tonalidades de cores da R-FE quando
dissolvida em solugdes de diferentes pHs, onde as coloragdes tenderam ao roxo nos menores

valores quando comparada a coloragdo rosa apresentada nas solugdes de pHs de S a 11.

Em relacdo a fluorescéncia, caracterizada pela observagdo visual da tonalidade laranja,

foi nitida a sua auséncia nas solu¢des de pHs abaixo de 5 e no pH 12.
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Figura 1: Aspecto visual das solugdes tamponadas de R-ficoeritrina de S. filiformis (PIII-
DEAE) em diferentes pHs no tempo zero
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Fonte: Elaborado pela autora

pH: 2

Quando solubilizada nos tampdes de pH 2 e 3 foi observada formagdo de precipitado
ap6s um periodo de 2 h (Figura 12A). Ja no pH 12, a R-FE perdeu totalmente a sua coloracdo
instantaneamente como mostrado na Figura 12B.

Figura 12: Aspecto visual das solu¢des tamponadas de R-Ficoeritrina de S. filiformis de pHs

extremos. (A) Tampao Acetato de sodio, 20 mM, pH 2,0; (B) Tampao Fosfato de potassio 20
mM, pH 12,0.

Fonte: Elaborado pela autora

No tempo zero, o pH que apresentou maior teor de R-FE fo1 7,1 (0,0585 mg R-
FE/mL), seguido do pH 6,5 com uma diferenca bem sutil (0,0582 mg R-FE/mL). O pH 12 que
perdeu a cor no tempo zero, apresentou 0,0069 mg R-FE/mL, um valor bem abaixo da maior
concentragdo obtida nesse tempo. Ja o pH 3, apresentou 0,058 mg R-FE/mL, valor préximo a
maxima concentragdo obtida, o que provavelmente se deve ao fato de formacdo de
precipitados nesse pH como relato acima, causando um aumento nas absorbincias e,

consequentemente, do teor de R-FE. Apdés 2 horas, houve uma ligeira diminui¢do na
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concentracdo de R-FE em praticamente todos os pHs, sendo que para o pH 7,1 houve uma
perda de 3,76% de R-FE, sendo que para os demais pHs a perda foi aproximadamente na

mesma escala, como € apresentado na Figura 13.

Em relagdo ao efeito do tempo sobre as propriedades espectroscopicas da R-FE de S.
filiformis em diferentes pH, ndo foram observadas alteracdes significativas durante 2 h, em
relagc@o aos espetros de absor¢ido do pigmento em cada pH no tempo zero (Figura 12). Porém,
para os pHs 2 e 3 € possivel visualizar que os dois picos correspondentes a PEB ndo estao
bem definidos, permanecendo apenas o pico da PUB. Para o pH 12, tantos o espectro de

absor¢do como o de fluorescéncia perdem totalmente as caracteristicas da R-FE.

A propriedade de fluorescéncia do pigmento foi mais afetada pelo pH, sendo
observada uma diminuicdo na intensidade dos espectros de fluorescéncia para algumas
solugdes, no tempo zero e ao longo do tempo. Apds 30 min, foi verificada uma diminui¢io
média da intensidade de fluorescéncia de 5,5% para todos os pHs, principalmente no pH 5,
onde a perda foi de 13,37 %. J4 ap6s 2 h, as perdas de fluorescéncia do pigmento alcangaram

32,97 e 16,614% para os pHs 5 e 6, respetivamente (Figura 14) .

Assim sendo, pelo padrio dos espectros de absor¢do e fluorescéncia e pelas
concentragdes de R-FE e intensidade de fluorescéncia, pode-se dizer que as propriedades
espectroscopicas da R-FE da macroalga marinha vermelha Solieria filiformis sdo estaveis

numa faixade pHde 5a ll.
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Concentragdes de R-ficoeritrina para cada pH. (a) tempo zero; (b) apds 30 min.; (c) ap6s 60 min.; (d) apés 90 min.; (e) apés 120 min.

Figura 13
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Figura 14: Intensidade de fluorescéncia para cada pH. (a) tempo zero; (b) apds 30 min.; (c) ap6s 60 min.; (d) apds 90 min.; (e) apés 120 min.
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Figura 15: Efeito do pH e estabilidade do espectro de absor¢do da R-ficoeritrina de S. filiformis (PIII-DEAE). (a) Tempo zero; (b) ap6s 30 min; (c);
apos 60 min.; (d) apds 90 min.; (e) apds 120 min.
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Figura 16: Efeito do pH e estabilidade do espectro de fluorescéncia da R-ficoeritrina de S. filiformis (PIII-DEAE). (a) Tempo zero; (b) apds 30 min.;
(c); ap6s 60 min.; (d) apds 90 min.; (e) apds 120 min.
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Nos pH 2 e 3, os picos correspondentes as ficoeritrobilinas PEB (A= 545 nm e 564
nm), sofrem alteragdes, ou seja, ndo apresentaram um pico definido de acordo com o perfil de
absor¢do da R-FE, indicando degradacdo das PEB e estabilidade da PUB, cujo o pico é a 495
nm. Além disso, nos valores de pH onde foram observadas degradagdo dos picos relacionados
as PEBs, as absorbancias a 280 nm foram bem maiores do que naqueles pHs onde a R-FE se
mantinha estavel. Isso se deve, provavelmente, a mudancas na conformacdo proteica dos
pigmentos decorrentes da desnaturagdo, expondo as subunidades peptidicas que contém

aminoacidos aromaticos, aumentando a absorcdo a 280 nm.

Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, Munier et al., (2014)
avaliaram a estabilidade ao pH da R-ficoeritrina extraida de Grateloupia turuturu onde ela foi
estavel numa faixa de pH de 4 a 10. Eles observaram uma mudanga de coloragdo de rosa para
roxa nos pH mais 4cidos (2 a 4 no caso) e uma leve precipitacio bem como a perda total de
coloragdo para o pH 12. Wu er al. (2015a) avaliando a estabilidade da R-ficoeritrina da
Bangia fusco-purpurea, também observaram estabilidade espectroscdpica numa faixa de pH

de5ao9.

5.3. Analises colorimétricas de iogurtes coloridos com R-Ficoeritrina de S. filiformis

A colorimetria dos iogurtes naturais adicionados da R-FE de S. filiformis em diferentes
concentragdes foi realizada com intuito de avaliar quais as concentragdes das amostras F-090
e PIII-DEAE se aproximariam mais da colora¢do do iogurte de morango comercial. As
amostras que continham 0,0243 mg de R-FE por mL de iogurte (PIII-DEAE) e 0,062 mg de
R-FE por mL de iogurte (F0-90) apresentaram uma maior semelhanca com a amostra

comercial (Tabela 7).
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Tabela 7: Andlise colorimétrica de iogurte natural adicionado de diferentes concentragdes das
fracoes F0-90 e PIII-DEAE contendo R-ficoeritrina de S. filiformis e iogurte de morango
comercial.

Concentracao Parametros
Fracao de R-FE Colorimétricos
(mg/mL) L* a* b*
0,0124 83,23 6,66 3,02

0,0248 80,37 9,16 16
0,0372 78,33 11,42 -0,03
0,0496 77,33 12,99 -1,02
0,062 76,22 13,96 -1,69
0,0162 83,06 10,81 2,69
0,0203 82,83 11,73 227
PIII-DEAE 0,0243 80,52 14,19 1,23
0,0284 80,75 14,38 1,1
0,0324 81,11 1541 081

F0-90

Iogurte de morango Colorido com 78,23 14,21 0,09

Comercial azorrubina

Legenda: L* = Luminosidade; a* = coordenada vermelho/verde (+a indica vermelho e —a indica verde); b* =

coordenada amarelo / azul (+b indica amarelo e —b indica azul). Fonte: Elaborado pela autora

Em relacdo a luminosidade, as amostras PIII-DEAE com 0,0243 mg R-FE/mL de
iogurte e FO-90 com 0,0372 mg R-FE/mL de iogurte foram as que mais se aproximaram da
luminosidade (L*) do iogurte de morango comercial. Vale ressaltar, que o pardmetro
luminosidade foi mais afetado pela adi¢do de diferentes volumes da solu¢do de FO-90, do que
as amostras que receberam o pigmento em p0, dissolvido diretamente no iogurte natural. A
luminosidade da amostra preparada com 3 mL de solugdo de F0-90 (0,0124 mg R-FE/mL de
iogurte) foi de 83,26, enquanto a que recebeu 15 mL (0,062 mg R-FE/mL de iogurte) foi bem
menor (76,22). Ja o iogurte natural que recebeu 3,6 mg do pé (0,0162 mg R-FE/mL de
iogurte) apresentou luminosidade de 83,06, o que foi preparado com 7,2 mg (0,0324 mg R-

FE/mL de iogurte) apresentou luminosidade de 81,11. Para a coordenada vermelho/verde (a*)
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as amostras PIII-DEAE de concentracdao 0,0243 mg/mL e F0-90 de concentracdo 0,062
mg/mL foram as que mais se aproximaram da comercial, porém a amostra preparada com o
PIII-DEAE apresentou uma diferenca discreta (0,02) no valor desse parametro quando
comparada a comercial. Ainda com relacdo a esse parametro, os valores variaram de 6,66 a
13,96 para as amostras contendo a menor e a maior concentracdo de FO-90, respectivamente e
de 10,81 a 15,41 para as que continham PII-DEAE, mostrando assim colora¢des com
vermelho mais intenso para amostras com o pigmento com maior indice de pureza. Quando
avaliada a coordenada amarelo/ azul (b*) a amostra PIII-DEAE 0,0324 mg/mL (0,81) foi a
que mais se aproximou da comercial (0,09). Em relacdo as amostras contendo a FO-90 foram
observados valores negativos para o parametro b* nas amostras contendo as maiores
concentragdes do pigmento (0,0372, 0,0496 e 0,062 mg/mL), mostrando uma tendéncia para a
cor azul. Valores negativos ndo foram observados nas amostras preparadas com PIII-DEAE,
os quais variaram de 2,69 a 0,81. A coloracdo azulada apresentada pelas amostras preparadas
com a F0-90 corrobora com o baixo indice de pureza dessa fracdo proteica, onde é possivel
detectar uma contaminac¢do com a ficocianina (ficobiliproteina de coloragdo azul) mostrada no

espectro de absorc¢do a 618 nm dessa frac@o e ausente no espectro de absor¢cdo do PIII-DEAE.

5.4. Analise Sensorial de iogurte natural adicionados de fracdes proteicas ricas no

pigmento natural R-FE de S. filiformis

5.4.1. Perfil dos julgadores

A andlise sensorial foi realizada com um total de 60 julgadores, sendo que todos eles
avaliaram tanto as amostras de iogurte preparadas com a F0-90, quanto as com o PIII-DEAE.

A Tabela 8 traz informacdes sobre os perfis dos julgadores que participaram dessa analise.
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Tabela 8: Perfil dos julgadores participantes da analise sensorial de iogurtes naturais
adicionados da F0-90 e PIII-DEAE contendo a R-FE de S. filiformis.

Continua
Caracteristicas Enquadramento %
Sexo Feminino 75
Masculino 25
Menor ou igual a 18 Anos 3,33
19 — 25 Anos 65
Faixa etaria 26 — 35 Anos 26,67
36 — 45 Anos 3,33
45 — 55 Anos 0
Mais de 56 Anos 1,67
Casado 11,67
Estado civil Solteiro 88,33
Separado ou Divorciado 0
Outros 0
Grau de instrucao (%) Fundamental 0
Médio 0
Superior incompleto 65
Superior completo 6,67
Po6s-graduacao 28,33
Outros 0
Frequéncia de consumo de Diariamente 3,33
iogurte de morango (%) 1 vez na semana 21,67
2 a 3 vezes na semana 20
4 a5 vezes na semana 0
Quinzenalmente 20
1 vez no més 35
Gosto muitissimo 26,67
Grau de gosto pelo iogurte de Gosto muito 46,67
morango (%) Gosto moderadamente 16,67
Gosto ligeiramente 10
Marca preferida de iogurte sabor Betania 8,33
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morango (%) Danone 55,00
Itambé 1,67
Nestlé 26,67
Vigor 6,67
Outras 3,33
Importincia da cor no consumo Extremamente importante 26,67
de iogurte (%) Muito importante 48,33
Importante 23,33
Pouco importante 1,67
Sem importancia 0

Fonte: Elaborado pela autora

Dos julgadores que participaram da analise sensorial 75% eram mulheres e 15%
homens, sendo que a maioria, 65%, tinha 19 a 25 anos. Pelo fato da anélise ter sido realizada
numa universidade, 65% dos julgadores estdo cursando o ensino superior, 0 que levou a uma
predominancia de ‘“ensino superior incompleto” no grau de instrugdo, seguido da pos-

graduacao, 28,33%.

Dos 60 julgadores, 35% consomem iogurte de morango uma vez no meés, 67%
consomem uma vez na semana, 20% de duas a trés vezes por semana e 20% quinzenalmente,
sendo que um total de 46,67% gosta muito de iogurte de morango e 26,67% gostam

muitissimo.

O levantamento das marcas de iogurte de morango preferidas entre os julgadores
apontou a Danone, 55% das indicac¢des, seguido das marcas Nestlé (26,67 %) e Betania (8,33
%). Além do levantamento dessas marcas, os julgadores também avaliaram a importancia do
atributo cor no consumo de iogurte, onde 48,33% consideraram a cor como um atributo muito

importante.

A apresentacdo das amostras usadas na andlise encontra-se representada nas figuras 17

e 18 abaixo.
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Figura 17: Apresentacdo das amostras de iogurtes adicionados de F0-90 rico no pigmento
natural R-FE de S. filiformis submetidos a analise sensorial. (1) 0,0124 mR-FE/mL; (2)
0,0248 mg R-FE/mL; (3) 0,0372 mg R-FE/mL; (4) 0,0496 mg R-FE/mL; (5) 0,062 mg R-
FE/mL; (6) iogurte comercial.

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 18: Apresentacdo das amostras de iogurtes adicionados de PII-DEAE rico no
pigmento natural R-FE de S. filiformis submetidos a andlise sensorial. (1) 0,0162 mR-FE/mL;
(2) 0,0203 mg R-FE/mL; (3) 0,0243 mg R-FE/mL; (4) 0,0284 mg R-FE/mL; (5) 0,0324 mg
R-FE/mL; (6) iogurte comercial.

Fonte: Elaborado pela autora
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5.4.2. Teste de escala hedonica para a F0-90

Os resultados do teste de escala heddnica para os iogurtes naturais preparados com a
F0-90 contendo R-FE de S. filiformis estdo apresentados nas Figuras 19 e 20. Dentre as
amostras avaliadas, a amostra comercial (amostra 6) foi a que obteve maior porcentagem na
regido de aceitacdo. As amostras 4 e 5 foram classificadas pela maioria dos julgadores na
regido de aceitacdo por 83,33 e 80%, respetivamente, tendo aceitagdo aproximada da amostra
comercial. As amostras 1 e 2, amostras de menores concentracdes de R-FE, foram

classificadas, predominantemente, na regido de rejeicdo como mostrado nas Figuras abaixo.

Figura 19: Frequéncia das notas hedonicas para a cor de iogurte natural colorido com F0-90
contendo o pigmento natural R-FE de S.filiformis.

® (1) 0,0124 mg R-FE/mL

35 -
® (2) 0,0248 mg R-FE/mL

0 (3 0,0372 mg R-FE/mL
Q
S s ® (4) 0,0496 mg R-FE/mL
g
§ 20 - ® (5) 0,062 mg R-FE/mL
=
o 15 - B (6) comercial
=

10 -

5 i

0 |

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Escala hedonica

Legenda: 1 = Desgostei muitissimo; 2 = Desgostei muito; 3 = Desgostei moderadamente; 4 = Desgostei
ligeiramente; 5 = Indiferente; 6 = Gostei ligeiramente; 7 = Gostei moderadamente; 8§ = Gostei muito e 9 = Gostei
muitissimo. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 20: Frequéncia das notas hedonicas para a cor de iogurte natural colorido com F0-90
contendo o pigmento natural R-FE de S.filiformis distribuidas pelas regides de aceitagdo e

rejeicao.
100
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30
20
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0

Fonte: Elaborado pela autora

5.4.3. Teste de escala hedonica para o PIII-DEAE

L. k.

Rejeicao

Indiferente

Regides Escala hedonica

Aceitagao

E (1) 0,0124 mg R-FE/mL
= (2) 0,0248 mg R-FE/mL
= (3) 0,0372 mg R-FE/mL
(4) 0,0496 mg R-FE/ml
m (5) 0,062 mg R-FE/mL

H (6) comercial

Para as amostras de iogurtes coloridos como PIII-DEAE, as amostras 4 e 5 (amostras

de maiores concentracdoes de R-FE) foram as que obtiveram maiores niveis de aceitagdo,

ficando ambas com 95% de classificacdo na regido de aceitag@o ultrapassando a porcentagem

de aceita¢do da amostra comercial colorido com corante artificial, como mostrado nas Figuras

21 e 22. A amostra 1 obteve 50% de classificacdo na regido da rejei¢do, sendo entdo a amostra

de iogurte colorido com PIII-DEAE com menor nivel de aceitagcdo entre os julgadores.
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Figura 21: Frequéncia das notas heddnicas para a cor de iogurte natural colorido com PIII-
DEAE contendo o pigmento natural R-FE de S. filiformis.

Frequéncia (%)
[\
W

4 5 6 7
Escala hedonica

H (1) 0,0162 mg R-FE/mL
H(2) 0,0203 mgR-FE/mL
#(3) 0,0243 mg R-FE/mL
m (4) 0,0284 mg R-FE/mL
H (5) 0,0324 mg R-FE/mL

B (6) comercial

Legenda: 1 = Desgostei muitissimo; 2 = Desgostei muito; 3 = Desgostei moderadamente; 4 = Desgostei

ligeiramente; 5 = Indiferente; 6 = Gostei ligeiramente; 7 = Gostei moderadamente; 8 = Gostei muito e 9 = Gostei

muitissimo. Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 22: Frequéncia das notas hedonicas para a cor de iogurte natural colorido com PIII-
DEAE contendo o pigmento natural R-FE de S. filiformis, distribuidas nas regides de rejeicao

e aceitacao.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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= (3) 0,0243 mg R-FE/mL

(4) 0,0248 mg R-FE/mL
E(5) 0,0324 mg R-FE/mL
H (6) comercial
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Pelo resultado deste teste, vé-se que os julgadores avaliaram as amostras com maiores
intensidades de cor como as mais atrativas, € as de menores intensidade como menos
atrativas. O iogurte natural ndo foi a amostra que recebeu maiores classificagdes, o que indica
que o iogurte adicionado de R-ficoeritrina apresenta coloracdo mais atrativa do que a do

iogurte de morango comercial, aos olhos dos julgadores.

5.4.4. Teste de escala de intencao do consumo para F0-90

Os resultados para a intencdo de consumo de iogurte coloridos com a FO-90 contendo
R-FE de S. filiformis estdo apresentados nas Figuras 23 e 24. As amostras de maiores
concentragdes de R-FE, 3, 4 e 5 foram classificadas pela maioria com classifica¢des na regiao
de intencdo positiva, com porcentagens proximas a classificagdo do iogurte comercial. Ja a
amostra 1, a de menor concentracdo de R-FE foi classificada por 75% dos julgadores na

regido de inteng¢do negativa, como mostrado abaixo.

Figura 23: Frequéncia das notas de intencdo de consumo de iogurte natural colorido com FO-
90 contendo o pigmento natural R-FE de S.filiformis.

60 -

E (1) 0,0124 mg R-FE/mL
= (2) 0,0248 mg R-FE/mL
(3) 0,0372 mg R-FE/mL
H (4) 0,0496 mg R-FE/mL
E (5) 0,062 mg R-FE/mL

50 -

40 -

30

M (6) comercial

Frequéncia (%)

20 -

10 -

Escala de intencio de consumo

Legenda: 1 =Certamente ndo consumiria; 2 = Provavelmente ndo consumiria; 3 = Tenho dividas se
consumiria; 4 = Provavelmente consumiria; 5 = Certamente consumiria. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 24: Frequéncia das notas de intencdo de consumo de iogurte natural colorido com FO-
90 contendo o pigmento natural R-FE de S.filiformis, distribuidas nas regides de inteng¢ao
negativa e positiva.

90
80 ® (1) 0,0124 mg R-FE/mL

70 = (2) 0,0248 mg R-FE/mL
= (3) 0,0372 mg R-FE/mL
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0 ]
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(=)

Escala de intencio de consumo

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4.5. Teste de escala de intencdo do consumo para o PIII-DEAE

Nesse teste, as amostras 4 e 5 obtiveram mais classificacdes na regido de intencdo
positiva do que a amostra comercial, sendo classificadas por 91,67 e 93,33%, respetivamente,
nessa regido como mostrado nas Figuras 25 e 26. A amostra 1, obteve 38,33% das
classificagdes na regido de intencdo negativa, porém o restante do percentual dos julgadores
ficaram entre ddvida se consumiriam ou nao tal amostra e intencdo positiva, 0 que mostra que

para alguns julgadores a amostra ndo estavam com coloragdo ruim.
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Figura 25: Frequéncia das notas de intengdo de consumo de iogurte natural colorido com
PIII-DEAE contendo o pigmento natural R-FE de S. filiformis.
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=
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®(2) 0,0203 mg R-FE/mL
#(3) 0,0243 mg R-FE/mL
® (4) 0,0284 mg R-FE/mL
® (5) 0,0324 mg R-FE/mL

B (6) comercial

Legenda: 1 = Certamente ndo consumiria; 2 = Provavelmente ndo consumiria; 3 = Tenho dividas se consumiria;

4 = Provavelmente consumiria; 5 = Certamente consumiria. Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 26: Frequéncia das notas de intencdo de consumo de iogurte natural colorido com FO-
90 contendo o pigmento natural R-FE de S.filiformis, distribuidas nas regides de inteng¢do

negativa e positiva.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Assim como no teste de escala heddnica, foi atribuida classificagdes mais altas paras
as amostras de maiores intensidades de cor. As amostras de concentracoes intermediarias, no
caso a 2 e 3, geraram duvidas por parte dos julgadores se consumiriam ou ndo, o que fortalece

a ideia de que quanto mais intenso era a cor, melhor era a classificacao.

5.4.6. Teste da escala do ideal para a F0-90

No teste de escala ideal de cor para iogurtes pigmentados com a FO-90 rica em R-FE
de S. filiformis, nenhuma amostra obteve 70% de classificacdes como sendo ideal (0) porém
as amostras 4 e 6 (comercial) obtiveram maiores frequéncias de classificacdes como sendo
ideais, mostrando que pelo menos uma amostra de iogurte colorido com F0-90 obteve
classificacdo bem préxima a do iogurte comercial. A unica amostra que ndo agradou os
julgadores, obtendo mais de 20% de classificagdes nas extremidades, no caso com
classificagdo —4, foi a amostra 1 classificada por 51,67% como sendo extremamente menos
forte que o ideal. Isso indica que a cor nessa amostra ndo estava no seu nivel 6timo. Esses

dados estao representados da Figura 27.
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Figura 27: Frequéncia das notas da escala do ideal atribuidas a cor de iogurte natural colorido com F0-90 contendo o pigmento natural R-FE de

S.filiformis
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Legenda: -4 = Extremamente menos forte que o ideal; -3 = Muito menos forte que o ideal; -2 = Moderadamente menos forte que o ideal; -1 = Ligeiramente menos forte que o
ideal; O = Ideal; +1 = Ligeiramente mais forte que o ideal; +2 = Moderadamente mais forte que o ideal; +3 = Muito mais forte que o ideal e +4 = Extremamente mais forte que o

ideal. Fonte: Elaborado pela autora.
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5.4.7. Teste de escala do ideal para o PIII-DEAE

Nenhuma amostra de iogurte colorido com PIII-DEAE atingiu 70% de classificacio
como sendo ideal, porém a amostra 4 (0,0284 mg R-FE/mL) foi a que obteve maior
frequéncia de classificacao ideal, sendo classificada como tal por 50% dos julgadores, o que
indica que essa amostra, aos olhos dos julgadores, apresentava coloracdo melhor que a

amostra comercial que foi classificada como ideal por 40% dos julgadores.

Ja em relacdo as extremidades (-4 e +4), nenhuma amostra atingiu 20% de
classificagdo nas extremidades, o que indica que as amostras coloridas com PIII-DEAE ndo
estavam extremamente menos ou mais fortes que amostras ideias. Os dados estdo

representados na Figura 28.
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Figura 28: Frequéncia das notas da escala do ideal atribuidas a cor de iogurte natural colorido com PIII-DEAE contendo o pigmento natural R-FE

de S.filiformis
PIII-DEAE (0,0162 mg R-FE/mL) PIII-DEAE (0,0203 mg R-FE/mL) PIII-DEAE (0,0243 mg R-FE/mL)
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Legenda: -4 = Extremamente menos forte que o ideal; -3 = Muito menos forte que o ideal; -2 = Moderadamente menos forte que o ideal; -1 = Ligeiramente menos forte que o
ideal; 0 = Ideal; +1 = Ligeiramente mais forte que o ideal; +2 = Moderadamente mais forte que o ideal; +3 = Muito mais forte que o ideal e +4 = Extremamente mais forte que o
ideal. Fonte: Elaborado pela autora.
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5.4.8. Analise geral dos resultados obtidos na analise sensorial

Para as amostras de iogurte coloridas com a F0-90, a amostra comercial se destacou,
porém houve amostras que obtiveram niveis de aceitacdo proximas a amostra comercial. A
FO0-90, por ser uma amostra menos pura que o pico de cromatografia, contém varias moléculas
contaminantes, inclusive a ficocianina, um pigmento de coloracdo azul que misturada a R-FE,
de coloracdo vermelha, gera uma tonalidade com tendéncia ao roxo. Além disso, pelo fato do
iogurte sofrer dilui¢do pela adicdo de diferentes volumes de solu¢do da F0-90, gerou uma
textura do iogurte um pouco diferente do iogurte comercial, o que pode ter influenciado nas
decisdes dos julgadores, apesar dos testes terem sido somente para o atributo cor, € ndo para a
textura. A FO-90 por ser menos pura, dificulta o seu uso como p6. Quando liofilizada, devido
a presenca dos carboidratos da alga, ela ganha um aspeto esponjoso de dificil solubilizagao, o
que justifica o fato de ter sido aplicada em solucdo e ndo liofilizada como o pico de

cromatografia de troca idnica.

Nos testes realizados para as amostras de iogurte natural adicionadas do pico de
cromatografia (PIII-DEAE), todas as amostras em gerais obtiveram um bom nivel de
aceitagdo, com destaque para as amostras 4 e 5 que obtiveram niveis de aceitacdo superiores
ao da amostra comercial, o que mostra que as amostras coloridas com o PIII-DEAE se
mostraram mais atrativas para os julgadores do que o iogurte de morango comercial colorido

com um corante artificial.

Durante toda a andlise sensorial, foi possivel verificar que a intensidade da cor foi
muito importante na decisdo dos julgadores em relacdo a aceitagdo das amostras, sendo que as

amostras de maiores intensidades receberem maiores niveis de aceitago.
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6. CONCLUSAO

O rendimento da extracdo da R-ficoeritrina da macroalga marinha vermelha Solieria
filiformis foi duplicado ao se utilizar congelamento associado ao método de precipitacdo por
sulfato de amoOnio. Além disso, as propriedades espectroscOpicas da R-ficoeritrina de S.
filiformis foram estaveis na faixa de pH de 5 a 11 e, quando fracdes proteicas com diferentes
indices de pureza do pigmento foram adicionadas em iogurte natural a coloracdo foi muito
aproximada ao iogurte de morango comercial. Os iogurtes adicionados do corante de origem
natural apresentaram boas classificagdes para aceitacdo global, principalmente quando foi
utilizado o pigmento com maior indice de pureza, chegando a niveis de aceitacio superiores a

do iogurte comercial sabor morango.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Julgador n°:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar da pesquisa logurte adicionado de Corante Natural sob a
responsabilidade da pesquisadora Marjory Lima Holanda Araijo, a qual pretende desenvolver um corante

natural a ser utilizado no iogurte.

Sua participag@o € voluntéria e se dard por meio da observagdo visual do iogurte e expressdo da sua opinido
de acordo com as orientagdes dos testes sensoriais. Se voc€ aceitar participar, estard contribuindo para

desenvolvimento de um novo aditivo.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr. (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a
liberdade de retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados,
independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (A) Sr. (a) ndo terd nenhuma despesa e também
ndo receberd nenhuma remuneracdo. A sua identidade serd preservada e a divulgacdo das informacdes obtidas
nos testes s6 serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto. Para qualquer outra informacao, o (a) Sr. (a)
podera entrar em contato com a pesquisadora no endereco Av. Mister Hull, 2977, Bloco 907, Alagadico, pelo

telefone (85) 3366-9826.
Consentimento pds-informacao:

Eu fui informado sobre o que a pesquisadora quer

fazer e porque precisa da minha colaboracdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo que ndo vou ser remunerado por isso e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido

em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pela pesquisadora, ficando uma via com cada um de nés.

Fortaleza,

Assinatura do Participante:

Assinatura do Pesquisadora Responsavel:

Assinatura do Profissional que aplicou o TCLE:
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Anexo 2. Ficha avaliacdo andlise sensorial (escala hedonica, intencdo de consumo e escala do

ideal)

Julgador n°:

1. Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas, usando a escala abaixo para descrever o quanto

vocé gostou ou desgostou do produto com relagdo a COR:

ESCALA AMOSTRA COR

9. Gostei muitissimo

8. Gostei muito

7. Gostei moderadamente

6. Gostei ligeiramente

5. Indiferente

Descreva o que voc€ mais gostou e menos gostou com
relacdo a cor de cada amostra:

Amostra + Gostei - Gostei
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2. Baseando-se na cor, indique sua intencao de consumo de acordo com a escala abaixo:

ESCALA AMOSTRA VALOR

1 - Certamente ndo consumiria

2 - Provavelmente nio consumiria

3 - Tenho dudvidas se consumiria

4 - Provavelmente consumiria

5 - Certamente consumiria

3. Avalie o QUAO IDEAL vocé acha a COR de cada amostra codificada, utilizando a escala abaixo:

ESCALA AMOSTRA COR

+4 - Extremamente mais forte que o ideal

+3 - Muito mais forte que o ideal

+2 - Moderadamente mais forte que o ideal

+1 - Ligeiramente mais forte que o ideal

0 - Ideal

-1 - Ligeiramente manos forte que o ideal

-2 - Moderadamente menos forte que o ideal

-3 - Muito menos forte que o ideal

-4 - Extremamente menos forte que o ideal
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Anexo 3. Perfil do julgador

Julgador n’:

Sexo: () Feminino ( ) Masculino

Faixa etaria: ( ) menor/igual 18 ( ) 19-25( )26-35( )36-45( )46-55( ) maisde56
Estado civil: () Casado ( ) Solteiro ( ) Separado ou Divorciado () Outros

Grau de instrucao: () Fundamental () Médio () Superior incompleto

() Superior completo ( ) Pds-graduacdo () Outros

1. Qual sua frequéncia de consumo de iogurte de morango?
() Diariamente

()1 vez na semana

()2 a3 vezes na semana

() 4 a5 vezes na semana

() Quinzenalmente

()1 veznomés

2. Quanto vocé gosta de iogurte de morango?

() Gosto Muitissimo

() Gosto Muito

() Gosto Moderadamente

() Gosto Ligeiramente

3. Qual a sua marca preferida de iogurte sabor morango?
( ) Betania

() Danone

() Itambé

() Nestlé

() Vigor
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() Outros:

4. O quanto vocé considera a cor importante para o consumo de iogurte?
() Extremamente importante

() Muito importante

() Importante

() Pouco importante

() Sem importancia




