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RESUMO

Alginato e fucoidan sao polissacarideos sulfatados presentes na matriz celular das algas pardas.
Perante a grande demanda de estudos voltados para a formulagao de cosméticos e farmacos, os
polissacarideos das algas se destacam em razdo de apresentarem grandes propriedades como
atividades antiproliferativas, antioxidantes, anti-inflamatorias e estabilizantes. Este trabalho
visa a extragdo do alginato e fucoidan presentes na alga, com a caracterizagdo quimica dos
polissacarideos e aplicabilidades dos mesmos. Para tanto, procedam-se a extracdo da alga
marinha Macrocystis pyrifera, por meio de hidrolise acida e precipitagdes seletivas com etanol
70% para fucoidan e 50% para alginato, realizados no Laboratorio de Tecidos Conjuntivos do
Hospital Universitario - UFRJ. Para melhor avaliacao foram realizadas 6 extragdes ao todo. As
analises para a caracterizagdo se basearam em dosagens de hexose pelo método fenol-sulfurico,
dosagem de acido hexuronico por meio da reacdo do carbazol, eletroforese em gel de agarose,
cromatografia de troca idnica e espectroscopia de infravermelho. Observou-se que o melhor
peso seco foi da 1* extragdo com rendimento de 20,20% de alginato e 9,85% de fucoidan. A
extragdo apresentou teor de acido hexuroénico de 0,601 (pg/pg) para o alginato e 0,112 (ug/ug)
para fucoidan, teor de agucar total de 0,203 (ng/pg) para alginato e 0,313 (ug/ug) para fucoidan.
A presenca de grupamentos sulfatos nas extracdes podem ser analisadas mediante a
metacromasia com o uso de corante azul de toluidina, através da eletroforese em gel de agarose,
e por meio de vibragdes caracteristicas na espectroscopia de infravermelho. Quanto a
precipitacdo em concentragdes de sal, o alginato da 6* extragdo precipitou-se em 6,0 g/mL
enquanto o fucoidan em 8,0 g/mL. Portanto, conclui-se que, as aplicabilidades dos
polissacarideos selecionados, foram por intermédio da presenga de alginato e fucoidan,
juntamente as propriedades identificadas como espessantes, emulsificantes e atividades

antiproliferativas nas andlises realizadas.

Palavras-chave: Macrocystis pyrifera, extragdes, analises, alginato, fucoidan
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ABSTRACT

Alginate and fucoidan are sulfated polysaccharides present in the cellular matrix of brown
algae. In view of the great demand for studies aimed at the formulation of cosmetics and drugs,
algae polysaccharides stand out due to their great properties such as antiproliferative,
antioxidant, anti-inflammatory and stabilizing activities. This work aims at the extraction of
alginate and fucoidan present in the seaweed, with the chemical characterization of the
polysaccharides and their applicability. To do so, extract the seaweed Macrocystis pyrifera, by
means of acid hydrolysis and selective precipitation with 70% ethanol for fucoidan and 50%
for alginate, carried out at the Connective Tissue Laboratory of the University Hospital - UFRJ.
For better evaluation, 6 extractions were performed in total. Through these, the characterization
analyzes were based on hexose dosages by the phenol-sulfuric method, hexuronic acid dosage
by means of the carbazole reaction, agarose gel electrophoresis, ion-exchange chromatography
and infrared spectroscopy. Thus, it is observed that the best dry weight was from the 1st
extraction with a yield of 20.20% of alginate and 9.85% of fucoidan. The extraction showed
hexuronic acid content of 0.601(pg/png) for alginate and 0.112 (ug/pg) for fucoidan, total sugar
content of 0.203 (nug/ng) for alginate and 0.313 (pg/ng) for fucoidan. The presence of sulfate
groups in the extractions can be analyzed through metachromasia with the use of toluidine blue
dye, through agarose gel electrophoresis, and through characteristic vibrations in infrared
spectroscopy. As for precipitation in salt concentrations, the alginate from the 6th extraction
precipitated at 6.0 g/mL while the fucoidan at 8.0 g/mL. Therefore, it is concluded that the
applicability of the selected polysaccharides was through the presence of alginate and fucoidan,
together with the properties identified as thickeners, emulsifiers and antiproliferative activities

in the analyzes carried out.

Keywords: Macrocystis pyrifera, extractions, analysis, alginate, fucoidan
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1. CAPITULO 1- INTRODUCAO

1.1. INTRODUCAO

Os seres marinhos tém recebido destaque ao longo dos anos, pelas suas aplicacoes,
gerando lucros paras as industrias. Dentro do imenso mundo de seres marinhos, ha extensos
grupos de macroalgas ao redor do planeta, que incluem as algas verdes, vermelhas e as marrons
(AMORIM, 2016). Por serem uma fonte renovavel, sdo utilizadas de uma forma mais
sustentavel, sendo produzidas para a comercializacdo. Além disso, muitos locais e empresas
coletam essas algas, residuos, em litorais e costas para serem estudados para a producdo de
bioativos e bioestimulante (MARTINS et al., 2018).

As algas marinhas, de forma geral, sdo encontradas no mar enquanto as demais algas
podem ser encontradas em meio terrestre imido, podendo formar diversas comunidades de
seres fotossintetizantes. Esses seres surgiram h& milhares de anos, apresentando diversas
utilidades econémicas. A primeira utilizacdo das algas marinhas é datada a mais de 2000 anos,
pelos chineses, sendo utilizado como fonte de alimento (PRIYADARSHAMI et al., 2012).

A alga Macrocystis pyrifera (familia Laminariaceae / classe Phaeophyceae), é uma
macroalga marrom ou parda conhecida como alga gigante ou alga da bexiga. Pode ser
considerada uma das maiores algas existentes no planeta, chegando a medir até 100 metros de
comprimento (TAIT et al., 2021). Essas macroalgas sdo majoritariamente encontradas em
habitats com temperaturas mais frias, se tornando, nessas regides, a maior parte da biomassa
formada pelas suas comunidades florestais (MURUA et al., 2020). Porém, essa espécie
necessita de luz para a sua sobrevivéncia e, por isso, a maxima profundida que pode ser
encontrada € de 15 metros (FOSTER et al., 1985).

Além disso, a coloracdo presente nessas macroalgas € de aspecto marrom, isso se da
devido a presenca de fucoxantina (AQUINO, 2021; ALMEIDA, 2014), um pigmento, que
pertence ao grupo das xantofilas (pigmento que esta presente em algas marrons). Também
ocorre a presenca de clorofilas A e C, beta-caroteno e xantofilas, componentes responsaveis
pela cor escura da alga M. pyrifera. Ademais, apresentam em sua estrutura a laminarina,
glucano responsavel pela reserva de carboidratos, sendo assim, rica em polissacarideos, porém,

o principal produto obtido a partir delas é o alginato (RAVEN et al., 2007).
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Vale ressaltar que, durante o0 ano, sdo encontradas grandes quantidades de macroalgas
nas costas das praias ou flutuando em aguas rasas (FARRAPEIRA, 2011; THIEL & GUTTOW,
2005), que foram arrancadas e carregadas pelas fortes ondas. As macroalgas M. pyrifera sdo
encontradas em ambientes mais frios, portanto, quando encontradas nas redondezas de praias
ou flutuando nos mares, é por intermedio seja humana, desequilibrio, pescas ou poluicdo dos
mares (TEGNER et al., 2000).

Dada a crescente demanda por produtos naturais, os polissacarideos — polimeros
utilizados como reserva energética ou estrutura na célula - obtidos através das extracdes das
algas - sdo os produtos naturais mais procurados e utilizados por indistrias (ARAUJO et al.,
2009; FONSECA, 2016). Dentre estes polissacarideos, as fucanas, polissacarideos obtidos da
extracdo, também conhecidas como fucoidan, sdo polissacarideos sulfatados de cadeias
estruturais compostas por L-fucose, além de conter glicose, xilose, manose e acido glucurdnico
em sua constituicio (ARAUJO, 2018; ALMEIDA, 2014). Ainda, as fucanas apresentam
grandes propriedades farmacolodgicas, sendo estudadas por suas propriedades medicinais
antivirais; antioxidante; anticoagulante, entre outras (DINESH et al., 2016; JIN et al., 2013;
SELLIMI et al., 2014).

Da mesma forma que as fucanas, os alginatos sdo polissacarideos, porém, ndo sdo
sulfatados, obtidos também das extracfes de algas marinhas. Esse polissacarideo apresenta em
sua composi¢cdo mondmeros de acido B-D-manurénico, que sdo unidos por meio de ligacGes
glicosidicas do tipo (1>4) e acido a-L-gulurénico. O alginato apresenta propriedades, como
emulsificantes, na formacdo de solu¢Ges mais viscosas (principalmente como materiais de
moldagem na odontologia), na producgéo de curativos que impedem o ressecamento, entre outras
(ALMEIDA, 2014).

Sendo assim, com o aumento do mercado de cosméticos e farmacos, a busca por
materiais renovaveis entrou em estudo, resultando em um grande valor estratégico (MIGUEL,
2011). Desta forma, na década de noventa houve a primeira ocorréncia do selo verde, selo esse
criado para incentivar as industrias a voltarem mais os seus principios para a sustentabilidade
(FREITAS et al., 2014; ADRIANO et al., 2016). Portanto, muitas dessas industrias buscam um
cenario de consumo verde, no qual esta relacionado a busca por materiais renovaveis, visto que,
nos ultimos anos foi considerado um fator crucial para os seus crescimentos, sem que afetem o
meio ambiente (MIGUEL, 2011; ENOQUE et al., 2019). Deste modo, o trabalho visa estudar
a alga marrom Macrocystis pyrifera, buscando os polissacarideos obtidos das extracdes, para

aplicacdes nas industrias de cosméticos e farmacéutica.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo extrair alginatos e fucoidanas da alga marinha
marrom Macrocystis pyrifera, seguido de analises quimicas de cada extragdo para indicar a

melhor aplicagdo em cosméticos e farmacos.

1.2.2. Objetivos especificos

- Extrair os compostos alginatos e fucoidanas da alga;

- ldentificar a presenca de sulfatos atraves de metacromasia utilizando corante azul
dimetilmetileno (DMB));

- Determinar a composi¢do quimica dos compostos presentes a cada extracdo por analises
quimicas e fisicas: FT IR, dosagem de hexose, dosagem de acido hexurénico, cromatografia,

eletroforese em gel de agarose;

- Avaliar a aplicagdo de forma tedrica em produtos cosméticos e farmacéuticos;

— 3 - =
_— SENAICETIQT + SENAE _—

#9245c36d-cd82-4762-bf20-80d5335986aa



17

1.3. JUSTIFICATIVA

As macroalgas sdo fontes muito importantes para o desenvolvimento do mundo, sendo
amplamente utilizadas em varios setores, desde o alimenticio ao farmacéutico, pela capacidade
de se obter polissacarideos como os alginatos e fucoidanas, fontes altamente rentaveis a
economia, além de serem fontes de proteinas. Devido ao continuo crescimento das empresas,
as mesmas buscam migrar de fontes fosseis para renovaveis, otimizando assim seus processos.

O projeto busca extrair as fontes rentaveis da macroalga M. pyrifera, para serem
utilizadas na producéo de farmacos e cosmeticos, por apresentarem diversas propriedades com
valor agregado, como a fotoprotecdo (fator importante para o envelhecimento prematuro), a
inibicdo de colagenase (evitar a flacidez ou melhoré-la), pela sua atividade antimicrobiana
(problemas de pele). Portanto, o uso de bioativos extraidos de macroalgas, apresenta beneficios
econdmicos e ambientais, permitindo a formulacédo de produtos com o0 mesmo objetivo dos que
apresentam formulagdo com outros componentes sintéticos, porém, apresentando uma forma

mais sustentavel, e de menor impacto ambiental.

1.4. DELIMITACAO DO TRABALHO

O projeto foi delimitado no estudo das algas marinhas pardas, Macrocystis pyrifera,
para a extragdo dos seus polissacarideos, com énfase em fucoidan e alginato, tendo como
andlises quimicas e fisicas — metacromasia, RMN, cromatografia, &cido hexurénico, hexose,
eletroforese - de cada extracdo da alga M. pyrifera. O trabalho teve como referéncia o
Laboratério de Tecido Conjuntivo do Hospital Universitario — UFRJ. Ademais, os sistemas de

tratamentos dos efluentes formados no processo ndo serdo abordados neste trabalho.
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2. CAPITULO 2 - FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. INDUSTRIAS QUE APLICAM POLISSACARIDEOS

2.1.1. Industria farmacéutica

A primeira industria farmacéutica surgiu no periodo da Segunda Revolugédo Industrial,
envolvendo o fornecimento e uso da penicilina na época, sendo considerado um dos setores
industriais mais inovadores (TAVARES, 2004). A industria farmacéutica esta voltada a
pesquisas, ao desenvolvimento, fabricacbes e na distribuicdo de medicamentos voltados a
tratamentos, sendo um dos setores que mais cresceu durante os anos (FIA, 2020). Por meio de
estudos, o setor farmacéutico cresceu em torno de 10% em 2019, comparado com os demais
anos que foram de 4% a 8% (LEONARDI et al., s.d.). Desta forma, as inddstrias farmacéuticas
buscam cada vez mais métodos e meios que visam a sustentabilidade, através de investimentos
em pesquisa e desenvolvimento, que tem como resultado, novos farmacos com materiais
inovadores e sustentaveis (PINTO et al., 2013).

A partir do desenvolvimento das industrias farmacéuticas, ocorrem a manipulagao e
estudos de compostos quimicos, com énfase em principios ativos (farmogquimicos), resultando
em medicamentos para diversos tratamentos. Esse resultado ocorre por meio da cadeia
produtiva, onde ocorrem transformacdes fisico-quimicas durante todos 0s processos ou,
atualmente, tém-se estudos muitos recursos para o favorecimento de rotas biotecnoldgicas
como integragéo para obtencdo dos medicamentos (CAPANEMA et al., 2007).

Com o avanco em pesquisas para a formulacdo de novos medicamentos, principalmente
0S genéricos, acarretaram grandes concorréncias entre grandes laboratorios mundiais,
principalmente pelo fato de as pesquisas estarem voltadas a também na reducdo dos custos
durante o processo das formulacdes (MAGALHAES et al., 2003). Sendo assim, foram
registrados um crescimento continuo das industrias farmacéuticas que buscam a
sustentabilidade, havendo um aumento de 12,1% em 2021, comparado aos anos anteriores
(REIS, 2021). Desta maneira, de pequenas a grandes indudstrias, procuram meios e formas de

tornar o processo dos seus farmacos mais lucrativos, ligados a sustentabilidade e a
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biotecnologia, onde ha estudos para o seu crescimento e aprimoramento, buscando matérias
primas mais sustentaveis e com maiores rentabilidades, como sdo os casos dos lancamentos de
linhas a base de produtos naturais e sustentaveis, por exemplo, as pilulas de vitaminas a base
vegana (BALIAN et al., 2010; MAGALHAES et al., 2003).

2.1.2. Industria de cosméticos

Os cosméticos estdo presentes em todo tempo na vida dos seres humanos. A definicado
de cosméticos conforme o Portal de Legislacdo, na Resolucdo RDC n° 211, de 14 de julho de
2005:

Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, sdo preparagdes constituidas
por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de
limpéa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou
protegé-los ou manté-los em bom estado. (MINISTERIO DA SAUDE, 2005, Art. 1 -

Anexo 1)

As primeiras apari¢des do uso de cosméticos, datou-se em 3000 a.C. a 200 d.C., no Egito
Antigo, como fonte de embelezamento e cuidados pessoais das mulheres (BARROS, 2020). O
setor de cosméticos é considerado bem amplo, pois trata de juncdes interdisciplinares, além de
estudos de costumes e etnias de diversas regides. Desta forma, o setor cresceu mundialmente,
cerca de 4,2% em 2019, comparado aos demais anos, aumentando disparadamente seus lucros,
por meio de constantes processos e inovagdes (TREVISAN, 2011; MENDONCA, 2020).
Devido esse crescimento, ha preocupac6es da populacdo com a questdo ambiental, resultando
nas industrias estudarem e se aperfeicoarem em novas técnicas, que buscam a reducdo dos
diversos impactos ao meio ambiente e principalmente aos animais (TIBALDI etal., 2019; BOM
etal., 2019).

Por meio deste, as industrias, no decorrer dos anos, focaram seus interesses em um
cenario verde, priorizando seus processos com materiais organicos e naturais, onde ampliaram

seus estudos e tecnologias para os segmentos que realizam as adaptacdes e implementacfes
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desses meios para a sua empresa. Desta forma, alguns estudos relatam que houve um
crescimento sustentavel das industriais de cosméticos, estimasse que esse crescimento é de 8 a
25% ao ano (MIGUEL, 2011; AVELAR et al.,, 2006). Com isso, apresenta uma das
caracteristicas de serem o setor que mais apresenta pesquisas continuas de estudos de casos,
simulag@es, novas técnicas, processos, reagentes, matérias e até mesmo seus objetivos, para que
consigam inovacgOes para as suas linhas de pesquisas e desenvolvimento (AVELAR et al.,
2006).

Com o aumento da demanda de produtos com formulages a base de produtos naturais,
vem chamado a atencdo dos compradores, aumentando assim as suas vendas, onde esta
vinculado a marketings que despertam o interesse desses consumidores - como por exemplo a
questdo do envelhecimento, sendo um ponto muito procurado para diminuir ou retardar esse
efeito - e mostram o qudo bem um produto natural faz ao corpo (MIGUEL, 2011). Desta forma,
tende a aumentar o desenvolvimento tecnolégico de cada formulacdo, onde buscam uma
constancia de inovacdes, para que a formulacado esteja sempre adequa ao desejo do consumidor,
juntamente aos agregados ecoldgicos, aumentando junto a competicdo (mercados globais) em
lancar no mercado produtos com formulagbes com alto poder agregado, seja para 0 meio
ambiente ou para o consumidor, pois quao natural for o produto, maior sera o interesse do
consumidor (MIGUEL, 2011; AVELAR et al., 2006; CERQUEIRA, 2013).

2.2. ALGAS MARINHAS

2.2.1. Macroalgas

As algas marinhas sdo seres vivos, autotrofos, fotossintetizantes e clorofilados,
apresentando grandes variedades de formas e tamanhos, sendo considerados muito importantes
para a economia, pois, por meio delas, se obtém fontes de alimento, adubacgdo, oxigénio e
diversas outras utilidades (VIDOTTI et al.,, 2004; AMORIM, 2016). Ademais, sdo seres
eucariontes, com compartimentalizacdo interna, possuindo também membrana celular e parede

celular. Pelo fato de ndo apresentarem sistema vascular em sua estrutura, formam aglomeracdes
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de fios ou laminas que comp&em os habitats dos oceanos, rios, rochas e solos (VIDOTTI et al.,
2004).

Uma das principais caracteristicas para diferenciar uma alga da outra esta em seu
pigmento, apresentando como pigmento comum a clorofila, sendo importante para que a alga
possa realizar a fotossintese (ALMEIDA, 2014; AMORIM et al., 2016). Por meio deste, as
algas sdo separadas em trés grupos: vermelhas, verdes e pardas. As algas vermelhas (filo
Rhodophyta), sendo algas microscopicas, apresentando em sua composicdo: ceélulas
eucarioticas; amido das florideas (serve como material de reserva da fotossintese); pigmentos
ficobiliproteinas (vermelhos e azuis); tilacdides (conjunto de membranas que estdo localizadas
no interior do cloroplasto) ndo empilhados; cloroplastos (organela celular) sem reticulo
endoplasmatico externo e a falta de flagelos (filamentos finos e compridos) (WOELKERLING,
1990). Esta alga apresenta mais de 6.500 espécies, dividas em 680 géneros. Geralmente sdo
encontradas em aguas tipicamente doces, sendo a grande maioria encontrada em habitats que
apresentem corregos e rios, além de outras em lagos e lagoas. Contudo, uma pequena
guantidade de algas vermelhas é encontrada em solos e cavernas (SHEATH et al., 2015). As

algas vermelhas sdo ilustradas nas Figuras 2.1 e 2.2.

Figura 2.1.: Alga Vermelha - Rhodoph a

Fonte: Magalhdes (s.d.)
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Figura 2.2.: Algas Vermelhas

Jopii

Fonte: Mendes (2019)

As algas verdes (filo Chloropyta) sdo eucariotas fotossintéticos (nucleo celular
envolvido por uma membrana, e nesta é responsavel pela fotossintese) e sdo consideradas
microscopicas, além de apresentarem em sua composi¢ao os seguintes: plastidios (organelas
responsaveis pela fotossintese) ligados a membrana dupla que contém as clorofilas a e b; f -
caroteno e xantofilas (pigmentos); estrutura considerada estrelar ligando nove pares de
microtdbulos (estrutura proteica que faz parte do citoesqueleto da célula) em base flagelar;
amido que é depositado dentro dos plastidios, e é utilizado como polissacarideo de reserva
(LEWIS et al., 2004; FRIEDL, 1997). Ademais, essa alga apresenta cerca de 3.500 espécies
que fazem parte dos inUmeros habitats presentes no planeta, sdo encontradas em aguas doces,
rochas, arvores, sdo mais propicias a locais com maiores iluminagées (KENNEDY, 2021;
AMORIM et al., 2016). Alguns exemplos dessa alga estéo ilustrados nas Figuras 2.3 e 2.4.

\
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Figura 2.3.: Divisdo Chlorophyta

Fonte: Pasquali (2022)

As algas pardas (filo Ochrophyta), podem ser consideradas algas macroscopicas por
chegarem a 70 m de comprimento ou mais, além de serem multicelulares e apresentarem em
sua composicdo a xantofila, a clorofila A e C ¢ o p — caroteno , pigmentos que resultam na cor
parda ou marrom da alga; laminaria (responsavel pelas reservas alimentares como agucares);
paredes celulares compostas por &cido alginico (auxilia na resisténcia para suportar
determinados choques mecénicos), celulose e polissacarideos sulfatados (WEHR, 2015;
BHUTIA et al., 2018; AMORIM et al., 2016). Desta forma, essa alga apresenta em torno de
2.000 espécies localizadas em diversos habitats, geralmente encontradas em aguas mais frias,
pelas costas, em rochas, flutuando ou presa a alguma estrutura (BHUTIA et al., 2018;
KENNEDY, 2020) Além disso, as algas pardas apresentam reproducdo sexuada e assexuada,

sendo a sexuada por meio da formacgdo de gametas moveis e assexuada por meio da formacao
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de zodsporos moveis, ambos apresentam dois flagelos desiguais (BRINGLOE et al., 2020;
BHUTIA et al., 2018; CLAYTON, 1988). Alguns exemplos dessa alga estdo ilustrados nas
Figuras 2.5 e 2.6.

Figura 2.5.: Alga parda — Macrocystis pyrifera

Fonte: Silva (s.d.)

Figura 2.6.: Alga parda

Fonte: Dbiotec (2011)

Outrossim, as algas podem se diferenciar através do seu corpo, também conhecido como
talo, além de apresentarem diversas formas como: aspecto de rede (filamentos que se
desenvolvem formando redes); calcério (presenca de carbonato de calcio); cenociticos (sem
divisdo celular); cilindricos (forma cilindrica); crostosos (crosta que recobre-o0); filamentosos
(apresenta uma fileira de células); filamentosos corticados (cortex diferenciado); foliaceos

laminares (sem divisdo de cortex e medula); folidceos corticados (medula e cértex
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diferenciados); globosos (formato esférico) (AMORIM et al., 2016; PEREIRA, 2009).
Também podem ser diferenciadas pelo tamanho, sendo separada em dois grupos: microalgas e
macroalgas (AMORIM et al., 2016; O’SULLIVAN et al., 2010). As macroalgas sdo seres
macroscapicos, multicelulares que habitam em ambientes com diversidades aquéticas ao redor
do mundo, atingindo comprimentos superiores a 50 m, porém, algumas macroalgas apresentam
milimetros de comprimento (AMORIM et al., 2016; PEREIRA, 2009). As microalgas por sua
vez, sdo seres unicelulares que apresentam morfologia diversa, heterogéneos, além de serem
flexiveis quanto ao habitat, pois podem ser encontradas tanto em aguas doces quanto salgadas.
Além disto, atingem micrometros de comprimento, variando de 20-200 um (HAKALIN, 2014;
FRANCO et al., 2013; SANT’ANNA et al., 2008).

Ademais, as algas apresentam grande importancia ecoldgica, pois ndo apenas sao
organismos fotossintetizantes (captam a luz solar), como também sdo fundamentais para a
alimentacdo de animais marinhos. Ainda servem de moradias para determinados animais, além
de fazem parte da alimentacdo de diversos paises, como no Oriente Médio, visto que apresentam
grandes fontes nutritivas (proteinas, vitaminas e sais minerais). Vale ressaltar que os produtos
extraidos das algas sdo muito utilizados em industrias de biotecnologia (industrias de alimentos,
bebidas e cosméticos) (JOHNSTON, 1970; BONEY, 1965; AMORIM et al., 2016). Desta
forma, observa-se a importancia de sua preservagdo e principalmente de suas produgdes, pois

as mesmas servem como moradia para diversos animais marinhos, além de impedir a fome.

2.2.2. Macrocystis pyrifera

A alga gigante Macrocystis pyrifera, com colora¢do marrom ou parda, é considerada a
maior de todas as algas marrons, podendo chegar a 45 metros de comprimento, podendo crescer
cerca de 12 centimetros por dia. A sua morfologia se baseia em uma estrutura de fixacao
(rizoide, exercem a fungdo de raiz, sem que haja a estrutura das raizes), apresenta estipes
(pediculo do caule), e por essas crescem as laminas (com bordas irregulares), além de
apresentarem as folhas com funcionalidades pneumato6foros (enche de ar e fazem com que a
alga flutue). A alga € comumente encontrada na costa do Pacifico da América do Norte e nas
costas do hemisfério sul, formando densos bosques pelas costas dos oceanos (SALAVARRIA
et al., 2014; LOPES, 2018). A seguir tém-se ilustracdes da alga M. pyrifera nas Figuras 2.7 e
2.8.
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Figura 2.7.: Macrocystis pyrifera

Fonte: Fackler (s.d.)

Figura 2.8.: Floresta de Macrocystis pyrifera

Fonte: Colla (s.d.)

A alga M. pyrifera apresenta grande importancia econdmica, tanto social quanto
oceénica, por ser um produtor primario de O2 (VALDEZ et al., 1996). Portanto, deve-se
preservar o seu habitat, pois ela necessita de alguns fatores para sua sobrevivéncia, sendo elas:
movimento das aguas do mar, nutrientes, temperatura adequada e iluminagdo. Em primeiro
lugar, o movimento das &guas pode causar o interrompimento do seu crescimento ou até mesmo
arrancé-las de seu habitat. J& os nutrientes e a temperatura da agua estao correlacionados, pois,
quanto maior a temperatura da &gua, menor serd a porcentagem de nutrientes no mar. A
iluminagdo por sua vez, é importante visto que toda alga necessita de luz solar para sua
sobrevivéncia, porém, em dias nublados, a alga M. pyrifera ndo é tdo afetada quanto as demais,
pois apresentam em sua fase adulta, ela apresenta extensas copas que permanecem abaixo da
superficie do mar. Nao so esses fatores, como também a interferéncia humana, que pode afetar

a biota dos seres por meio de excesso de lixos nos mares, despejo de residuos inadequados nos
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mares e redes de pesca que deslocam ou agridem populagdes marinhas (NORTH, 1984;
VALDEZ et al., 1996).

A M. pyrifera, € uma das algas mais importantes, principalmente por sobreviver a
diversos locais, por ser uma alga extensa, podendo chegar a metros de comprimentos, e
geralmente estar fixa ou flutuando pelos mares, em dias de maré alta, a luminosidade nem
sempre esta presente, impedindo-a de fazer foto autotrofismo (HAMERSLEY et al., 2015;
ZIMMERMAN et al., 1985; BRZEZINKSI et al., 2013). Portanto, em determinadas épocas
essa espécie realiza heterotrofismo (ndo ha capacidade de produzir seu préprio alimento, e sua
alimentacdo ocorre por meio de nutrientes ao seu redor), sendo assim, em dias mais quentes e
com maré alta, o mar ndo apresenta grande quantidade de nutrientes, dificultando sua
alimentacdo (MESQUITA, 2013). Por mais que essa macroalga seja uma das mais estudadas,
sua taxonomia ainda apresenta incégnitas a serem analisadas, desta forma, a sua taxonomia se
baseia em: reino — Chromista; sub-reino — Harosa; infra reino — Heterokonta; filo —
Ochrophyta; subfilo — Feista; infra filo — Limnista; superclasse — Fucistia; classe —
Phaeophyceae; subclasse — Fucophycidae; ordem — Laminariales; familia — Laminariaceae;
género — Macrocystis; espécie — Macrocystis pyrifera (RENDERS et al., 2006; MACAYA et
al., 2010; CRIBB, 1954).

A Macrocystis pyrifera apresenta fucoxantina — pigmento presente em algas marrons -,
além de apresentar clorofilas A e C e B-caroteno — responsaveis pela cor escura presente na alga
— (WHEELER, 1980). Outro ponto importante é o ciclo de vida da alga, pois, é por meio dela
que pode se analisar o nimero de reproducdes, o tempo de crescimento da alga até a sua morte,
e através de seu tempo de vida analisar se elas morreram de forma natural ou ndo, além de fazer

diversas outras analises, este ciclo esta ilustrado na Figura 2.9.
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Figura 2.9.: Ciclo de vida da Macrocystis pyrifera
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Fonte: Gaitan-Espitia et al., (2014)

O ciclo de vida da M. pyrifera (Figura 2.9), apresenta uma vida heteromorfica, as
reproducdes, tanto assexuada quanto sexuada, ocorrem em individuos distintos. Desta forma,
ocorrem entre o espordfito (estrutura que marca a fase diploide do organismo) diploide (2n) e
um gametofito (reprodutora de gametas) haploide (n). Sendo assim, pela meiose ocorre a
producdo de zodsporos biflagelados (esporos assexuais com motilidade) que foram liberados
por meio das laminas reprodutoras ou pelos espordéfitos, que sdo localizados proximo ao
espordfito maduro. Para que ocorra a producao dos esporos, 0s esporofitos necessitam estar de
6 a 12 meses de idade, onde 0s zo6sporos irdo resultar em um gametofito (ha diferenciagdo do
feminino do masculino dentro de uma semana, onde 0s machos sdo responsaveis por produzir
células biflageladas, que sdo os anterozoides, ja as fémeas sao responsaveis por produzir o évulo
que se desenvolve em um embrido ocasionado apoés a fertilizacdo). Posteriormente, apds essa
fertilizacdo, o crescimento ird ocorrer durante algumas semanas, resultando em pequenas
folhas, geralmente imperceptiveis a olho nu, chegando de 1 a 2mm de comprimento. Por fim,
as proximas divisbes como o surgimento das pequenas folhas ou folhas iniciais da o
prosseguimento do desenvolvimento da morfologia adulta da planta (Figura 2.9) (GAITAN-
ESPITIA et al., 2014; VALDEZ et al., 1996; NORTH, 1987).
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2.3. POLISSACARIDEOS DA ALGA MARROM

2.3.1. Fucoidan

Os primeiros registros encontrados de fucoidanas foram em algas marrons a mais de
12.000 A.C., em documentos desenterrados no Chile. O fucoidan é considerado um
polissacarideo intercelular que possui grupos sulfatados, que estdo ligados covalentemente, de
cadeias longas (WANG et al., 2019). Apresenta em sua composi¢éo principalmente a L-fucose
sulfatada — fucose e sulfato -, e apresenta galactose, manose, xilose, glicose e &cidos urdnicos,
considerado uma estrutura quimica complexa (Figura 10) (WANG et al., 2019; LI et al., 2008;
PADUA et al., 2015). Geralmente, contém em porcentagens de fucose e sulfato 44,1% e 26,3%,
respectivamente, os outros dos demais componentes, porém, sua composicdo pode variar
conforme diversos fatores, desde o habitat até as extragdes para obtencdo (LI et al., 2008;
BLACK et al., 1952). A estrutura quimica do fucoidan esta ilustrado na Figura 2.10.

Figura 2.10.: Estrutura quimica do fucoidan

CH,

0S0;,

Fonte: Kang et al., (2015)

Visto isso, a parede celular das algas pardas (possui compartimento fibrilar composto
por microfibrilas de celuloses, inserida em uma matriz composta por polissacarideos acidos que
estdo ligados por proteinas), como a M. pyrifera, sdo uma das fundamentais para retirada de
compostos de suma importancia comercialmente. Desta forma, o fucoidan € um dos compostos
presentes na parede celular da alga marrom, podendo ser extraidos da parede celular das algas
pardas ou marrons, e utilizados para fins comerciais (LIRA, 2009; AMORIM, 2018;
ALMEIDA, 2014).
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A posicdo que se encontra os grupos sulfatos presentes no fucoidan é de suma
importancia, pois determina as atividades bioldgicas do polissacarideo. Muitos sdo os métodos
de observacdo e identificacdo dos sulfatos, sendo eles, espectroscopia de infravermelho,
dessulfatacdo, RMN e muitas outras técnicas utilizadas (LI et al., 2008). Ademais, alguns
estudos relatam a formagéo de matriz mucilaginosa (um dos motivos para que alga M. pyrifera
possa sobreviver tanto emerge quanto acima do mar) — responsavel pela protecdo contra a
desidratacéo, caso ocorra periodos de maré baixa no local - em volta do fucoidan, sendo muito
importante para a captacdo de luz, sem que haja a necessidade de estar por completo na agua
(ALMEIDA, 2014).

O fucoidan, é caracterizado como polissacarideo heterogéneo que apresenta pesos
moleculares elevados, de 200-2000 kDa. Além disso, apresenta grupos éster sulfatados em sua
composicdo (Figura 2.9), aderindo a célula cargas negativas, resultado da caracteristica anidnica
da macromolécula. Posto isso, o fucoidan é um polissacarideo Unico, podendo ser impostos
diversas areas medicinas e comerciais, principalmente pelas suas caracteristicas: propriedades
anticoagulantes; antioxidantes; antitumoral e entre outras propriedades que o torna um
composto rico. Desta forma, as suas importantes propriedades dependem significativamente do
seu peso molecular (em pesos maiores que 1000 kDa, podem torna-los insollveis), além dos
grupos sulfatados e compostos de monossacarideos (PARK et al., 2011; ZAYED et al., 2020;
ZHANG et al., 2021).

2.3.2. Alginatos

Um dos primeiros registros encontrados de alginatos foi durante o século 40, por meio
de estudos da cepa mucoide que foram isoladas de pacientes que apresentavam fibrose cistica
(HASHIMOTO, 2014; MULLER et al, 2011). O alginato é considerado um polissacarideo
anionico e linear, apresentando em sua estrutura compostos de acidos B-D-manuronico e a-L-
gulurdnico, que sdo distribuidos e organizados em série definidas em blocos na sua estrutura
polimérica (Figura 11). Além disso, essa distribuicdo dependerd da espécie da alga que o
alginato foi obtido, e principalmente do habitat e localizacdo que a alga vivia, onde esses
parametros influenciam nas propriedades fisico-quimicas (ORE et al., 2020; VASCONCELQOS
et al., 2015; HASHIMOTO, 2014). A estrutura quimica do alginato de sddio € ilustrada nas
Figuras 2.11 e 2.12.

- - - = e ——
—_— SENAICETIQT + SENAK _

P——
#9245c36d-cd82-4762-bf20-80d5335986aa



31

Figura 2.11.: Estrutura quimica do alginato de sodio
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Fonte: Oliveira et al., (2017)

Figura 2.12.: Caracteristicas da estrutura quimica do alginato de sddio
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Fonte: Draget et al., (2011)

O alginato é um polimero que pode ser encontrado por meio de combinacdes de sais (K,
Na, Mg, Ca), que compdem as estruturas das paredes celulares das algas marrons ou pardas
(REDDY, 2021). Portanto, o alginato € um dos componentes presentes na parede celular algas
pardas, podendo ser extraido e utilizado em diversos setores. O alginato é formado por blocos
M, G e trechos de MG, e distribuidos de forma que forme quatro liga¢Ges glicosidicas, onde
ocorre a formacdo da cadeia (b), por meio dos monémeros de alginato (a), resultando na
distribuicédo dos blocos (c) (Figura 2.12) (DRAGET et al., 2011).

Dentre vérias propriedades e aplicagdes que o alginato possui, uma das mais importantes
é a capacidade de formar géis, que sdo muito estudadas para analisar suas propriedades, porém,
essa formacdo depende das propor¢es M (residuos manurdnico) e G (residuos gulurénico),
além da formacao das ligacdes cruzadas existentes nas cadeias poliméricas. Sendo assim, o gel
de alginato é considerado ibnico, e sdao formados a partir de cétions bivalentes, como
Ca*t,Mg?*,Cu®* e entre outros, juntamente com os mondémeros de alginato (G), em que
formam pontos de reticulacio e resultam na gelificagdo (CACURO et al., 2018; MULLER et
al., 2011).
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O alginato é caracterizado como um copolimero, formado por blocos e sem que haja
unidades de repeticdes regulares (Figuras 2.11 e 2.12). Logo, uma das maiores caracteristicas
fisico-quimicas dele é apresentar ligacdes seletivas de cations multivalentes (formado ou que
faz parte de 3 ou mais cromossomos homologos (semelhante ao outro)), sendo uma das
fundamentais para que o alginato possa formar os géis (propriedade principal do alginato), e
essa ligacdo ocorre por meio do aumento do teor de a-L-gulurbnico presentes nas cadeias
(DRAGET et al., 2011). Por outro lado, os alginatos sdo considerados insollveis em agua,
onde nas extracfes ocorrem em trés etapas fundamentais, lavagem, trituracéo e secagem, e no
final utiliza-se solugOes bésicas para que haja a formacao do alginato de sédio (REDDY, 2021).

Além do mais, o alginato apresenta grandes propriedades fisico-quimicas, sendo elas:
alto peso molecular (varia de regido para regido, devido ao habitat que se encontra, podendo
chegar até 985 kDa); propriedades gelificantes (formacdo de géis por meio de solucGes que
contenham ions divalentes (Ca, Sr e Ba) ou ions trivalentes (Fe e Al)); solubilidade (os alginatos
gue apresentam tanto cations bivalentes quanto trivalentes, ndo possuem a propriedade de serem
soliveis em &gua, isso se d&, pois, em sua composicao, apresenta -COO- (ion carboxilico),
porém, apresenta a propriedade de grande absor¢do da &gua); toxicidade (os alginatos ndo
apresenta toxicidade para as células, podendo ser estudadas sem que haja revertério). Além
disso, em valores de pH muito baixos, ha uma tendéncia na diminuicdo da solubilidade,
enquanto a viscosidade ndo é alterada em pH altas (REDDY, 2021; TRUJILLO-ROLDAN et
al., 2004; DOAN et al., 2016).

Por meio dessas propriedades, podem ser analisadas as aplicabilidades do alginato,
sendo elas, indastrias farmacéuticas (voltados para o trato gastrointestinal), alimenticia
(cobertura para sorvetes, macarrdo instantaneo e entre outros), cosméticos (hidratantes para
epidermes, retencdo da cor do batom e para lo¢des) e na industria téxtil (formacao de padrdes
na industria, em impressdes e até para engrossar pastas, devido a sua propriedade espessante) e
vastas outras utilidades (REDDY, 2021).
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2.3.3. Aplicabilidades dos polissacarideos

2.3.3.1. Fucoidan

Em um ambito geral, os polissacarideos extraidos de algas marinhas apresentam vastas
aplicabilidades bioldgicas voltadas a area da saude, além de ser muito importante nos setores
de alimentos, farmacéuticos, biotecnologia e entre outros setores (VASCONCELOS et al.,
2015). Sendo assim, as fucoidanas apresentam grande valor econdmico, atraindo Vvérias
empresas para seu estudo, pois apresentam grandes potenciais ao se tratar de atividades
farmacoldgicas, tais como antiproliferativa, antioxidante, antiviral, anticoagulante, e varias
outras (AQUINO, 2021). Diante de estudos, o fucoidan apresentou resultados positivos ao se
tratar de sistema imunoldgico, sendo responsavel em aumentar a fagocitose — a¢éo que remove
patdgenos e restos celulares -, além de, em alguns testes clinicos em camundongos, haver a
melhora em suas imunidades e na reducdo de possiveis inflamagdes (WANG et al., 2022). De
igual modo, o fucoidan pode apresentar resultados positivos de doencas pulmonares como
bronquite e asma. Além disso, ha inicio de estudos contra SARS-CoV-2, atravées de a¢cdo como
agente anti-inflamatorio (FITTON et al., 2020). Algumas aplicacdes de fucoidan estdo descritos
no Quadro 2.1.
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Quadro 2.1.: Propriedades especificas do fucoidan para cada aplicacéo
Aplicacoes Propriedades

Possibilidade de nutracéuticos Formacdo de nanoparticulas, hidrogéis,

filmes comestiveis

Atividade antiproliferativa Reducdo de proliferacdo de células de cancer

Possibilidade de morte celular em tumor Promoveu a morte celular por vias de
apoptose

Cosmocéuticas Atividades antioxidantes

Atividade anti-inflamatéria em céncer | Diminuicdo dos efeitos causados pelos
avancado tratamentos em céancer avangcado, como

fadiga e nauseas

Atividade anti-HIV-1 Bloqueiam a entrada do virus na célula
hospedeira
Protegéo contra danos nos rins Diminuic&o dos niveis elevados de creatinina

sérica e de nitrogénio ureico sérico

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados de (ZHANGA et al., 2021; ARAUJO et al., 2021;
TAKAHASHI et al., 2017; PROKOFJEVA et al., 2013; WANG et al., 2019; JESUMANI et al., 2020)

Desta forma, o fucoidan pode ser encontrado em diversos meios de aplicacdes, pois suas
caracteristicas apresentam agregados importantes para diversos produtos e tratamento de
doencas. O fucoidan é, atraveés de estudos, considerado fundamental, devido as suas
caracteristicas como servir de anticoagulante, apoptose celular ou morte celular e até mesmo
em atividades angiogénica seletiva em tumores. Além disso, as propriedades farmacoldgicas do
fucoidan, sdo muito estudadas e analisadas para os tratamentos de inflamacdes, infeccfes virais,
tumores malignos e até disturbios imunoldgicos (ZAYED et al., 2020; FITTON et al., 2019).

2.3.3.2. Alginato

O alginato por sua vez vem tendo muito reconhecimento durante os anos, devido as suas
grandes aplicabilidades nos setores alimenticios, farmacéuticos e principalmente
biotecnoldgicos (VASCONCELOS et al., 2015). Por apresentar uma excelente propriedade em
formar géis, o alginato € uma fonte muito agregada no setor alimenticio, na preparacdo de
polpas de frutas, servindo para preparacdo de alimentos reestruturados (elaboragao de produtos,
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utilizando pedacos de alimentos e reestrutura para obtencdo de um produto consistente, com
aspecto de produto integral). Porém, sdo nas areas farmacéuticas e biotecnoldgicas que o
alginato apresenta maior valor, principalmente nos ultimos anos, sendo fundamental para
sistemas imunogénicos como parte da formulacdo das vacinas. Estudos também apontam
grande capacidade em curativos inteligentes (VASCONCELOS et al., 2015; DRAGET et al.,
2009).

Alguns estudos, o alginato apresentou atividade antitumoral, em experimentos
realizados com animais, onde notou-se resultados positivos na inibicdo do crescimento do
sarcoma 180 (tumor de Crocker) (SOUSA et al., 2007). Ademais, o setor de biotecnologia vem
recebendo grande incentivo, principalmente depois que estudos apontarem a possibilidade de
encapsulamento de células vivas para o uso in vitro (DRAGET et al., 2009). Por outro lado, o
alginato apresenta grande importancia para as industrias téxteis, pela sua capacidade em
favorecer uma maior aderéncia das tintas na impressdo dos tecidos e papeis (MULLER et al.,
2011). Abaixo mostra um quadro identificando as propriedades de algumas aplicagbes do

alginato. Algumas aplicac@es de alginato estdo descritas no Quadro 2.2,

Quadro 2.2.: Propriedades especificas do alginato para cada aplicacdo
Aplicacdes Propriedades

Liberacdo controlada de drogas Formacdo de gel, biodegradavel, interagdes

medicamentosas, espessante, emulsificante

Imobilizacdo da célula Formacdo de gel, bioinerte

Tecidos Formacdo de  gel, bio-campativel,
difusividade

Terapia de cancer Formacdo de  gel,  bio-campativel,
difusividade

Estabilizante Formacéo de gel, polieletrolito

Fibra alimentar Quebra/reducéo do colesterol

Revestimento de medicamentos Liberagdo controlada das substancias ativas,

incorporacdo de ingredientes

Tratamento de aguas residuas Agente de retencédo
Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados de (PENA et al., 2011; ALMEIDA, 2014; PUSCASELU et al.,
2020)
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Assim sendo, o alginato apresenta vastas e excelentes aplicacdes, devido as suas
imensas caracteristicas que os torna Unicos para cada objetivo. Por meio destes, 0 alginato vem
sendo usado para estudo de novas aplicacOes, pelas suas caracteristicas ndo toxicas, por ser um
material bio-compativel, imunogénicos, hidrofilicos, além de ser biodegradavel. Pelo fato do
alginato ser um dos materiais com caracteristicas na formacao de gel, s&o muito utilizados como
materiais para imobilizacdo de célula in vitro, além de servir como um sistema para a liberacao
de drogas, usados para controlar a fibrose cistica por meio de antigenos (PENA et al., 2011;
PUSCASELU et al., 2020).
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3. CAPITULO 3 - METODOLOGIA

A metodologia para a realizacdo do projeto, consiste em alguns passos importantes.
Sendo assim, cada extracdo dos polissacarideos foi realizada com base nas etapas demonstradas
abaixo, onde, as amostras obtidas de cada ensaio foram analisadas para que possam ser

avaliadas quanto a aplicagéo.

3.1. PREMISSAS UTILIZADAS PARA AS EXTRACOES

As premissas bases utilizadas para a realizacdo de cada experimento estdo listadas na
Figura 3.1, sendo elas:

Figura 3.1.: Premissas adotadas para a realizacdo das extragdes

PROCESSO —_— PRODUTO — LOCALIZAGAO ——— REAGENTES
EXTRACAO DE LABORATORIO DE ETANOL PA; ETANO!
POLISSACARIDEOS DA ALGINATO E TECIDO CONJUNTIVO 92,3"; HCL 0,1M;
ALGA MARROM M. FUCOIDAN DO HOSPITAL NAOH 2M; NA2CO3
PYRIFERA UNIVERSITARIO - UFRJ 0,2M;
MATERIA- EQUIPAMENTO
PRIMA E VIDRARIA

l l

MIXER; ESTUFA; BALAN
ANALITI J

MACROCYSTIS ICA; HO A
PYRIFERA DO CHILE LABORATORIAL; PHMETRO;
LIOFILIZADOR; CENTRIFUGA;

PROVETA; ESPATULA;

Fonte: Produzida pelo autor
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O processo de extracdo foi realizado em bancada no laboratorio de Tecido Conjuntivo

do Hospital Universitario — UFRJ. Os ensaios foram baseados no método de extracdo de

Lorbeer et al., (2017). Um fluxograma contendo 0 passo a passo dos experimentos €

apresentado na Figura 3.2. Para fazer uma melhor andlise, foram realizadas seis extrac6es dos

polissacarideos, utilizando a mesma metodologia Figura 3.2.

Figura 3.2.: Fluxograma do processo de extracdo realizado no laboratorio
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3.2.1. Etapa de pre-tratamento e delipidagéo

Esta etapa se baseia no tratamento da alga apds ser recebida no laboratério.
Primeiramente, a massa de alga é determinada. Logo apos ela € triturada, para que 0 seu
tamanho seja reduzido, com o objetivo de aumentar a superficie de contato. Apds isso, esta
biomassa € lavada (primeira lavagem) com etanol PA ou etanol 92,3°, o volume de etanol
utilizado é de 8,7 mL/g de alga triturada. Esta solucdo é filtrada com malha de filtro industrial,
onde o precipitado é novamente lavado (segunda lavagem), com a mesma proporc¢éo de volume
que a lavagem anterior. Adiante, filtra-se a solucéo e o precipitado formado € levado a estufa
para secagem. Antes da filtragem, deve-se observar o escurecimento do sobrenadante, que
indica a extragdo de lipideos e pigmentos, para entdo proceder com as etapas seguintes.

3.2.2. Etapa de formacéo de acido alginico, fucoidan e outro polissacarideos

Com a amostra seca, pesa-se a quantidade necessaria para ser utilizada nas proximas
etapas. Posteriormente, adiciona-se na alga o reagente HCI 0,1M, e seu volume utilizado € 19,80
mL/g de alga seca. Esta solucdo é agitada constantemente com o auxilio de um
peixinho/bailarina em uma placa de aquecimento, e com o auxilio de um pHmetro para medir
0 pH a todo momento. Apos a solucdo ser homogeneizada, é levada para o banho maria por 1
h, sendo agitada a cada 10 min (auxilio de uma espatula). Depois, neutraliza-se a solugédo a
partir da adicdo gota a gota do reagente NaOH 2M, e logo em seguida, filtra-se a solucdo. O
precipitado formado é o alginato e outros polissacarideos, e o sobrenadante formado € o
fucoidan e outros polissacarideos.

3.2.3. Etapa de precipitagdo de fucoidan

Apos a filtracdo, utiliza-se o sobrenadante para precipitacdo do fucoidan. Adiciona-se
etanol PA, no sobrenadante, o volume utilizado é o dobro do volume do sobrenadante. A

solucdo é centrifugada por 15 min em 3400 rpm, logo apds é descartado o sobrenadante e
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utiliza-se o precipitado formado. Para precipitar o fucoidan, faz-se necessario realizar uma
precipitacao seletiva, onde ¢é adicionado na solucdo 70% de etanol PA. Nesta etapa, ao observar
0 precipitado se formando no fundo da vidraria, pode-se entdo centrifuga-lo por 15 min em
3400 rpm. Por fim, o precipitado formado € liofilizado, para ser retirada toda agua ainda
existente, a liofilizacdo dura em média de 1 a 2 dias.

3.2.4. Etapa de precipitacdo de alginato

Para a precipitacdo do alginato ¢ utilizado o precipitado formado na etapa de formacéo
de acido alginico. Este precipitado é lavado com &gua destilada (volume indeterminado, essa
etapa é apenas para lavar a amostra), e logo em seguida é utilizado o vértex para homogeneizar
a solucdo. A solugdo solubilizada é centrifugada por 15 min em 3400 rpm. Posteriormente,
descarta-se o sobrenadante, e o precipitado é adicionado o reagente Na,CO3 0,2M, o volume

utilizado é 19,80 mL/g de alga seca

Logo apos, a solucdo é levada ao banho maria por 2h a 45°C. Depois de ter passado o
tempo determinado, a solucéo é centrifugada por 15 min em 3400 rpm. Pode-se entdo descartar
0 precipitado, e realizar uma precipitacdo seletiva com o sobrenadante, onde é adicionado na
solucdo 50% de etanol PA. Ao observar todo o precipitado no fundo da vidraria, é possivel
entdo centrifugar o material por 15 min em 3400 rpm. Por fim, o precipitado formado é
liofilizado, para retirada de toda adgua ainda existente, a liofilizacdo dura em média de 1 a 2

dias.

3.3. ANALISE DAS AMOSTRAS

3.3.1. Dosagem de &cido hexurénico

Para realizar a quantificacdo dos polissacaridos, é recomendado a dosagem de &cido

hexurénico, por meio da reacdo do carbazol como agente de cor, formado pela reacdo de
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compostos organicos presentes nas amostras (DISCHE, 1947). Para dar inicio a anélise, as
amostras sdo diluidas em concentracdo de 2 mg/mL, utilizando 10 uL. das amostras em cada
tubo de ensaio, e logo em seguida, ¢ adicionado 200 pL de &gua destilada. Em seguida,
adiciona-se 1,0 mL de H>SO. com borato, homogeneizando cada tubo com o auxilio do vértex
para que possa ser levado para aquecer em banho seco a 100°C por 12 min. Apoés, adiciona-se
40 pL de carbazol, para ser também homogeneizado e colocado para aquecer em banho seco a
100°C por 12 min.

Para a leitura do material, deve-se aguardar até que todos os tubos de ensaios estejam
em temperatura ambiente (para que ndo ocorra nenhum acidente e ndo queimar o equipamento
de leitura). Com isso, a leitura é feita no espectrofotdmetro em um comprimento de onda de
525 nm. A concentracdo de GAGs é realizada por intermédio de uma curva, que utiliza como
padrédo glucurono lactona 0,5 mg/mL. Por fim, plota-se a curva padrdo no Excel e utiliza-se a
equacao da reta para calcular a quantidade de hexurdnicos em cada amostra, para que possa ser
comparado os resultados de cada extracdo. Um fluxograma contendo o passo a passo da analise

¢ apresentado na Figura 3.3.

Figura 3.3.: Fluxograma da analise de acido hexurdnico nas amostras
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Fonte: Fluxograma do autor

3.3.2. Dosagem de acucares totais (dosagem de hexose)

Para realizar uma andlise apenas para referenciar a quantidade dos agucares totais na
composicdo, utiliza-se 0 método do fenol sulfarico, metodologia proposta por Dubois et al.,
(1956). O método se baseia em um meio fortemente &cido, onde 0s agucares sejam simples ou
complexo, juntamente aos seus derivados (metil ésteres), sdo tratados com fenol e &cido
sulfurico concentrados, que resultam na coloracdo amarelo-alaranjado.

Desta forma, com as amostras dos produtos diluidas em concentracdo 2 mg/mL, é
utilizado 10 pL. das amostras em tubos de ensaio, adicionando 400 pL de volume total de agua
destilada. Logo em seguida, adiciona-se 20 puL de fenol 80%, para posteriormente adicionar 1,0
mL de H.SO, para ser homogeneizada. Finalizado, é aguardado 30 min, até que todos os tubos

estejam em temperatura ambiente. Por fim, a leitura do material, utiliza-se o espectrofotémetro

- - = = S —
—_— SENAICETIQT £ SENAL _—

Nacional da industria —
#9245c36d-cd82-4762-bf20-80d5335986aa



43

em um comprimento de onda de 490 nm. Apds a leitura do material plota-se uma curva no
Excel, utilizando como padréo a glicose 0,5 mg/mL, para que possa calcular a quantidade de
agucares totais em cada amostra, por meio da equacao da reta. Um fluxograma contendo o passo

a passo da analise é apresentado na Figura 3.4.

Figura 3.4.: Fluxograma da analise de hexose nas amostras
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Fonte: Fluxograma do autor

3.3.3. Eletroforese em gel de agarose

Para realizar a preparacdo do gel, utiliza-se uma solucdo 0,6% de agarose, para diluir
em solugdo tampdo 1,3 diaminopropano acetato (PDA) 0,05 M e pH 9,0, que é colocado em
lamina de vidro (10 x 7 x 1,5 cm). Com isso, 12 puL (2 mg/mL) das amostras de fucoidan e 30
puL das amostras de alginato, sdo aplicadas em pogos no gel, sendo submetidos a corrida

eletroforese (100 V) por aproximadamente 1 hora, em tampdo PDA, dentro de uma cuba

- - = = S —
—_— SENAICETIQT ¥ -SENAL: _—

Nacional da inddstria —
#9245c36d-cd82-4762-bf20-80d5335986aa



44

refrigerada a 4 °C (DIETRICH et al.,1977). Apds o tempo de corrida, as amostras de fucoidan
e alginato sdo precipitadas com brometo de cetiltrimetilaménio 0,1% (CETAVLON), por no
minimo, 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 0s géis sdo secos sob uma fonte
luminosa. Com os géis secos, eles sdo corados com azul de toluidina 0,1% (solucéo de &cido
acetico 1%, etanol 50% e DMB). O excesso de corante € retirado com uma solucdo de
descorante (solucdo de acido acético 1% em etanol 50%), porém, para o gel que contém as
amostras de alginato, € necessario fazer uma nova precipitacdo descrita por Newton et al.,
(1974), a 1amina é imersa em solucdo tampéo (&cido acético 0,2 M e acetato de sodio 0,2 M),
por no minimo 30 minutos, e depois corada novamente. A adi¢do dessa etapa € para realizar a
verificacdo dos compostos carboxilados que estdo presentes na alginato. Logo apo6s, as laminas

sd0 postas para secagem em temperatura ambiente.

3.3.4. Cromatografia de troca i6nica

Para realizar a analise de cromatografia, € utilizado o equipamento AKTA go. O
objetivo dessa andlise é a purificacdo das amostras (visando a observacdo de concentracao de
sal que cada amostra sai), utiliza-se 0 método de troca idnica, em que se baseia na separacao
dos compostos de uma amostra, de acordo com a diferenga nas suas propriedades especificas
(pela carga elétrica). Sendo assim, o processo € iniciado calibrando a coluna e 0s acessos, por
meio de solucbes tampdes de sais de diferentes concentracdes, ou seja, inicia-se com o tampéao
mais concentrado (2M NaCl e 20 mM Tris-HCI), para retirada de qualquer particula presa aos
acessos e a coluna, posteriormente utiliza-se o tampao menos concentrado (20 mM Tris-HCI)
para neutralizar 0 meio para iniciar o processo. Com 0 equipamento pronto para iniciar,
configura-se para realizar um gradiente de 1 mL/min, para coleta-los nos tubos de ensaio. Com
o gradiente, a leitura da corrida é feita no Software SoftMax Pro, onde utiliza-se 20 uL de cada
amostra coletada dos tubos e 100 uL de DMB, que séo diluidos na placa de Elisa. Logo apds, o
material € lido no leitor de Elisa, sendo utilizado um comprimento de onda de 525 nm. Por fim,
plota-se o gréfico e analisa-se 0s picos encontrados, juntamente a comparacgao de cada uma com

o0 padrdo utilizado (fucoidan da Sigma e alginato da Aldrich).
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3.3.5. Espectrofotometria FT IR

Para realizar a analise dos diferentes espectros da amostra, utiliza-se a analise de FT IR
(FT IR Bruker Vertex 80) — pela transformada de Fourier -, no qual as moléculas absorvem a
luz na regido infravermelha do espectro eletromagnético, e as convertem em vibracGes
moleculares. Além disso, a absorcao é caracterizada pelas ligagcdes quimicas que estdo presentes
em cada molécula. Desta forma, a analise é feita para as seis extra¢fes, sendo analisadas

separadamente para depois compara-las.

3.3.6. Aplicacdo dos polissacarideos

Os polissacarideos apresentam vastas propriedades, tais como: espessantes (aumento de
viscosidade do material), emulsificantes (permite a emulsdo ao longo do tempo); atividades
antiproliferativas. Pelas propriedades desses polissacarideos, podem ser utilizados para diversas
aplicabilidades como anticoagulantes, antioxidantes, antivirais, espessantes e gelificantes.
Todas as aplicabilidades estdo interligadas as suas propriedades e caracteristicas, em que serdo

identificadas por meio das analises feitas.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados juntamente as discussdes sdo apresentadas nesse topico de forma
semelhante a metodologia desenvolvida para este projeto. Os resultados, apresentados abaixo

compreendem aqueles obtidos nas analises realizadas.

4.1. EXTRACOES DOS POLISSACARIDEOS

Como descrito na metodologia, as extracdes realizadas na alga M. pyrifera resultaram
em fucoidan e alginato, nessa ordem. Para a extra¢do, o peso seco determinado é interligado a
etapa de delipidacéo, pois nessa etapa é retirado os lipideos e pigmentos, e com isso o material
é pesado. A fim de gque tenha melhores andlises, foram realizadas 6 extracdes ao todo, as 3
primeiras extracdes foram realizadas para a familiarizacdo da metodologia. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 4.1, mostrando as extragdes com seus respectivos rendimentos.

Tabela 4.1.: Rendimentos das extra¢des de alginato e fucoidan
PS  Algin.  Fuco. Rendimento (%)

(0) (9) (9) Alginato Fucoidan
1° extracédo 890 1,80 0,88 20,20 9,85
2° extracao 421 0,15 0,13 3,67 3,09
3° extragdo 8,80 0,54 0,66 6,15 7,46
4° extragdo 8,66 1,07 0,63 12,38 7,30
5° extragdo 4,00 0,61 0,07 15,24 1,78
6° extracao 4,40 0,68 0,34 15,45 7,73

Fonte: Produzida pelo autor

Amostras

Como observado na Tabela 4.1, os rendimentos de alginato e fucoidan foram obtidos
por meio da divisdo das respectivas amostras pelo peso seco (PS) e multiplicando por 100%.
Sendo assim, os rendimentos obtidos nas 3 primeiras extragdes foram distantes comparadas as
3 Ultimas, pois as primeiras extraces foram realizadas para poder entender como cada etapa
funciona, ja as 3 ultimas foram realizadas com maior entendimento do processo. Portanto,
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foram apresentados maiores rendimentos da quarta a sexta extracdo de alginato e fucoidan,
sendo a Ultima extracdo com um melhor rendimento de 15,45% e 7,73% de alginato e fucoidan,
respectivamente, ja que foi utilizado apenas 4,40 g de peso seco (PS) de alga. Pode-se
considerar que, a primeira extracdo obteve um alto rendimento de 20,20% de alginato e 9,85%
de fucoidan, porém, foi menor que a Ultima extracdo, considerando que o mesmo foi utilizado
8,90 g de peso seco, um peso maior comparado a Ultima extracéo.

No artigo Oliveira (2015), a extracdo do fucoidan da alga Fucus vesiculosus, foi
realizada por meio de volumes de acetona, resultando em variagdes de 4,5% a 38,3% de
fucoidan, tais resultados variaram com a quantidade de acetona para a precipitacédo do produto.
Em comparacdo aos resultados do artigo, a extracdo obtida nesse processo foi de 7,73% de
fucoidan, utilizando 70% de Etanol na solucdo. Ja o artigo de Florentin (2015), a extracdo do
alginato da alga Dictyopteris Delicatula, utilizou um método muito parecido com o utilizado
nessa extracédo, obtendo 33,33% de alginato. Por comparacéo, a extracdo realizada nesse projeto
foi de 15,45% de alginato. Deste modo, os valores analisados no projeto apresentaram

resultados satisfatorios comparados aos dois artigos.

4.2. DOSAGEM DE ACIDO HEXURONICO

Do mesmo modo que esta relatado na metodologia, essa etapa permitiu determinar a
presenca de acidos hexurdnicos presentes em cada amostra de alginato e fucoidan das extracdes
pelo peso seco. Com isso, a Figura 4.1 mostra a curva que utiliza glucoronolactona 0,5 mg/ml
como padrdo. Por meio dessa curva padréo e a equacédo da reta, pdde-se analisar cada amostra
pelos valores do teor de acido hexurdnico pelos valores de cada absorbancia, representados na
Tabela 4.2. Ademais, pode-se analisar os teores de hexurdnico de cada extracdo por meio da

Figura 4.2.
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Figura 4.1.: Dosagem padréo de Acido hexurdnico
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Fonte: Produzida pelo autor

Tabela 4.2.: Acidos hexurdnicos do alginato e fucoidan
ABS Ac. Hex. Ac. Hex. (1g)

Amostras
(media) (H9) /'PS (u9)
1° extracdo (algin) 0,766 12,018 0,601
1° extracdo (fuco) 0,143 2,242 0,112
2° extracdo (algin) 0,143 2,240 0,112
2° extracdo (fuco) 0,249 3,914 0,196
3° extracéo (algin) 0,210 3,292 0,165
3° extracgéo (fuco) 0,072 1,133 0,057
4° extracgéo (algin) 0,517 8,122 0,406
4° extracdo (fuco) 0,165 2,585 0,129
5° extracéo (algin) 0,267 4,194 0,210
5° extracéo (fuco) 0,160 2,504 0,125
6° extragéo (algin) 0,356 5,591 0,280
6° extracdo (fuco) 0,185 2,902 0,145
Fonte: Produzida pelo autor
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Figura 4.2.: Teor de hexurdnico em cada extracdo (FUCO: fucoidan; ALGIN: alginato)

Teor de Acido Hexurénico

62 extr. (FUCO)
62 extr. (ALGIN)
52 extr. (FUCO)
52 extr. (ALGIN)
42 extr. (FUCO)
492 extr. (ALGIN)
392 extr. (FUCO)
32 extr. (ALGIN)
29 extr. (FUCO)
22 extr. (ALGIN)
12 extr. (FUCO)
192 extr. (ALGIN)

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700

Fonte: Produzida pelo autor

Com base na Tabela 4.2, observa-se uma diferenca nos teores de acido hexurénico entre
os resultados de alginato e fucoidan. Nota-se que os resultados dos teores de acido hexurdnico
pelo PS da 1° extracdo foram de 0,601 (ug/pg) para o alginato e 0,112 (pg/pug) para o fucoidan,
sendo o teor de alginato maior. Esses resultados em relacdo aos da 42 extracdo foram
semelhantes, pois apresentaram para o alginato um teor de 0,406 (pg/upg) e para o fucoidan
0,129 (ng/pg). Os resultados da 12 e da 42 extragcdo mostraram valores maiores comparados aos
da 22, 3?8 5% e 62 extragdo, observadas no Figura 4.2. Tais diferencas podem ser explicadas pelas
caracteristicas estruturais diferentes de cada amostra, além de poder apresentar possiveis
contaminacg@es durante a analise ou nas amostras.

Os dados obtidos das dosagens de &cido hexurdnico no artigo Rioux et al., (2007), foram
de algas de espécies diferentes. As andlises realizadas resultaram em uma variagdo de 0,056
(ng/Mg) a 0,093 (ug/pg) de fucoidan e 0,236 (ug/ pg) a 0,323 (Mg/pg) para o alginato. Os
resultados do artigo confirmam com os observados nesse projeto, em que o alginato apresenta
maiores valores quando comparados aos de fucoidan. Isso se explica, pois a dosagem de acido
hexurdnico mostra qualquer tipo de &cido urbnico presente nas amostras, sejam elas &cidos
manurodnicos, gulurbnicos e outros. Sendo assim, as amostras contidas com fucoidan

apresentam menores teores de acidos hexuronico.
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4.3. DOSAGEM DE ACUCARES TOTAIS (HEXOSE)

Assim como descrito na metodologia, essa andlise permitiu determinar o teor de
acucares presentes na estrutura molecular, de cada amostra de alginato e fucoidan das extracdes
pelo peso seco. Para analisar cada teor, fez-se necessario realizar uma curva utilizando glicose
0,5 mg/ml como padrdo, observado na Figura 4.3. Por meio da curva padrdo e a sua respectiva
equacgdo, pode-se calcular os valores do teor de acucares pelos valores de absorbancia,
observados na Tabela 4.3. Ademais, pode-se analisar os teores de acUcares totais de cada

extracao por meio da Figura 4.4.

Figura 4.3.: Dosagem padréo de AcUcares totais
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— - H
—_— SENAICETIQT £ SENAL _—

Nacional da inddstria ————

#9245c36d-cd82-4762-bf20-80d5335986aa



51

Tabela 4.3.: Aclcares totais do alginato e fucoidan
ABS Ac. Tot.  Ag. Tot. (1g)

Amostras
(meédia) (H9) /'PS (u9)
1° extracao (algin) 0,095 4,063 0,203
1° extragao (fuco) 0,146 6,252 0,313
2° extracéo (algin) 0,267 11,452 0,573
2° extracdo (fuco) 0,142 6,087 0,304
3° extracéo (algin) 0,383 16,445 0,822
3° extracéo (fuco) 0,079 3,376 0,169
4° extracéo (algin) 0,093 3,991 0,200
4° extracdo (fuco) 0,131 5,629 0,281
5° extracéo (algin) 0,118 5,050 0,253
5° extracéo (fuco) 0,117 5,029 0,251
6° extracéo (algin) 0,118 5,057 0,253
6° extracdo (fuco) 0,123 5,265 0,263

Fonte: Produzida pelo autor

Figura 4.4.: Teor de acUcares totais em cada extracdo (ALGIN: alginato; FUCO: fucoidan)

Teor de Acucares Totais
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Fonte: Produzida pelo autor

De acordo com a Tabela 4.3, os teores de acucares obtidos nas amostras de alginato séo
maiores quando comparadas com as amostras de fucoidan na 22 e 32 Observa-se que 0s valores
do teor de agUcar pelo PS da 62 extragdo foram de 0,253 (ug/pg) para o alginato, enquanto que

o fucoidan foi de 0,263 (pg/ug), ou seja, uma pequena diferenca no teor. Ja os valores da 12
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extracdo de alginato foram 0,203 (ug/pg), e o de fucoidan foi de 0,313 (ug/pug). Apesar da 2% e
3% extracdo, o alginato ter apresentado maiores concentracdes de acgUcares, as extracfes da 42,
5% e 62 ndo mostraram uma diferenca significativa entre os teores de agucar do alginato e do
fucoidan (Figura 4.4). Os valores de alginato comparados aos de fucoidan tendem a ser
semelhantes, isso se da pelo fato de a composi¢do molecular de cada amostra ser composta por
determinadas quantidades de hexose.

Ao analisar o artigo Rioux et al., (2007), os autores estudam a caracterizacdo das
extracOes de algas marrons. Nesse estudo, realizam analises quimicas por dosagem de acUcares
totais, contendo para o fucoidan variagdes de 0,421 (ug/pg) a 0,505 (pg/ug), enquanto que 0s
de alginato, nesse artigo ndao foram realizados, pois ndo eram valores de interesse. Para 0s
valores obtidos de alginato, no artigo de Almeida (2014), o autor analisa as extracfes do
alginato da alga Lobophora Variegata, onde os valores de alginato foram de 0,390 (ug/ug) e
0,420 (ug/ng). Pode-se considerar que, os valores obtidos nesse projeto, apresentam
composicdo de polissacarideos em média de 0,384 (ug/ug) para o alginato e 0,264 (ug/ug) para

o fucoidan.

4.4. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Como mencionado na metodologia, essa etapa permitiu analisar a presenga de estruturas
sulfatadas presentes nas amostras de cada extracdo, além da presenca de possiveis
contaminantes. A eletroforese foi realizada a partir de 12 pL para as amostras de fucoidan e 30
uL para as amostras de alginato. Por meio deste, as Figuras 4.5 e 4.6 ilustram a presenca desses

sulfatos nas diferentes extracdes de alginato e fucoidan.
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Figura 4.5.: Eletroforese em gel de agarose das amostras de fucoidan das extracdes
s B e
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Fonte: Produzida pelo autor

Com base na Figura 4.5, os resultados de cada extracéo apresentaram metacromasia. O
padrdo da Sigma, serviu como base para identificagdo estrutural do fucoidan em cada amostra,
nas quais a 4% e a 62 extracao apresentaram a banda de metacromasia muito similar ao do padrao.
A 18 22 e 32 extragdo, apresentaram metacromasia e bandas muito semelhantes entre si. Ja a 52
extracdo apresentou metacromasia, porem com duas bandas. Além disso, a 12, 32 e 42 extracdo
apresentaram contaminacdo com DNA. Essas analises podem ser observadas pois, quando ha
presenca de estruturas sulfatadas nas amostras, ocorre uma interagdo com o tampéo (diamino)
usado na corrida, e sua visualizacdo dar-se-a por meio da coloracdo arroxeada, conhecida como
metacromasia, ocorrente pela interagdo do gel com o corante utilizado. Desta forma, as amostras
apresentaram metacromasia, comprovando a presenca de grupamentos de sulfato nas estruturas

de cada extracdo. A seguir a Figura 4.6 ilustra a eletroforese nas extra¢des de alginato.
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Figura 4.6.: Eletroforese em gel de agarose das amostras de alginato das extraces

Padrio 1° 2° 3° 4° 5° 6°
Aldrich  ext. ext.  ext. ext. ext. ext

Fonte: Produzida pelo autor

O padrdo utilizado nessa analise foi o alginato de Aldrich, servindo como identificacdo
da estrutura do alginato para as amostras. Os resultados da 3?, 5% e 62, apresentaram as bandas
muito semelhantes entre si, além da 3? extracdo apresentar contaminacdo com DNA. Jda 1% e
42 extracdo as amostras tiveram dificuldade para se deslocar, podendo ser contaminagdo com
sal nessas duas amostras. Além disso, 0 resultado obtido na 22 extragdo apresentou baixa
metacromasia, mesmo apds a imersdo com solucdo tampdo de acetato, para que 0S grupos
carboxilados sejam ativados. Desta forma, as amostras apresentaram metacromasia por meio
do corante, confirmando a presenca de grupamentos sulfatados nas estruturas das extragdes de

alginato.

4.5. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A analise cromatografica possibilitou através do volume da solucédo salina utilizada a
observacdo da interacdo do alginato e do fucoidan com a coluna utilizada (DEAE). Para servir
de referéncia, utilizou-se os padrdes da Sigma e Aldrich para alginato e fucoidan. A partir da
primeira analise com apenas alginato (Figura 4.7) e uma apenas com fucoidan (Figura 4.8),
pdde-se utiliza-las como medida de determinacdo do volume que ocorre a precipitacdo do
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alginato e do fucoidan da 12 a 62 extracéo, ilustradas nas Figuras 4.9, 4.10, 4.11; 4.12,4.13, 4.14

e 4.15, pelas demarcacgdes em vermelho (alginato) e azul (fucoidan).

Figura 4.7.: Cromatografia do padrdo de alginato
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Figura 4.8.: Cromatografia do padrdo de fucoidan
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Figura 4.9.: Cromatografia do padrdo de alginato e fucoidan
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Figura 4.10.: Cromatografia da 12 extracdo de alginato e fucoidan
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Figura 4.11.: Cromatografia da 2% extracdo de alginato e fucoidan
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Figura 4.12.: Cromatografia da 3% extracdo de alginato e fucoidan
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Figura 4.13.: Cromatografia da 42 extracdo de alginato e fucoidan
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Figura 4.14.: Cromatografia da 5% extracdo de alginato e fucoidan
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Figura 4.15.: Cromatografia da 62 extracdo de alginato e fucoidan
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A partir do Figura 4.7 nota-se que o alginato precipita com volume entre 20 e 30 mL de
NaCl e na Figura 4.8 o fucoidan precipita com volume entre 40 e 50 mL de NaCl. Isso se
explica, pois o fucoidan apresenta uma maior carga negativa comparada ao do alginato, e como
a coluna DEAE apresenta cargas positivas, o fucoidan ira se prender com maior facilidade,
sendo dificil a sua remogao, necessitando de uma maior concentragéo de sal para a sua remogéao.
Desta forma, a Figura 4.9 com os padrdes, ilustra a precipitacdo do alginato e fucoidan nas
faixas determinadas pelas Figuras 4.7 e 4.8. Entende-se que, na Figura 4.5 o alginato necessita
de uma concentracédo de aproximadamente 6,0 g/mL de NaCl enquanto o fucoidan necessita de
8,0 g/mL de NacCl.

Em comparacdo as extracdes nao houve diferenca significativa, as Figuras 4.10 e 4.13,
da 12 e 42 extracdo, respectivamente, apresentaram resultados muito semelhantes, em que o
alginato apresentou uma concentragdo de 9,0 g/mL de NaCl enquanto o fucoidan apresentou
7,0 g/mL de NaCl. As figuras 4.9 e 4.10 da 3% e 6% extracdo de igual modo ilustraram
semelhancas, onde o alginato exibiu uma concentracéo de 5,0 g/mL e o fucoidan 8,0 g/mL. Em
contrapartida, a 22 extracdo (Figura 4.11) o alginato nao foi detectado, ja o fucoidan apresentou
uma concentracdo esperada de concentra¢do, aproximadamente 9,0 g/mL. Isso se da pois o
rendimento do alginato na 2° extracdo foi baixo, e como ele ndo tem muita interacdo com a
coluna, pouca concentracdo de NaCl é necessaria para a elui¢do do alginato, e como o fucoidan

apresenta uma interacdo maior, entdo a concentragdo necessaria sera maior.
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4.6. ESPECTROFOTOMETRIAFT IR

Como exposto na metodologia, a espectroscopia de infravermelho (FT IR) é uma analise
importante para a identificacdo de algum composto. Como parametro utilizou-se os padrdes de
alginato e fucoidan, para averiguar 0 composto presentes na 12 a 62 extracao, sendo ilustradas
nas Figuras 4.16 e 4.17. Porém, como os gréficos apresentaram semelhancas entre si, utilizou-

se a 12 extracdo para analisar e discutir os resultados.
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Figura 4.16.: Espectrofotometria de infravermelho referentes ao fucoidan (a: padrao de fucoidan da Sigma; b:
fucoidan da 12 extracdo; c: fucoidan da 22 extracdo; d: fucoidan da 32 extracéo; e: fucoidan da 42 extracdo; f:
fucoidan da 52 extracdo; g: fucoidan da 6% extracdo)
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Segundo a Figura 4.16, foram analisadas as bandas mais importantes do fucoidan. Logo,
o primeiro pico apresenta em 3322 cm™ vibragdes de alongamento de O-H dos anéis glicidicos,
comum em polissacarideos, e em 2941 cm™ observa-se vibragdes correspondentes a C-H de
anéis glicidicos e grupos metis associados a fucoidan. Em torno de 1614 cm™ identifica-se pico
correspondente a carboxila do grupo de acidos hexurdnico. Ja os sinais em 1224 cm™ e 1026
cm podem ser associados a grupos sulfatos, e o pico em 845 cm™ pode indicar a existéncia de
fucose sulfatada. Entende-se que, as andlises decorrentes das extracfes de fucoidan estdo bem
proximas as obtidas pelo padrdo. A seguir a Figura 4.17 ilustra a espectrofotometria das
extracdes de alginato.
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Figura 4.17.: Espectrofotometria de infravermelho referentes ao alginato (a: padrdo de alginato da Aldrich; b:
alginato da 12 extracdo; c: alginato da 22 extrac8o; d: alginato da 32 extracdo; e: alginato da 42 extracéo; f:
alginato da 52 extracdo; g: alginato da 62 extracao)
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Do mesmo modo, a Figura 4.17 apresenta 0s picos mais caracteristicos do alginato
foram observadas em todo o espectro. Sendo assim, o primeiro pico apresenta uma banda larga
em 3235 cm, associada a vibragoes de alongamento de O-H, e vibragdes de alongamento de
alifaticos C-H em 2924 cm™. A banda presente em 1590 cm™ e 1405 cm™® pode ser atribuida a
vibrac&o assimétrica e simétrica de carboxilato -COO-. Ja as bandas fracas em 1124 cm™ e 1025
cm™ podem ser associadas a C-O, C-S e C-C vibrag@es de alongamento de anel de piranose.
Pode-se considerar que, tanto os picos analisados para determinacdo de cada composto quanto
os do padréo de alginato sdo similares, parecendo confirmar os dados obtidos nas extra¢des de
alginato.

4.7. APLICABILIDADES DO FUCOIDAN E ALGINATO EM COSMETICOS E
FARMACOS

As andlises realizadas e discutidas para cada extracdo, foram fundamentais para a
caracterizacdo das amostras tanto de alginato quanto de fucoidan, identificando a presenca nos
produtos. A partir das analises discutidas no decorrer dos tdpicos, pode-se observar que as
extracOes obtiveram parametros que possibilitam para aplicacbes em futuros ensaios
farmacol6gicos. Porém, como mencionado na metodologia, esta etapa € apenas com bases

bibliograficas. Desta forma, foram representadas as aplica¢cdes dos produtos na Quadro 4.1.
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Quadro 4.1.: Aplicabilidades de alginato e fucoidan

Polissacarideos Aplicabilidades

Antioxidantes

Anticoagulantes

_ Antivirais
Fucoidan

Anti-inflamatérios

Antitumorais

Neuroprotetores

Anti-agregantes plaquetarios

Espessantes

Alginato Gelificantes

Agentes coloidais

Antitumorais

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados de (ARAUJO et al., 2021; TAKAHASHI et al., 2017; WANG
etal., 2019; PENA et al., 2011; SELLIMI et al., 2014; FUJIHARA et al., 1992)

Conforme a Quadro 4.1, observa-se que tanto o fucoidan quanto o alginato apresentam
vastas aplicabilidades. Isso se da, pois, os polissacarideos apresentam propriedades que foram
mostradas nos Quadros 2.1 e 2.2, como por exemplo: o alginato apresenta propriedades
espessantes (aumento de viscosidade do material), emulsificantes (permite a emulséo ao longo
do tempo), difusividades (capacidade em se misturar) e até mesmo na absor¢do de agua; ja o
fucoidan apresenta propriedades de formacéo de nanoparticulas e atividades antiproliferativas.
Desta forma, os polissacarideos apresentam forte importancia, principalmente para 0s novos
estudos (ARAUJO et al., 2021; WANG et al., 2019; ALMEIDA, 2014; PENA et al., 2011).

Por conseguinte, as aplicabilidades do fucoidan (Quadro 4.1), como anticoagulantes,
antioxidantes, antivirais, anti-inflamatorias e antitumorais, dependem principalmente dos
grupamentos sulfatados presentes nas amostras (SELLIMI et al., 2014). Por outro lado, a
aplicabilidade em neuroprotetores, se explica pelas propriedades antioxidantes presentes no
fucoidan, além do peso molecular (JIN et al., 2013). Propriedades identificadas nas analises
realizadas para a caracterizacao das extracdes, possibilitando identificacdo desse grupo em sua
estrutura.

Em seguimento, as aplica¢des do alginato (Quadro 4.1), como espessantes, gelificantes
(formacéo de gel) e como agentes coloidais (duas fases, uma como dispersante e a outra como

disperso), dependem rigorosamente da hidratacdo da matriz, resultando na formacédo de

Q
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camadas gelatinosas, atuando como uma barreira para difusdo do farmaco (LIEW et al., 2006).
Estudos relatam que o alginato apresenta grandes aplicacBes em antitumorais (ALMEIDA,
2014). Desse modo, a aplicacdo antitumoral € relacionada a varios fatores, principalmente pelos
acidos manurénico e gulurénico presentes na estrutura do alginato (SOUSA et al., 2007
FUJIHARA et al., 1992).
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E DISCUSSOES

5.1. CONCLUSAO

Diante do presente projeto foram realizadas seis extragcdes na alga marinha Macrocystis
pyrifera por processo de hidrélise acida resultando em polissacarideos definidos como alginato
e fucoidan. Com isso, foi possivel caracteriza-los por meio de analises de dosagens de hexose
e acidos hexurénico, cromatografia de troca idnica, eletroforese em gel de agarose e
espectrofotometria de infravermelho.

Apobs as extracdes, pode-se observar que a alga Macrocystis pyrifera apresenta elevados
rendimentos de alginato quando comparados com o fucoidan, visto que, na 6% extracdo o
alginato apresentou 15,45% enquanto o fucoidan 7,73%. J& as analises quimicas mostraram que
nessa extracdo o alginato apresentou teores de 0,280 (ug/ug) de acido hexurénico e 0,253
(1g/g) de acucares totais, enquanto o fucoidan apresentou teores de 0,145 (ug/pg) de acido
hexurénico e 0,263 (ug/ug) de agucares totais. Os valores de acidos hexurdnico maiores em
alginato se explica, pois, 0 mesmo apresenta maiores quantidades de hexurdnico em sua
estrutura, ja o fucoidan apresenta maiores teores de agUcares totais, pois, em sua estrutura tende
a apresentar maiores quantidades de hexose.

Ademais, as amostras de fucoidan apresentam uma maior carga negativa comparada ao
do alginato, sendo mais dificil sua remocéo da coluna, comprovando os resultados obtidos na
cromatografia de troca idnica, onde a 6 extragao apresentou precipitacfes de alginato em 5,0
g/mL de NaCl e fucoidan 8,0 g/mL de NaCl. As amostras das extra¢cdes também podem ser
caracterizadas pela existéncia de grupos sulfatados como também carboxilados em suas
estruturas quimicas, sendo comprovada por meio da eletroforese e espectroscopia de
infravermelho.

As extragOes de alginato e fucoidan realizadas nesse projeto, obtiveram resultados
significativos em seus rendimentos. Por mais que as trés primeiras extracdes foram para
adaptacdo, a primeira extracdo obteve um alto rendimento quando comparado a Ultima extragéo.
Para comprovacdo da extracdo de polissacarideos, os resultados obtidos por meio de
metacromasia foram conclusivos, apresentando interacdo com o corante. De igual modo, foram
averiguados pelas analises de determinacgdo da composicao quimica, obtendo a identificagdo de

grupos presentes nos polissacarideos, porém, apresentaram contamina¢Ges com DNA durante
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0 processo. E importante salientar que, as aplicabilidades selecionadas foram por meio dos
resultados obtidos pelas analises, portanto, o alginato e fucoidan apresentam propriedades que

favorecem suas utilidades econdmicas.

5.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O trabalho foi ressaltado na extracdo dos polissacarideos derivados da alga marinha
marrom Macrocystis pyrifera, especificando as aplicabilidades do alginato e fucoidan. No
decorrer da metodologia foram feitas analises dos rendimentos obtidos nas extracOes, para
averiguar a composic¢do quimica presente em cada amostra obtida. Diante disso, poderdo ser

avaliados em futuros trabalhos:

e Realizar analises de ressonancia magnética linear (RMN) de cada amostra para avaliar
com maior precisao a pureza dos compostos;

e Implementar otimizacbes na metodologia de extracdo para possiveis aumentos de
rendimentos;

e Realizar anélises invivo das aplicabilidades estudadas no projeto.
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