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RESUMO

Aditivos sintéticos, como antioxidantes, conservantes, emulsificantes e corantes sio muito
utilizados em alimentos, devido ao seu baixo custo, alta disponibilidade e facilidade de uso. No
entanto, o uso desses aditivos em alimentos pode levar a reacdes adversas, como alergias e
sintomas gastrointestinais e neurologicos ou serem potencialmente mutagénicos. Com isso,
diversos sdo os esforgos no sentido de se encontrar fontes naturais de compostos que atuem
como aditivos alimentares que possam substitui-los. Entre os recursos naturais que ja estao
sendo estudados destacam-se as microalgas, micro-organismos unicelulares que tem rapida
multiplicacdo e produgdo compacta, e que t€ém demonstrado grande potencial na aplicagao em
alimentos, seja in natura ou de extratos de seus compostos. A microalga vermelha
Porphyridium purpureum € capaz de produzir compostos intracelulares valiosos como proteinas
soluveis (dentre elas a ficobiliproteina ficoeritrina, um pigmento proteico que atua na
fotossintese), acidos graxos (dentre eles, os acidos araquidonico (ARA), docosahexaenoico
(DHA) e eicosapentaenoico (EPA)) e polissacarideos (especialmente os sulfatados). Assim, o
uso de seus extratos aquosos ¢ alcodlicos sao uma possibilidade interessante na substitui¢cao dos
aditivos sintéticos. Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi obter aditivos alimentares com
propriedades bioativas a partir da microalga Porphyridium purpureum. Para a obtencao de 3
extratos da biomassa da microalga P. purpureum ricos em proteinas, acidos graxos e
polissacarideos, foi conduzida extra¢dao seriada, assistida por ultrassom (600 W; 30 s; 5 s
intervalo; 10 min) onde se utilizou de maneira sequencial agua destilada (0,8 g:40 mL m/v),
etanol (32 mL), e agitador magnético e banho aquecido (32 mL de dgua destilada; 80 °C; 2 h),
obtendo cada extrato por centrifugacio (4650 xg; 5 min).Agua destilada (pH 4,2; 5,5; 6,8) e
tampao fosfato (0,1 mol/L; pH 5,5) foram utilizados para a obten¢do do primeiro extrato, e
diferentes alcoois (etanol, metanol e isopropanol) foram avaliados para a segunda etapa de
extragdo. No extrato rico em proteinas, que apresentou uma intensa coloracdo rosa, foi
recuperado 16,6£1,1 mgpe/gbiomassa (Mg de ficoeritrina por g de biomassa), 87,5£3,9% das
proteinas (g proteina recuperada/g de proteina presente na biomassa), conteudo fenolico de
33,5+3,0 mg eag/gviomassa (Mg €q. acido galico/g biomassa), e apresentou a melhor atividade
antioxidante, verificada nos ensaios de ABTS (432,3+35,9 umol Trolox/gproteina), DPPH
(236,9+28,8 umol Trolox/gproteina) € FRAP (1481,44+14,3 pmol Fe I1/gproteina). No extrato rico
em acidos graxos foram recuperados 8,3+0,4% dos lipidios, com uma pureza de 78,6+2,1%, e
apresentou a melhor capacidade emulsificante (EAI = 168,4+11,0 m?/giipidgio) € estabilidade da
emulsdao (ESI = 73,6+10,4 min). No extrato rico em polissacarideos foram recuperados
49,3+3,6% dos carboidratos da biomassa e apds a liofilizacdo, este apresentou a melhor
capacidade de retencdo de dgua (CRA = 13,0+1,2 g/gpolissacarideo) € de Oleo (CRO = 7,2+0,2
2/Epolissacarideo). A €Xtragdo sequencial assistida por ultrassom utilizada nesse estudo permitiu o
fracionamento dos compostos da biomassa, viabilizando a obtencdo e direcionamento
especifico de proteinas, lipidios e polissacarideos como aditivos alimentares com diferentes
aplicacdes.

Palavras-chave: Conservante. Antioxidante. Antimicrobianos. Seguranc¢a alimentar.



ABSTRACT

Synthetic additives such as antioxidants, preservatives, emulsifiers, and colorants are widely
used in foods due to their low cost, high availability, and ease of use. However, these additives
use in food products may lead to adverse reactions, such as allergies and gastrointestinal or
neurological symptoms, and some are potentially mutagenic. That way, significant efforts have
been made toward finding natural sources of compounds that can act as substitutes for these
artificial food additives. Among natural resources currently being studied, microalgae, single-
celled microorganisms with rapid multiplication and compact production, stand out, having
demonstrated great food application potential, either in natura or as their compound’s extracts.
The red microalga Porphyridium purpureum is capable of producing valuable intracellular
compounds, such as soluble proteins (including the phycobiliprotein phycoerythrin, a protein
pigment that acts on photosynthesis), fatty acids (including arachidonic (ARA),
docosahexaenoic (DHA), and eicosapentaenoic (EPA) acids), and polysaccharides (especially
sulfated ones). Thus, the use of its aqueous and alcoholic extracts represents an interesting
possibility for replacing synthetic additives. The aim of this work was to obtain food additives
with bioactive properties from the microalga P. purpureum. To obtain three extracts from the
biomass rich in proteins, fatty acids, and polysaccharides, a serial ultrasound-assisted extraction
was conducted (600 W; 30 s; 5 s interval; 10 min), were used sequentially distilled water (0.8
2:40 mL w/v), ethanol (32 mL), and heated bath with a magnetic stirrer (32 mL distilled water;
80°C; 2 h), obtaining each extract through centrifugation (4650 xg; 5 min). Distilled water (pH
4.2, 5.5, 6.8), and phosphate buffer (0.1 mol/L; pH 5.5) were evaluated for the first extract
obtention, while different alcohols (ethanol, methanol, and isopropanol) were evaluated for the
second extraction step. The protein-rich extract, with an intense pink color, had a recovery of
16.6 = 1.1 mgpg/gpiomass (Mg of phycoerythrin per g of biomass), 87.5£3.9 % of the proteins (g
recovered protein per g of biomass protein), a phenolic content of 33.5+3.0 mg GAE/gpiomass
(mg eq. gallic acid equivalent per g of biomass), and exhibited the highest antioxidant activity,
verified by ABTS (432.3+35.9 pmol TE/gprotein), DPPH (236.9+£28.8 umol TE/gprotein) and
FRAP (1481.4+14;3 umol Fe II/gprotein) assays. In the fatty acid-rich extract, 8.3+0.4% of lipids
were recovered with a purity of 78.6+2.1% and showed the best emulsifying capacity (EAI =
168.4+11.0 m?/giipia) € emulsion stability (ESI = 73.6+10.4 min). In the polysaccharide-rich
extract, 49.3+3.6% carbohydrates of the microalgae were recovered and, after freeze-drying, it
showed the highest water (WHC = 13.0£1.2 g/gpolysaccharide) and oil (OHC = 7.2+0.2
2/Epolysaccharide) holding capacity. The sequential ultrasound-assisted extraction used in this study
allowed the biomass compounds fractionation, enabling efficient recovery and specific
targeting of proteins, lipids, and polysaccharides as food additives for various applications.

Keyword: Preservative. Antioxidant. Antimicrobial. Food safety.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Métodos de extragdo e purificacdo de compostos em algas e microalgas ............. 24

Tabela 2 - Composicao centesimal da biomassa liofilizada da microalga P. purpureum PPL25,
EINL DASE SECA. 1..veeuteeiieentie ettt et ettt ettt et et e e et e bt e e s bt e bt e sab e e bt e eabeessbesab e e bt e eabeeshb e et e e enteenbeenneeeateas 45
Tabela 3 - Teores de ficoeritrina (mg/mL) e proteina solivel (mg/mL) obtidos através de
diferentes tratamentos para a microalga PPL24. .............cccooiiiiiiiiiieeee e 48

Tabela 4 - Caracteristica do extrato para diferentes tempos de tratamento com ultrassom .... 49

Tabela 5 - Caracteristicas dos extratos aquosos ricos €m Proteinas...........cceeveeeeveeeecreeerveennns 51
Tabela 6 - Andlise de cor dos extratos TS5 € ASS .o 53
Tabela 7 - Caracteristicas dos extratos TS5 € ASS5 ...oooiiiiiiiniieeeeeeeeeee e 53
Tabela 8 - Perfil de fenoliCoS (LLE/Zbiomassa) ««--«everserrerreererreereereereeriensessesessesseereeeeeensessessessenns 55
Tabela 9 - Caracteristicas dos extratos liofilizados TS5L € AS5L ...ccccvviiiiiiiiiiiiiieieeee, 57
Tabela 10 - Analise de cor dos extratos T55L € ASSL ..o, 58
Tabela 11 - Perfil de fendlicos (LLE/Zliofilizado) «--««-seeeveerreerreerrreereesireeneeereeseesseesseeenseeseeesneeas 59
Tabela 12 - Caracteristicas do extrato A55 antes € ap0Os a filtrag@o........c.ceccvevevverveecieennneenen. 60

Tabela 13 - Caracteristicas dos extratos EtOH, MetOH e IsoOH, comparado ao Folch ........ 61

Tabela 14 - Teores de Lipidios obtidos na biomassa liofilizada e no residuo de extragdo de

FICORTIEIINA ...ttt ettt ettt et e et e e bt e et e esseeeabe e bt e enbeeseeeenseesnbeenbeasnseeaseas 64
Tabela 15 - Caracteristicas do extrato rico em polissacarideos (PS)........ccccocvvvevviieniviincnennns 66
Tabela 16 - Caracteristicas dos polissacarideos SECOS........uvrruvrieriieerieeeriieeerieeeieeeeieeeeiee e 68
Tabela 17 - Teor proteico e de carboidratos dos polissacarideos Secos. ........ccceevververeruennnee 69
Tabela 18 - Caracteristicas do Residuo (RE). .......coooiiiiiiiiiiiiee e 70
Tabela 19 - Proporcdes de compostos bioativos dos extratos TS5L, AS5, TS5L e ASSL. ..... 71
Tabela 20 - Capacidade Antioxidante d0S €XIratos ........cccueeervieerireerieeeiieeeiee e e eeveeenree e 72
Tabela 21 - Avaliagdo do halo de inibicdo (mm) dos extratos (1 mg/mL). .......cccceevvvenenennnen. 74

Tabela 22 - Capacidade de retencdo de d4gua (CRA) e de 6leo (CRO) dos extratos. .............. 79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura do ficobiliSSOmAa............ccccuieiiiiiiiiiiiiiieie et 19
Figura 2 - Comprimento de onda da luz visivel das ficobiliproteinas ...........c.cccccevvvererruennene 19
Figura 3 - Mecanismo da Transferéncia de Atomo de Hidrogenio. ............cooeevveueeeeureeeennnn 26
Figura 4 - Metodologia eXperimental.............cccuveeiiiieiiieeiiie e 31
Figura 5 - Metodologia experimental.............cccoeviieiiiiiiiiiieiieeiceee e 32
Figura 6 - Metodologia experimental.............ccceeviieiiiiiiiiiieie et 33
Figura 7 - Extrato obtido no tempo de 10 min para a biomassa PPL24 (a) e PPL25 (b)........ 49
Figura 8 - Extratos (a) T55 (b) A42 (c) AS55 (d) AB8 ...t 52
Figura 9 - Extratos (2) TS5 € (D) ASS et 53
Figura 10 - Extratos liofilizados (a) TSSL € (b) ASS5L....oooiiiiiieiieieeeeeeeeee e 58
Figura 11 - Filtragdo do extrato AS55 em papel filtro ...........cooeeiiiiiiiiiiie 60
Figura 12 - Extratos EtOH (a), MetOH (b) € ISOOH (C) SECOS ....eeevuirriirniieeiieiieeieeeieeieene 62

Figura 13 - Lipidios da biomassa descolorida (a; c; e) e integra (b; d; f); Extraidos por Folch
(A) Secos em estufa (25 °C) (B); e Ressuspensos em Cloroformio (C)........ccoeevvevveeieennnennnen. 64
Figura 14 - Biomassa descolorida, utilizando Etanol 100% e NaOH 1% (1:4; v/v) com

sobrenadante 11co em ClOTOTIIA .....c.oviiiiiiiiiiii e 65
Figura 15 - Extrato aquoso rico em polissacarideos ...........cceeeerieeriiniiiinieniieeniceieeneeeeee 66
Figura 16 - Polissacarideos secos PSImdt, PS12h e PSL........ccoociiiiiiiee 68
Figura 17 - Agregados de polissacarideos (PSImdt). ........ccccooiiviininiiniiiiniiiciceciee 69
Figura 18 - Composicdo em cada etapa de extracdo sequencial. ........cccecervereriinienennennne 71

Figura 19 - Halo de inibicao formado pelo antibidtico Cloridrato de Ciprofloxacino (1 mg/mL)
- Controle positivo. (a) Bacillus cereus (b) Escherichia cOli. ..............oouocueeeeeveeceeiniiienineann. 74

Figura 20 - Halo de inibicao, falso positivo, formado pelos extratos (a) EtOHs e (b) EtOH na

BACTIIUS COFOUS. ..ottt sttt ettt sttt et 75
Figura 21 - Capacidade emulsificante dos eXtratos...........cceereerieiniiniiienieeieenie e 76
Figura 22 - Emulsao estavel ap6s 10 min (a) EtOHS (b) PSL......ccooooiiiiieeeeeeeeen 77

Figura 23 - (a) T55L apo6s centrifugacdo (b) TS5L apo6s remocgdo da agua livre (c) PSL apos

1€MOCAO A AZUA LIVIC. ..eieiiieiiieiieeie ettt ettt ettt et st be e et e sseeenbeesnaeenseenene 79



1.

2.

SUMARIO

INTRODUQCAQ c..uovverererererereresesesesesesesesssesesssesssssssssesssesssssssssesssssesssesssssssssesssesesessssseses 14
OBUJIETIVOS uuvereeecrererensesesesssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssesssssssssssssssseses 15
2.1, OBJETIVO GERAL ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et eee s eetes e seneeee e eneeenaes 15
2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 15
REVISAO DA LITERATURA ....oueeeeeererernenesesesessssssssssssssesessssssssssesssssesssssesssssens 16
3.1. MICROALGAS ...ttt 16
3.1.1.  Porphyriditii DUYPUTEURN a....eeeeneeeeonneeeisneeensnneissneesssseessssscssssssssssssssssssssssssssens 16
3111, CUIVO ettt e e e e aaaaaaas 17
311,20 FICOETILIINA coeeeeeiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeaaaaeaaaneaanes 18
3013, ACIAOS GIAXOS eeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e e s e e e e e s es e e e ses e s e e eseseses e s s esesene 20
31,14, POlSSACAIIACOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s eeeans 21
3.1.2. Métodos de extracio e purificacio 22
3.2.  ADITIVOS ALIMENTARES .....cootiotioeeeeeeeeeee et 25
3.2.1. Antioxidantes .. 26
3.2.2.  COTANLES cuuueeeeeeeeeeeeenneeeceeceeeeeessssssssccssssesssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 27
3.2.3. Conservadores .28
3.2.4. Emulsificantes .29
MATERIAL E METODOS ..uoiuteieirenescsssssessssesssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssses 30
A1, BIOMASSA . ..ottt t et e et es e seseeres e eeeenes 30
4.2.  COMPOSICAO PROXIMAL ...ovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
4.3. EXTRACAO FRACIONADA POR RUPTURA OSMOTICA .....oovveeeeeeereeenn. 35
44. EXTRACAO FRACIONADA ASSISTIDA POR ULTRASSOM........ccovvveeeennnn 35
4.5. PURIFICACAO DO EXTRATO RICO EM FICOERITRINA ........ccccccovveeeerennan. 37
4.6. DETERMINACAO DO TEOR DE FICOERITRINA .......cccocoveeieieeeeeeeeeeeean 37
4.7. DETERMINACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS......coooioeieeeeeeeeeeeeeeereeeee 37
4.8. DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS ....otoeieeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeereeeeans 38
4.9, CONTEUDO FENOLICO ....eovteiueeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeee e eeseeeeeseeeseseeeeees 38
4.10. PERFIL DE ACIDOS FENOLICOS ..o eeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e eeeseseeeeee 39
4.11. DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS E MINERAIS DO EXTRATO
AQUOSO RICO EM FICOERITRINA .....oovotitetieeeeeeee oo eeeeeseseeeeseeeeseseeeeeenes 39
4.12. DETERMINACAO DO TEOR DE LIPIDIOS ......oovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
B.13. COR ettt ettt 40
4.14. REMOCAO DA CLOROFILA ......ocooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
4.15. DETERMINACAO DO TEOR DE CLOROFILA E DE CAROTENOIDES........... 41
4.16. ATIVIDADES ANTIOXIDANTES . ...covtteueeeeeteeeeeeeeeeseeeeeseseseeseseeseseeeeeeees 42
4.16. 1. DPPH .uueeveeeeeecrcnernesesesesessssssessssssssssesssssssssssasssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssens 42
4.16.2. ABTS M uueeerveeererenesenssesesessssssssesessssssssssessssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssens 42

4.16.3.  FRAP ...auuoeereeeenneninnennensnessnnsssssssnssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssassssssssns 43




4.17. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ..ottt ettt evee e vee e e 43
4.18. CAPACIDADE EMULSIFICANTE .......cooiiiiieiieeeceeeeeee et 43
4.19. CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA E OLEO......coooooieeeeeeeeeeeeeeeee. 44
4.20. ANALISE ESTATISTICA .....coiuuiieiieeiieiieieeeieeiee ittt 44

5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ...uuuueererererrererenssessssesesesssssssssssssssssssesessssssssssessssssssssens 45
5.1.  COMPOSICAO PROXIMAL .....ooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
5.2. EXTRACAO FRACIONADA ......ooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
5.2.1. EXtracao de fiCOeritrina ....cccvveeeiiicciiiicrssnnsiiiccsssssesssnsssssccsssssssssssssssscssssssssossans 47
5.2.1.1.  Estudo Preliminar..........c.ocouieiiiiiiioniieiierie ettt 47
5.2.1.2.  Extragdo pelo tratamento com UltrasSOm .........cceeeeveerieeciienieenieenieeieenineans 49
5.2.1.3.  Influéncia do PH ....oocviiiiiiiiiiiceeecee e e 50

5.2.2. Secagem do extrato aquoso rico em ficoeritrina.........c..ceeveeesueiseccseecsnecsanns 56
5.2.3. Purificacdo do extrato rico em fiCoeritrina.......cccceeeeiecccisscrcneenceseccsssscnsanens 60

5.3. EXTRACAO DE LIPIDIOS ...t 61
5.3.1.  EXtraco alCOONCA ......cccueiieerrcnieenrcsneeccsssnsecsssnssccsssnssscssssnssssssssssssssssnsassssnnns 61
5.3.2. Lipidios DeSCOIOTidos ...ccccirrererssercssercssanncsssnscsssnssssssssssasssssasssssssssssssssssasssssases 63

5.4. EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS ......oooioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 66
5.4.1. Secagem do extrato aquoso rico em polissacarideos .67

5.5. CARACTERIZACAO DO RESIDUO ..o 70
5.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ......ooooiiiiiiiieieeie ettt sena e 71
5.7. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA .......cctiitieiteriieeteectte et eve et e e eeevae s e 73
5.8.  CAPACIDADE EMULSIFICANTE ......ccciiiiiiiee ettt 76
5.9. CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA E OLEO.........ccocovvmiimirrierieienins 78

6. CONCLUSAQ ...uuecusensencnnsenssassenssensssssessssnsssssesssensssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssss 80
7. RESIDUOS GERADOS E DESTINO ......uoveuerereerererensesssessesessessesessesssessessssessssessess 81
8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS......coocveureuereeresesesesessesessssesessesesesnes 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 83
APENDICES ...ttt 102



14

1. INTRODUCAO

E essencial que os alimentos destinados ao consumo humano permanecam frescos e
seguros, especialmente diante do tempo de transporte que estes sdo submetidos desde o local
de producao até os centros urbanos e locais de consumo (Carocho; Morales; Ferreira, 2015).
Estes alimentos também necessitam proporcionar experiéncia sensorial agradavel aos
consumidores e apresentar estabilidade, textura homogénea e agradavel, e apelo visual atrativo
(Cox et al., 2021; Sezgin; Ayyildiz, 2017). A industria alimenticia utiliza de forma ampla os
aditivos, como os antioxidantes, corantes, conservantes e emulsificantes para atingir essas
demandas, optando pelo uso dos produzidos sinteticamente devido ao baixo custo, facilidade
de uso e alta disponibilidade (Amit et al., 2017; Pasca; Coroian; Socaci, 2018). No entanto, em
razao dos possiveis riscos atrelados a estes insumos sintetizados artificialmente, existe uma
busca constante por alternativas oriundas de fontes naturais (Bertsch ez al., 2021).

Uma das fontes alternativas para estes aditivos s3o as microalgas, ¢ estudos indicam o
potencial do seu uso em alimentos. O enriquecimento com a biomassa integra proporciona uma
melhora do perfil de dcidos graxos e proteico, além de aumentar a vida util dos alimentos devido
as suas propriedades bioativas, antioxidantes e antimicrobianas (De Oliveira; Bragotto, 2022;
Su et al., 2023). Os compostos responsaveis por estas propriedades podem ser isolados,
permitindo seu uso de forma individualizada. Esse uso direcionado e especifico, além de
possibilitar a utilizacdo em diferentes tipos de alimentos, traz melhor aproveitamento das suas
propriedades bioativas e tecnologicas (Martinez-Ruiz et al., 2022; Su et al., 2023).

A microalga vermelha P. purpureum vem se tornando um foco de interesse, por ser
capaz de produzir compostos intracelulares valiosos como a ficoeritrina (pigmento proteico
atuante na fotossintese), acidos graxos, como o acido araquidonico (ARA), docosahexaenoico
(DHA) e eicosapentaenoico (EPA), e polissacarideos (especialmente os sulfatados) (Silva-
Nuiiez; Donoso-Quezada; Gonzélez-Valdez, 2023). Estudos com a ficoeritrina indicam sua
capacidade antioxidante e antimicrobiana, além da sua intensa cor vermelha permitir seu uso
como corante (Ali et al., 2024; Garcia et al., 2021; Nowruzi et al., 2024).

Os 4cidos graxos possuem propriedades antioxidantes e antimicrobianas, com destaque
para o araquidonico que age inibindo a sintese da adenosina trifosfato (ATP) em bactérias,
podendo ser considerado um antibacteriano de amplo espectro (Chamlagain et al., 2024;
Mackieh et al., 2023). Os polissacarideos sulfatados possuem propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, emulsificantes e de retencao de agua e 6leo (Hlima et al., 2021; Ismail; Amer,

2021). Essas propriedades permite o uso deles como uma alternativa aos aditivos sintéticos
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(Nguyen et al., 2024; Silva-Nuiez; Donoso-Quezada; Gonzalez-Valdez, 2023).

Dessa maneira, o presente trabalho tem como objetivo produzir trés extratos distintos
da microalga P. purpureum, ricos em proteinas, acidos graxos poliinsaturados e polissacarideos
sulfatados, visando direcionar a aplicagdo deles como aditivos em formulagdes alimenticias.
Para isso, foi utilizada uma extragao assistida por ultrassom (600 W; 30 s; 5 s intervalo; 10 min)
e, de maneira sequencial, foram utilizados os solventes renovaveis, agua destilada (0,8 g:40
m/v) e etanol 95% (32 mL), seguido de agitador magnético e banho aquecido (32 mL de 4dgua
destilada; 80 °C; 2 h), em que o residuo solido obtido por centrifugacdo (4650 xg; 5 min) apos
cada etapa foi utilizado na etapa seguinte. Os extratos obtidos apresentam diferentes aplicagdes
na area de alimentos, na forma de aditivos alimentares com atividades antioxidantes,

antimicrobianas e emulsificantes.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Extrair fragdes ricas em proteinas, lipidios e polissacarideos da microalga P purpureum,

visando direcionar a aplicagdo delas como aditivos em alimentos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (aracterizar quimicamente a biomassa da microalga P. purpureum, cultivada em
biorreatores externos de 240 L;

e Definir protocolo para extragdes aquosas e etandlicas assistida por ultrassom e aquosa
a quente para recuperacdo de proteinas soliveis, ficoeritrina, compostos fendlicos,
acidos graxos e polissacarideos da microalga;

e Auvaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano, capacidade de emulsificacdo, retencao
de dleo e agua das fragdes recuperadas;

e Determinar a cor dos extratos;

e Utilizar técnica de filtracao e precipitagdo para aumentar o grau de pureza da ficoeritrina

e de polissacarideos sulfatados das respectivas fragdes aquosas.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. MICROALGAS

Uma das grandes vantagens do ponto de vista ambiental da utilizagdo das microalgas
autotroficas € a sua capacidade de biofixacdo de dioxido de carbono da atmosfera como fonte
de carbono para seu metabolismo. Fato que as tornam uma eficiente alternativa para diminuir
os impactos ambientais de suas industrias regulamentando cadeias de produgdo conforme as
medidas governamentais (Camacho; Macedo; Malcata; 2019).

Existem mais de 50 mil espécies de algas, com destaque para a classe
Porphyridiophyceae, de algas vermelhas. Os compostos de interesse da microalga sdo:
ficocianina, peptidoglicano, astaxantina, betacaroteno, ficoeritrina, 4cidos graxos
poliinsaturados e fucoxantina produzidos em resposta as condi¢des externas em que sSao
submetidas. Em fun¢do disto estes compostos possuem bioatividades de interesse para
aplicagdes alimenticias, nutracéuticas, cosméticas e farmacéuticas (Guiry, 2024; Vieira;
Pastrana; Fucifios, 2020).

As algas vermelhas pertencem ao filo Rhodophyta e possuem mais de 6100 espécies
conhecidas. Uma dessas espécies ¢ a P. purpureum, uma microalga autdtrofa anteriormente
conhecida como Porphyridium cruentum (Bhattacharya et al., 2013). Estudos indicam a
seguranca do seu uso em produtos cosméticos e para consumo como alimento (Kavitha ef al.,

2016b; Liu et al., 2025; Murbach et al., 2024).

3.1.1. Porphyridium purpureum

Porphyridium purpureum é uma microalga vermelha esférica que possui diametro
médio entre 6 e 15 um. Suas paredes celulares possuem polissacarideos compostos
majoritariamente por D-xilose, D- e L lactose, D-glicose, D-4cido glicur6nico e um teor
variavel (1 ~ 14%) de sulfato. Elas podem acumular internamente componentes de interesse
como ficobiliproteinas, 4cidos graxos poliinsaturados e os proprios polissacarideos sulfatados
(PS). Esses compostos apresentam capacidade antioxidante, antimicrobiana, antiviral,
antitumoral e propriedades reologicas diversas (Hammel, 2024).

Assung¢ao, Varejao e Santos (2017) encontraram na biomassa seca da P. purpureum
8,5% de umidade, 18,6% de cinzas, 1,7% de lipidios, 0,9% de fibra, 15,1% de proteina e 63,7%
de carboidratos. No entanto, Li et al. (2021) encontraram 7,0% de lipidios para a biomassa

liofilizada. Isso demonstra a variabilidade da composicao dessa microalga. Apesar de ndo serem
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encontrados estudos que demonstrem o valor de mercado da P. purpureum, estima-se que o
setor das microalgas para fins alimentares alcance 1,298 bilhdo de ddlares até o ano de 2023
(Schneider et al., 2025), o que demonstra o potencial mercadologico que a exploracdo dos
compostos dessa microalga pode viabilizar.

Diversos estudos indicam o potencial do uso dessa microalga. Vieira et al. (2021) ao
pesquisarem as atividades antioxidantes, antienvelhecimento, antidiabéticas e antiobesidades
das microalgas P. purpureum, Chlorella vulgaris, Arthorspira platensis € Nannochloropsis
oculata encontraram resultados interessantes para todas as microalgas. No entanto, destacaram
o notavel potencial da primeira, pois além de possuir alta agdo antioxidante e alto teor de
conteudo fenolico, demonstrou alta inibicdo enzimadtica in vitro, o que enfatiza seu grande
potencial de uso como ingrediente funcional e tecnolégico em alimentos.

Apesar do potencial da biomassa microalgal integra, ¢ o uso das fragdes que tém
destaque. Estudos indicam o potencial da ficoeritrina, acidos graxos, polissacarideos, proteinas
e peptideos por possuirem propriedades antioxidantes, antimicrobianas (Tsvetanova; Yankov,
2022), emulsificantes e de retengdo de agua e 6leo (Hlima et al., 2021). A importancia do estudo
e valorizagdo dos compostos de maneira separada ¢ reforcada por alguns desafios impostos na
explorag¢do em larga escala dessa microalga. Essa dificuldade se deve a pequenas modificagdes
no meio de cultivo, que mesmo ndo intencionais, podem modificar as concentracdes dos
compostos produzidos (Kavitha et al., 2016a) e tentativas para aumento de rendimento de
compostos especificos que resultam na reducdo do rendimento de biomassa seca.
Consequentemente, sua utilizagdo ocorre em pequena escala sem alcancar um significativo

cultivo a nivel mundial (Li et al., 2019).

3.1.1.1.  Cultivo

As microalgas possuem rapido crescimento, sendo possivel obter compostos de
interesse ja com 10 dias de cultivo (Tao et al., 2019). Sua alta eficiéncia fotossintética faz que
estas sejam fontes interessantes de insumos industriais, especialmente na area de alimentos. Seu
cultivo é compacto quando comparado com a agricultura e pecudria, utiliza um volume reduzido
de 4gua doce e terra, sem explorar os recursos naturais de forma massiva. Além de ndo ser
necessario o uso de herbicidas e pesticidas (Tan ef al., 2020). No entanto, mudang¢as no meio
de cultivo da P. purpureum causam estresse na microalga que podem modificar sua composi¢ao
bioquimica e levar ao acimulo de compostos secunddrios de interesse. Assim, ¢ necessario

entender quais os compostos possuem maior interesse e potencial de uso para que esse cultivo
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rapido e com poucos impactos ambientais seja melhor aproveitado.

O nitrogénio ¢ um componente essencial para sintese de enzimas, pigmentos
fotossintéticos, material genético e demais compostos nitrogenados da microalga, assim, limitar
a sua concentracao no meio de cultivo pode estimular o acaimulo de lipidios e carboidratos, e
diminuir o acumulo de proteinas (Novoveska et al., 2023). Tao et al. (2019) ao modificar a
concentragdo de nitrato de potassio (KNO3) no meio de cultivo da P. purpureum obtiveram
rendimento significativo de ficoeritrina (0,193 g/L) e de acidos graxos poliinsaturados (0,072
g/L) ao utilizar 17,6 mM. Nesse mesmo estudo, mudancas no tempo de cultivo também
resultaram em oscilagdes nas concentracdoes dos compostos. Esse estudo aplicado a P.
purpureum, aliado aos resultados encontrados em outras espécies (Chowdury; Nahar; Deb,
2020; Coélho et al., 2020; Varshney, et al., 2018) demonstram a necessidade de se conhecer
quais sao as fracdes de maior interesse € seus potenciais usos, pois dessa forma ¢é possivel
direcionar a producdao de compostos de interesse desde o cultivo. Estudos indicam que os
rendimentos de biomassa de microalga seca por litro do meio de cultivo de até 1,94 g/L. da
microalga P. purpureum podem ser alcangados dependendo das condi¢des de cultivo
(Schoeters, Floris et al., 2023). Apesar do rendimento menor que o encontrado na Spirulina
platensis (2,70 até 4,50 g/L) (Moraes et al., 2013; Saxena ef al., 2022), seus compostos possuem

grande valor agregado.

3.1.1.2.  Ficoeritrina

Ficoeritrina ¢ uma proteina vermelha presente nas algas vermelhas e nas cryptophytas,
de massa molar de 225 kDa. Este pigmento tem fluorescéncia de emissdo maxima proximo a
578 nm, com pico de absor¢do da luz visivel entre 540 e 570 nm (Hamouda; El-Naggar, 2021).
A ficoeritrina estd complexada juntamente as demais ficobiliproteinas, ficocianina e a
aloficocianina, formando os ficobilissomas (Figura 1) que sdao complexos de captagdao de luz
presentes no tilacoide dentro dos cloroplastos. Ela € a responsavel por coletar energia luminosa
e transferir para os centros de reacdo dos fotossistemas da fotossintese (Nguyen et al., 2024).
Por serem pigmentos que absorvem radiagdo eletromagnética em comprimentos de onda da luz
visivel que se sobrepdem na faixa entre 450 e 650 nm (Figura 2), para determinagdes utilizando
técnicas espectrofotométricas ¢ necessario quantificar o teor de ficocianina e aloficocianina

para entdo estimar o teor de ficoeritrina (de Marsac; Houmard, 1988).
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Figura 1 - Estrutura do ficobilissoma
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Fonte: Wang et al. (2023) adaptado.
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Figura 2 - Comprimento de onda da luz visivel das ficobiliproteinas
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Fonte: Singh et al. (2015) adaptado.

A ficoeritrina, quando purificada a nivel analitico, possui um valor de mercado que pode
chegar a 250 dolares/mg (Sigma-aldrich Cas 11016-17-4). Isso se deve a complexidade
envolvida para purificagdao e remogao da aloficocianina e ficocianina presentes no complexo de
ficobiliproteinas. No entanto, para o aproveitamento de suas bioatividades e uso em alimentos,
ndo ¢ necessaria uma alta pureza e seu custo pode ser reduzido ao utilizar estratégias
simplificadas de extragdo e purificacdo (Tan et al., 2022).

Ha estudos que indicam que a ficoeritrina pode ser extraida de diversas microalgas, com
diferentes rendimentos. Foi demonstrado rendimento de 4,2% de ficoeritrina para a
Pseudanabaena sp., de 1,2% para a Anabaena e de 0,8% para a Neopyropia yezoensis. No
entanto, o rendimento de ficoeritrina da P. purpureum pode chegar a 9,2% em relagdo a massa
(m/m), segundo alguns estudos (Mishra; Shrivastav; Mishra, 2011; Khan et al., 2019; Nath et
al., 2021, Zhang et al., 2012; Li C. et al., 2022).
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Ali et al. (2024) produziram filmes inteligentes com ficoeritrina extraida por agitagao
(300 rpm; 4 h; 23 °C) e purificada em membrana de polietersulfona (20 um) para verificar
frescor de pescados. Os filmes demonstraram ser sensiveis a mudanca de pH e crescimento
microbiologico de Salmonella, mudando sua coloragdo. Garcia et al. (2021) testaram
ficoeritrina extraida de Porphyridium sp. por choque osmético em tampao fosfato (0,1 M; pH
5,5) como corante vermelho em alimentos lacteos. Neste estudo, foi destacada a estabilidade de
cor para faixas de pH que variam entre 6 ¢ 9 e que pequenas quantidades ja eram suficientes
para atingir coloragdo proxima ao de derivados lacteos disponiveis comercialmente.

Nowruzi et al. (2024) utilizaram as propriedades antioxidantes e antimicrobianas da
ficoeritrina, extraida da cianobactéria Nostoc sp. por ciclos de congelamento e
descongelamento, centrifugagdo (5000 rpm; 10 min) e didlise (membrana de 0,45 um) para filés
de truta resfriados que por até 14 dias e ndo sofreram degradacdo significativa, limitando
também o crescimento de coliformes, Staphylococcus spp. e Salmonella spp. Estes estudos
demonstram o potencial antioxidante, antimicrobiano e colorante da ficoeretrina, que poderia
ser utilizada em alimentos em substitui¢do a aditivos antioxidantes, conservantes ¢ corantes

sintéticos.

3.1.1.3.  Acidos Graxos

Os lipidios sdo um grupo de compostos soliiveis em solventes organicos quimicamente
diversos. Estes podem ser polares, possuindo uma parte hidrofilica ligada a uma parte
hidrofébica, ou apolares, possuindo somente a parte hidrofobica. O principal componente dos
lipidios sdo os acidos graxos, que ¢ um composto que contém uma cauda de cadeia alifatica
hidrofébica e uma cabeca de acido carboxilico (Damodaran; Parkin, 2018). Estudos indicam
que a P. purpureum possui em sua composi¢cao de forma majoritaria dcido araquidonico (ARA)
(2,7 a27,6 % do total de acidos graxos), acido eicosapentaenoico (EPA) (4,6 a 29,9%) e acido
docosahexaenoico (DHA) (5,5 a 26,8%) (Durmaz et al., 2007; Kavitha et al., 2016a; Kim et
al., 2021). Nota-se a variabilidade do perfil de 4cidos graxos em razdo de mudangas nas
condi¢des de cultivo (temperatura, salinidade (NaCl e NaNOs, g/L) e irradidncia) o que
demonstra a necessidade da caracterizag¢ao dos lipidios obtidos das microalgas.

Um dos acidos graxos de destaque na P. purpureum ¢ o acido araquidonico (ARA), de
grande importancia para a saide e bem-estar. Markworth ef a/. (2018) indicaram que uma maior
ingestdo de ARA, que pode vir de fontes naturais ou em alimentos enriquecidos, ¢ benéfica a

saude, principalmente para regeneracdo muscular, aumento de massa magra e forca muscular,
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sem efeitos negativos no nivel de inflamagdo basal. Outros acidos graxos majoritarios na
composi¢ao sdo o acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA). Ambos
sdo acidos graxos que possuem insaturacdo no 3° carbono, sendo conhecidos também como
omega-3, e o consumo deste pela populagdo em geral ajuda a diminuir e prevenir os riscos
cardiovasculares (Swanson; Block; Mousa, 2012; Watanabe; Tatsuno, 2021).

Os éacidos graxos podem ser utilizados de maneira segura como aditivos alimentares
(EFSA, 2017), possuindo atividades antioxidantes e antimicrobianas. Chamlagain et al. (2024)
utilizando &cido araquidonico (50 mg/mL) encontraram uma forte inibicdo de crescimento de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) da bactéria Gram-positiva Streptococcus mutans, além
de limitar consideravelmente sua producdo de adenosina trifosfato (ATP) (Mackieh et al.,
2023). Dessa maneira, destaca-se a importancia e potencial dos acidos graxos de origem
microalgal, especialmente o ARA, como conservante.

Na P. purpureum, a extragao dos lipidios remove juntamente a clorofila (Li e al., 2021),
o que limita a utilizagdo dessa fragdo em formulagdes alimentares, visto que um dos grandes
desafios para a utilizacdo da maioria das microalgas em alimentos ¢ a sua coloragdo verde que
diminui a aceitacdao dos consumidores (Olsen; Olsen; Jensen, 2024). Assim, algumas estratégias
podem ser adotadas para remocao da clorofila e clarificacdo dos lipidios. Li et al. (2016) em
um estudo com Scenedesmus sp. compararam 4 métodos para remog¢ao do pigmento em lipidios
e 7 métodos para remog¢do do pigmento na biomassa, obtendo o melhor resultado de lipidio

clarificado ao utilizar uma mistura de Etanol 100% + NaOH 1% (1:4; 70 °C; 1 h).

3.1.1.4. Polissacarideos

Os carboidratos sdo abundantes, amplamente disponiveis e de baixo custo. Estes sdo
encontrados em alimentos, de maneira natural ou adicionados, e possuem diversas aplicagdes
que podem ser melhoradas ou modificadas para o uso comercial (Damodaran; Parkin, 2018).

A parede celular das algas possui em sua estrutura polissacarideos constituidos
principalmente de celulose e hemicelulose. Com o objetivo de auxiliar as algas a resistir ao alto
teor salino do mar, hé a presenca de grupos sulfatos nestes polissacarideos que modificam a sua
estrutura polimérica se tornando assim polissacarideos sulfatados que possuem bioatividades e
aplicacdes comerciais (Muthukumar; Chidambaram; Sukumaran, 2021). Estes polissacarideos
possuem potencial de inibir a proliferagcdo viral e bacteriana, por competir pelo sitio ativo do
ribossomo e impedindo que o RNA mensageiro seja lido, ndo permitindo assim a sintese

proteica (Liyanage, ef al., 2023), possuindo dessa maneira potencial de uso em alimentos como
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conservante. Estes polissacarideos produzidos pela P. purpureum sao heteropolimeros similares
a carragenana (Vos et al., 2008), um tipo de polissacarideo sulfatado composto de galactanas e
de uso comum na industria de alimentos, principalmente em derivados carneos devido as suas
propriedades de formagao de gel e capacidade de reteng¢ao de dgua e 6leo, e que pode ser obtida
de outras algas vermelhas por extracao alcalina (Damodaran; Parkin, 2018).

Hlima et al. (2021) obtiveram polissacarideos sulfatados oriundos do meio de cultivo
da P. purpureum por centrifugacao (10000 xg; 30 min; 4 °C), precipitacdo com etanol absoluto
e dialise (12 kDa MWCO) e utilizaram as propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos
polissacarideos para prolongar o tempo de vida util de carne moida bovina. Ismail e Amer
(2021) obtiveram polissacarideos sulfatados de parede das algas, Corallina officinalis e
Pterocladia capillacea, por agitacdo e extragdo sequencial com solventes (etanol, HCI e
Nay;CO3) e ultrafiltracdo (100 kDa MWCO). Os polissacarideos apresentaram propriedades

antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias.

3.1.2. Métodos de extraciio e purificacao

Para a extra¢do de compostos de interesse da P. purpureum ¢ necessario o rompimento
da espessa parede de polissacarideos que a envolve, sendo possivel utilizar métodos de agitagao
mecanica, ultrassom, micro-ondas, hidrélise enzimética e ciclos de congelamento e
descongelamento. A purificagdo também pode envolver tecnologias de filtragdo, ultrafiltragao,
adsorcdo, precipitagdo, entre outras estratégias a depender do resultado e pureza desejada (Li et
al.,2021; Martinez et al., 2019; Tran et al., 2019; Yin et al., 2022).

Os métodos apresentados na Tabela 1 destacam o grande interesse na ficoeritrina, em
detrimento dos outros compostos presentes € que apresentam bioatividades e propriedades
tecnologicas, como os acidos graxos e polissacarideos. Outro ponto de destaque é que, apesar
de métodos inovadores como o campo elétrico pulsado apresentarem alto rendimento, sdo
métodos que devido ao alto custo e complexidade envolvidos, aumentam o custo de obtengao
dessa fracdo e diminuem seu potencial uso em alimentos (Alkanan, et al., 2024). A extra¢ao
seriada desenvolvida por Li ef al. (2021), demonstrou o potencial de obtengdo de diferentes
compostos da microalga, utilizando solventes seguros e de baixo custo. No entanto, o tempo
total de extragdo (14 h), tornou esse método inviavel para exploragdo comercial dos compostos.

A utilizagdo de técnicas como o ultrassom (Yin et al., 2022; Mittal; Sharma;
Raghavarao, 2022), poderia facilitar a quebra da parede celular da microalga e obten¢do dos

compostos de interesse. No entanto, a cavitacdo ultrassonica, fendmeno caracterizado pela
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liberacao de energia devido a formagao e rapido colapso de bolhas de gas (Shen et al., 2023),
pode levar a degradagdo de corantes, moléculas organicas (Song et al., 2024) e mudancas do
pH (Vikulin; Vikulina, 2020). Além disso, o alto grau de disrup¢ao celular causado pelo método
e baixa seletividade dos solventes utilizados pode levar a diminuicao da pureza dos compostos
de interesse (Shen et al., 2023).

Dessa maneira, sdo necessarios estudos que verifiquem o impacto do tempo de
sonificacdo, pH e o uso de diferentes solventes em extracdes da P. purpureum assistidas por
ultrassom, para que se compreenda os impactos de cada variavel na pureza e caracteristica dos
extratos obtidos. Além disso, os compostos fenolicos presentes na P. purpureum apresentam
solubilidade em diferentes solventes, além de provavel atividade antioxidante (Goiris et al.,
2014). Por essa razdo, € necessario compreender e quantificar em qual fracdo de extragao esses
compostos estdo presentes. Essa andlise garante que as bioatividades encontradas ndo sejam
incorretamente atribuidas as proteinas, lipidios e polissacarideos.

Chen et al. (2024) compararam a extragdo por agua quente e assistida por micro-ondas
para extracdo de polissacarideos presentes na parede celular da P. purpureum. Ao testar
diferentes temperaturas (50~90 °C), tempos (15~75 min) e propor¢do de biomassa e dgua
(1:20~1:100 g/mL), no extrato obtido por centrifugacdo foram obtidos 22,6% da biomassa na
forma de polissacarideos na extragao utilizando agua quente a 80 °C. Com extragdo assistida
por micro-ondas, o rendimento foi de 25,5%. A combinacdo de técnicas de extracdo, como a
seriada utilizando 4gua e etanol, aliada a quebra da parede celular promovida pelo ultrassom,
demonstra potencial para melhorar o rendimento da extragdo dos compostos de interesse da

microalga.



Tabela 1 - Métodos de extragdo e purificacdo de compostos em algas e microalgas
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Objetivo Alga Extracéo Purificacio

Resultados

Referéncia

Ficoeritrina: Sem purificagio
Agitagdo mecanica, utilizando 4gua  Acidos graxos: remogio do
P. purpureum destilada (4° C, 6 h), etanol 95% (25  solvente em rotoevaporador
°C, 6 h) e agua destilada (80 °C, 2 h) Polissacarideos: precipitagdo
com acido tricloroacético

Extracdo seriada de trés
compostos de interesse
(Ficoeritrina, acidos
graxos e polissacarideos)

Campo elétrico pulsado (2-10
kV/cm; 30-150 ps), em tampao -
citrato-fosfato (pH 7; 1 mS/cm)

Extragdo de ficoeritrina  P. purpureum

Alta pressdo hidrostatica (50-500
P. purpureum MPa; 20 °C, 5 min) em tampdo Tris -
HCI (0,5 mol/L; pH 7)

Extracdo de ficoeritrina

Foram comparados os métodos de
congelamento e descongelamento (3
p ciclos; -20 °C/25 °C), moagem
- purpureum criogénica e banho ultrassdnico )
(intervalos de 60 s; 4 min). Todos

em agua ultrapura

Extracdo de ficoeritrina

Gelidium
pusillum

Tampao fosfato (0,1 mol/L; pH 6,8),

~ Uso de adsorventes diversos
macerag¢ao e ultrassom

Extragdo de Ficoeritrina

Ficoeritrina apresentou rendimento de 63,3%, ¢
boa atividade antioxidante. Os acidos graxos
apresentaram lipidios de membrana. O uso de

agua como solvente apresentou bom rendimento

(75,2%) na extracao dos polissacarideos e a ndo

utilizagdo de solugdes acidas ou alcalinas
apresentou menor danos a sua estrutura.

O campo elétrico induziu a um processo de
autdlise que liberou o conteudo de ficoeritrina ao
longo de 24 h apds o tratamento, com rendimento

proximo a 100%, superior ao de métodos
mecanicos.

O uso de alta pressdo além de nao ter melhor
rendimento que outros métodos mecanicos,
prejudicou a cor e fluorescéncia da ficoeritrina.

Todos os métodos apresentaram bom rendimento
(82,91 e 83%, respectivamente).

Aumento da concentragao de ficoeritrina ao
remover contaminantes e interferentes

Lietal., 2021

Martinez et al.,
2019

Tran et al., 2019

Yin et al., 2022

Mittal; Sharma;
Raghavarao, 2022
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3.2. ADITIVOS ALIMENTARES

A nivel mundial, os riscos atrelados a dieta alimentar sdo responsaveis por 22% das
mortes em adultos, além disso, doencas relacionadas ao consumo de alimentos ndo seguros
podem causar enfermidades em 600 milhdes de pessoas por ano, especialmente em criangas e
em consumidores em vulnerabilidade social, levando a um impacto econdmico de 110 bilhdes
de dodlares/ano (Nordhagen et al, 2022). Dessa forma, hé a necessidade de se garantir que os
alimentos nao s6 cheguem a mesa da populagdo, mas que sejam nutritivos, seguros € nao
causem prejuizos a saude.

Os aditivos alimentares s3o amplamente utilizados na industria alimenticia, sendo um
dos métodos de conservagdo de alimentos preferencialmente utilizado devido ao seu baixo
custo, alta disponibilidade, facilidade de uso e por garantirem um alimento mais seguro
independente da ocorréncia de falhas em outras barreiras como embalagem, temperatura e pH
(Amit et al., 2017, Pasca; Coroian; Socaci, 2018). Outro uso de aditivos em alimentos ¢ para
torna-los sensorialmente atrativos a populagdo, garantindo a sua estabilidade (sem separacao
dos seus compostos), proporcionando textura agradavel e apelo visual atrativo (Cox et al.,2021;
Sezgin; Ayyildiz, 2017). Estima-se que a populagdo em geral consuma entre 3,6 e 4,5 Kg de
aditivos anualmente, sendo que estes valores podem ser significativamente mais altos (Elshreif
et al., 2023). Assim, hé a necessidade de refletir o seu consumo e entender as consequéncias
que ele pode ter na satde da populagdo e na qualidade dos alimentos em que estdo inseridos.

A Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) (2019) define em
seu Codex Alimentarius que aditivos alimentares sdo qualquer substancia que usualmente nao
¢ utilizada como alimento, ou que ¢ adicionada em um alimento, mas que normalmente nao ¢
empregada como ingrediente neste. Alguns autores (Ghany; Abdel, 2015) se referem aos
aditivos como qualquer composto ou trago desse que possa melhorar o sabor, aparéncia ou
qualquer outra caracteristica de interesse ao consumidor, ou ainda contribuir para a seguranca
do alimento. A legislagdo brasileira (Brasil, 2023) une ambas as definigdes e sera a utilizada
por este texto para se referir a aditivos alimentares: “Todo ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabrica¢ao, processamento,
preparagdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulagdo de um alimento”.

E a utilizagdo de aditivos de baixo custo, abundantes ¢ de facil uso que melhora a

acessibilidade da populacdo em geral a alimentos seguros e sensorialmente agradaveis,
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especialmente populagdes socialmente vulneraveis e que ndo possuem condigdes financeiras
para consumir os produtos intitulados como clean label, que exigem técnicas de processamento
mais especificas e de alto custo (Nordhagen et al, 2022). No entanto, mesmo entre esses
consumidores, ha uma crescente preocupagdo em relacao aos aditivos artificiais. Assim, ha a
necessidade de se encontrar alternativas que sejam igualmente seguras, eficientes e de baixo

custo (Lourengo; Moldao-Martins; Alves, 2019).
3.2.1. Antioxidantes

A IN N° 211 define os antioxidantes como os aditivos capazes de retardar o
aparecimento de alteracdes oxidativas em alimentos (BRASIL, 2023). A oxidagdo ¢ um
processo quimico que estd envolvido na remocao de um elétron de um 4tomo ou um grupo de
atomos, numa reacdo que pode ou ndo envolver adi¢do de uma molécula de oxigénio ou
remocao de hidrogénio (Ma, 2023). Os antioxidantes sio um dos compostos capazes de
diminuir ou retardar esses efeitos negativos das espécies reativas de oxigé€nio, ¢ sao uma classe
de compostos que estdo associados a um grande numero de efeitos benéficos a saide humana
(PRUTEANU et al, 2023). A acao antioxidante ¢ baseada em uma reacao de oxidac¢ao-redugao
e um dos mecanismos dessa agdo é a Transferéncia de Atomo de Hidrogénio (Figura 3). A
reacdo de neutralizacdo de um oxidante ¢ atribuida aos compostos fenolicos, acidos graxos,
polissacarideos e complexos proteicos, que ocorre através desse mecanismo. Devido a sua
forma de acdo, previne a oxidacdo lipidica e proteica das matrizes alimentares, aumentando seu
tempo de vida 10til ao minimizar a formag¢ao de compostos indesejados prejudiciais a saude ou
que possuam perfis sensoriais desagradaveis (Lu et al., 2010; Geng; Liu; Zhang, 2023; Sanjay;
Shukla, 2021).

Figura 3 - Mecanismo da Transferéncia de Atomo de Hidrogénio.
- + AH— LH + A

L- + A — LA

LOH + X — LOH "+ X
Fonte: SANJAY; SHUKLA, 2021. Adaptado. L+ e LOH (radicais livres), AH, Ae, X e X (espécies
antioxidantes), LH, LA ¢ LOHe" (radical livre neutralizado).

No entanto, o uso de antioxidantes artificiais pode trazer maleficios a saude. Butil
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hidroxianisol (BHA) e butil hidroxitolueno (BHT), possuem potencial carcinogénico
(Inetianbor, et al., 2015) e testes em ratos induziram a formagdo de tumores no pulmao e de
mama (Witschi, 1981; Rogers et al., 1986). Os galatos de propila aumentam o risco do
desenvolvimento de metemoglobinemia (Garrido; Garrido; Borges, 2014). O acido fosforico
pode capturar o calcio e diminuir sua absorcao (Takeda et al., 2014). Devido aos seus possiveis
maleficios a saude, ja existem alternativas naturais aos antioxidantes aplicadas em alimentos, e
outras estdo em estudo (Lopez-Pedrouso; Lorenzo; Franco, 2022).

O poder antioxidante de fontes naturais pode ser proveniente de compostos fenolicos,
vitaminas, carotenoides (Lourenco; Moldao-Martins; Alves, 2019), polissacarideos (Fernandes;
Coimbra, 2023), acidos graxos (Aiello et al., 2024), proteinas e peptideos (Zhu et al., 2011). A
extragdo pode ocorrer por métodos e solventes distintos. Kaur ef al. (2021) comparou o uso de
agua, metanol, etanol, metanol acidificado (HCI-Metanol; 1:99; v/v), benzeno e acetona sob
agitacdo para produgdo de extratos antioxidantes de residuos de centeio (Secale cereale), e
obteve os melhores resultados com agua.

Silva et al. (2021) utilizaram ultrassom para quebrar a parede celular da microalga
Scenedesmus obliquus e hexano para extrair dcidos graxos com propriedades antioxidantes.
Yuan e Macquarrie (2015) compararam micro-ondas e aquecimento tradicional em chapa
aquecida para extrair polissacarideos sulfatados da microalga Ascophyllum nodosum, e
obtiveram a melhor atividade antioxidante para a extracdo assistida por ultrassom a 90 °C e
aquecimento tradicional.

Scaglioni et al. (2018) analisaram o potencial antioxidante (ABTS e DPPH) e de
inibicao da atividade da amilase, enzima chave no processo e obtencao de energia dos fungos,
dos compostos fenolicos obtidos da cianobactéria Spirulina sp. e da microalga Nannochloropsis
sp. obtidos por metanol, etanol e hexano. Neste estudo, foi destacada a alta capacidade de
inibi¢do oxidativa e antimicrobiana dos compostos fendlicos obtidos de ambas as espécies.
Como ja mencionado, o potencial antioxidante da ficoeritrina, extraida da cianobactéria Nostoc
sp., também foi verificado por Nowruzi et al. (2024), e dos exopolissacarideos, da P.

purpureum, por Hlima et al. (2021).

3.2.2. Corantes

A IN N° 211 define corantes como os aditivos capazes de conferir, intensificar ou

restaurar a cor de um alimento (Brasil, 2023). A cor ¢ um dos primeiros e mais significante

fator a afetar a escolha dos consumidores e desejo por certos tipos de alimentos. Devido ao seu
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apelo visual atrativo, ha registros do uso de corantes naturais em alimentos desde 2600 A.C. No
entanto, devido a sua instabilidade frente a variagdes de calor, luz, pH e custo elevado, a
industria de alimentos atualmente tende a preferir os corantes artificiais (Sezgin; Ayyildiz,
2017).

Alguns dos corantes artificiais utilizados hoje s@o a tartrazina, de cor amarela e muito
associada ao desenvolvimento de alergias e intolerancias alimentares, além de evidencias de
sua neurotoxicidade em ratos (Silva; Reboredo; Lidon, 2022; Elhkim, et al., 2007). O amaranto,
de cor vermelha, estd associado ao desenvolvimento de reagdes alérgicas e asma e em ratos
levou ao desenvolvimento de cancer, deformagdes fetais e esterilidade (Clode, S. A. et al., 1987,
EFSA, 2010). O vermelho allura Ac, muito utilizado em doces, também pode levar ao
desenvolvimento de alergias, especialmente em criancas, € em ratos promove o
desenvolvimento de inflamagdes intestinais (Kwon et al., 2022; Silva; Reboredo; Lidon, 2022).
H4 uma forte correlagdo entre o consumo de corantes artificiais e desenvolvimento de alergias,
especialmente em criangas.

Alternativas naturais também sao utilizadas pela industria. O corante carmim ¢ extraido
do inseto cochonilha e utilizado em alimentos como derivados carneos e lacteos, doces e
bebidas. E, apesar de raramente levar ao desenvolvimento de alergias, ¢ relativamente atdxico.
No entanto, por ser de origem animal, ndo € aceito por vegetarianos e veganos (Avallone et al.,
2022; EFSA, 2015). Existem outras alternativas naturais em estudo para o uso de corantes.
Andriamanantena et al. (2021) utilizaram etanol (70% v/v; 65 °C; 3 h) para extrair de plantas
nativas de madagascar um corante vermelho estavel a variagdes de pH, temperaturas e que
também possui propriedades antioxidantes. Como j& mencionado, Garcia ef al. (2021) destacou

o potencial uso da ficoeritrina como corante alimenticio.

3.2.3. Conservadores

A IN N° 211 define conservadores como os aditivos capazes de impedir ou retardar a
alteracdo provocada por enzimas ou micro-organismos em alimentos (Brasil, 2023). Estes
podem inativar micro-organismos por sua a¢ao antimicrobiana, seu mecanismo de a¢do pode
ocorrer pela quebra da parede ou membrana celular, ataque a organelas ou enzimas internas ou
nao permitindo a formagao de biofilmes (Li X. et al., 2022). Como exemplo de um dos
mecanismos de agao podemos citar o propionato de calcio, um tipo de conservador utilizado,
que se converte em proprionil-CoA, inibindo o correto funcionamento de enzimas dependente

da Coenzima A (Kagliwal et al, 2014). Devido ao mecanismo de acdo diversificado dos
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conservadores, estes necessitam ser individualmente testados para cada micro-organismo.
Mesmo sendo considerado o método mais eficiente para conservacao a longo prazo de
alimentos, diversos estudos indicam que seu uso prolongado em certos niveis pode ser
prejudicial a saude e potencialmente mutagénico. Os conservantes sdao aplicaveis a uma gama
de produtos alimentares, desde paes, bolos, bebidas prontas, iogurtes, carnes e derivados, leites
e derivados, molhos e alternativos carneos. Com isso, ha potencial de acumular no organismo
devido as diversas fontes que estdo inseridas, potencializando possiveis prejuizos a satde
humana (Elsheif ez al., 2023). O acido araquidonico, presente na P. purpureum (Silva-Nufiez;
Donoso-Quezada; Gonzalez-Valdez, 2023), ¢ capaz de inibir o crescimento de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) da bactéria Gram-positiva Streptococcus mutans, além de limitar
consideravelmente sua produ¢do de adenosina trifosfato (ATP) (Chamlagain ef al., 2024).
Como ja mencionado, o potencial conservante da ficoeritrina, extraida da cianobactéria
Nostoc sp., também foi verificado por Nowruzi et al. (2024), o dos exopolissacarideos, da P.
purpureum, por Hlima et al. (2021) e o dos compostos fendlicos, da cianobactéria Spirulina sp.
e da microalga Nannochloropsis sp., por Scaglioni et al. (2018). Esses estudos apontam o

potencial uso das microalgas para uso em alimentos em substituicao aos conservantes sintéticos.

3.2.4. Emulsificantes

A IN N° 211 define emulsificantes como os aditivos capazes de formacdo ou
manutengdo de uma mistura uniforme em fases imisciveis em alimentos (Brasil, 2023). As
emulsoes presentes em alimentos podem ser caracterizadas por 4 tipos diferentes de emulsdes:
6leo em agua (o/w), dgua em o6leo (w/0) e 2 tipos de emulsdes multicamadas, como a 6leo em
agua em 6leo (o/w/0) e a 4gua em 6leo em agua (o/w/0). No entanto, por possuirem densidades
e polaridades diferentes, os componentes das emulsdes tendem a se separar podendo formar
crema, sedimentar, flocular, aglomerar ou formar bicamadas. E, para a sua estabilizagao, hd a
necessidade de se utilizar compostos que possuam estrutura hidrofilica (chamada de cabeca) e
hidrofébica (cauda) que possam interagir com ambas as fases e diminuir a tensdo interfacial
entre as fases permitindo que ndo se separem (Cox et al., 2021). Emulsificantes como fosfato
tripotassico, citrato sédico e DATEM (ésteres de acido tartarico mono e diacetil de mono e
diglicerideos), apesar de comumente utilizados em alimentos, demonstraram potencial
correlagdo com o desenvolvimento de doengas como diabetes tipo 2 em adultos (Salame et al.,
2024).

E possivel a obtencdo e utilizagdo de emulsificantes a partir de fontes naturais, sendo
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possivel a utilizagdo de proteinas, acidos graxos e polissacarideos. Guo et al. (20214) a partir
da Arthospira platensis e Spirulina platensis, em uma extragao assistida por ultrassom (300 W;
2 s; 1 s de intervalo; 10 min) em tampao fosfato (0,01 mol/L; pH 7), obteve isolados proteicos
com potencial emulsificante, especialmente estaveis em pH acidos (pH > 8). Sdgesser et al.
(2024) utilizou o potencial emulsificante da biomassa liofilizada de Auxenochlorella
protothecoides, para obter analogos carneos extrusados veganos a base de proteina de soja e
ervilha. Youssouf et al. (2017) para obter de algas, alginato e carragena, polissacarideos com
alta capacidade emulsificante, utilizaram calor, ultrassom (150 W) e diferentes pHs (7~11)
seguido de precipitagdo com etanol e lavagem em agua gelada (4 °C), e demonstraram maior
rendimento quando comparado com aquecimento (90 °C) sob agitagdo e pH > 10.

Todos os aditivos sintéticos citados no texto tém uso autorizado pela IN 211 no Brasil
nas mais diversas matrizes alimentares, apesar de alguns disporem de limites maximos de
utilizacdo que tém de ser respeitados (Brasil, 2023). No entanto, a Autoridade Europeia de
Seguranga Alimentar ja identificou em estudos (EFSA, 2010; EFSA, 2011; EFSA, 2014; EFSA,
2017) que os aditivos mesmo quando limitados a concentragdo maxima permitida por 6rgaos
regulatorios, podem acumular no organismo por estarem inseridos em matrizes alimentares
diversas e extrapolar a Ingestdo Diaria Aceitavel, potencializando seus possiveis efeitos
adversos, comprovando a necessidade de se explorar alternativas naturais para estes aditivos

antioxidantes, conservantes, corantes e emulsificantes.

4. MATERIAL E METODOS

Um esquema da metodologia experimental empregada neste trabalho esta ilustrado nas
Figuras 4, 5 e 6, que contém, respectivamente, o cultivo e coleta da biomassa da P. purpureum

juntamente com a extragdo proteica, a extracao de lipidios e a extragdo de polissacarideos.

4.1. BIOMASSA

A biomassa da microalga P. purpureum foi cedida pela empresa AlgaSul Biotecnologia
de Microalgas. A microalga foi produzida em biorreatores externos de 240 L, em meio {/2, d4gua
marinha artificial com salinidade de 20 g/L, fotoperiodo de luz natural de 12 h. A microalga foi
coletada e em seguida centrifugada (4000 xg; 15 min), e a biomassa obtida foi homogeneizada,
liofilizada (-54 °C; 50 uHg; 48h) e armazenada a -18 °C até a sua utilizagao nas analises (codigo

unico PPL25).
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Figura 4 - Metodologia experimental
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Figura S - Metodologia experimental
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Figura 6 - Metodologia experimental
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4.2. COMPOSICAO PROXIMAL

Foi determinada a composi¢do proximal da biomassa liofilizada. A umidade foi
determinada por secagem de 3 g de amostra em estufa (502/3-C. FANEM, Brasil) a 105 °C até
peso constante. Este ensaio foi realizado de acordo com o método n°® 950.4613 da AOAC
(2000). Cinzas foram determinadas por incineragdo de 1,5 g de amostra seca em mufla a 600
°C até aparéncia branca (Liu, 2019). Carboidratos foram determinados através do método
descrito por DuBois et al. (1956), com modificagdes propostas por Chen et al. (2023). Para a
quebra da parede e remog¢ao dos pigmentos da microalga, 10 mg de amostra foram adicionadas
em tubos de centrifuga, seguido da adi¢ao de 0,5 mL de 4cido acético glacial e incubagdao em
banho maria (20 min; 80 °C). Apds, 10 mL de acetona foram adicionados e o tubo foi agitado
em vortex por 1 min com remog¢do do sobrenadante contendo os pigmentos por centrifugacao
(5 min; 1000 xg). Apds a hidrolise (5 mL TFA 4 mol/L; 4 h; 100 °C; agitagdo em vortex a cada
30 min) da biomassa descolorida, uma aliquota de 0,5 mL de amostra diluida foi adicionada em
0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura reacional foi agitada
em vortex a cada 10 min e ap6s 30 min foi realizada a leitura em espectrofotometro UV-VIS
(Kasuaki IL-592, Brasil) a 490 nm. O teor de carboidratos foi determinado utilizando uma
curva-padrao de D-glucose (0 a 1,25 mg/mL; Apéndice A), nas mesmas condi¢des do método

eakEq. 1.

. Absorbancia — coeficiente linear)/coeficiente angular
Carboidratos (%) = ! Ycoef gular  100% (1)

Massa da amostra (mg)/Volume da hidrélise (mL)

Lipidios foram extraidos como descrito por Folch; Lees; Stanley (1957), com as
modifica¢des propostas por Axelsson e Gentili (2014). Em 20 mg de amostra foram adicionados
7,9 mL de uma mistura de Cloroférmio/metanol (2:1; v/v) e agitadas em vortex por no minimo
1 min ou até completa homogeneizagao. Entdo, 2,1 mL de NaCl 0,73% foram adicionados para
produzir um volume reacional total de 10 mL em uma propor¢ao de 2:1:0,8 e a mistura foi
novamente agitada em vortex por 1 min. A separacdo das fases foi realizada por centrifugagao
(2 min; 350 xg) e uma micropipeta foi cuidadosamente utilizada para remover uma aliquota da
fase contendo os lipidios e adicionar em um béquer previamente tarado. O teor total de lipidios
foi determinado gravimetricamente apos secagem em estufa a 25 °C até peso constante.

Proteina foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951) apds a hidrolise

(Papachristou et al., 2021).
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4.3. EXTRACAO FRACIONADA POR RUPTURA OSMOTICA

A extracao fracionada dos compostos ativos da microalga foi realizada seguindo a
método descrito por Li et al. (2021), com modificagcdes. Todas as etapas de extracao foram
realizadas em reatores encamisados sob agitacdo constante.

Para o primeiro extrato, que contém a ficoeritrina, 40 mL de agua destilada (0,8:40; v/v)
foi adicionada a 0,8 g da microalga liofilizada, e a extracao foi realizada a 5 °C por 6 h. O
extrato bruto (sobrenadante) foi obtido pela remoc¢ao da massa solida por centrifugacao a 4650
xg por 5 min a 25 °C.

Na segunda etapa da extracdo foram recuperados os acidos graxos. A massa residual
resultante apds a centrifugacdo da primeira etapa da extragdo, foram adicionados 32 mL de
etanol que permaneceu em contato com ela por 6 h a 25 °C. O extrato bruto (sobrenadante) foi
obtido pela remocao da massa sélida por centrifugacdo a 4650 xg por 5 min a 25 °C.

Na terceira etapa de extra¢do, a massa residual foram adicionados 32 mL de 4gua
destilada, que ficaram em contato por 2 h a 80 °C. O extrato rico em polissacarideos foi obtido

por centrifugacdo a 4650 xg por 5 min a 25 °C, e o residuo descartado.

4.4. EXTRACAO FRACIONADA ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A ruptura da parede celular da microalga foi baseada no método de Zheng et al. (2011)
com modificagdes, usando sonda ultrassonica (600 W; 30 s; 5 s de intervalo) para produgao do
primeiro e segundo extrato.

O primeiro extrato, que contém a ficoeritrina, 40 mL de agua destilada (0,8:40; v/v)
foram adicionadas a 0,8 g da microalga liofilizada. A extracdo foi assistida por sonda
ultrassonica (600 W; 30 s; 5 s de intervalo; 20 min). Aliquotas nos tempos de 2,5; 5;7,5 ¢ 10
min foram retiradas para determinar proteinas soluveis (Lowry et al., 1951), e ficoeritrina (de
Marsac; Houmard, 1988) para determinagdo do tempo ideal de tratamento. O extrato bruto
(sobrenadante) foi obtido pela remog¢ao da massa solida por centrifugagio a 4650 xg por 5 min
a25°C.

Apo6s determinacdo do melhor tempo de extragdo (10 min), foram avaliados diferentes
solventes e pHs. 40 mL de agua destilada (0,8:40; v/v) foi adicionada a 0,8 g da microalga
liofilizada. O pH inicial foi ajustado utilizando pHmetro de bancada (QUIMIS, Q400AS, Sao
Paulo, Brasil) com HCI (1 mol/L), sob agitacio magnética, para valores de 4,2; 5,5 ¢ 6,8,
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obtendo os extratos A42, AS55 e A68, respectivamente. Para obten¢ao do extrato T55 foi
utilizado tampao fosfato (0,1 mol/L; pH 5,5), com ajuste inicial do pH para 5,5 (HCI 1 mol/L).
A extragdo foi assistida por sonda ultrassonica (600 W; 30 s; 5 s de intervalo; 10 min). Os
extratos brutos (sobrenadante) foram obtidos pela remog¢ao da massa soélida por centrifugagao
(4650 xg; 5 min; 25 °C). Os extratos T55 e A55 foram liofilizados (-54 °C; 50 uHg; 48h),
resultando nos extratos T55L e AS5L, que apds dilui¢do a 1% (0,1 g/10 mL agua destilada),
foram avaliados em relag¢do ao teor de proteinas, ficoeritrina, contetido de fenois soluveis em
agua, e propriedades bioativas e biotecnologicas. O residuo do extrato escolhido (A55) foi
utilizado para seguimento da extragdo sequencial.

No segundo extrato, que contém os acidos graxos, foram adicionados 32 mL de alcool
a massa residual resultante apos a centrifugacdo da primeira extragdo. A extragdo foi assistida
por sonda ultrassonica (600 W; 30 s; 5 s de intervalo; 10 min). O extrato bruto (sobrenadante)
foi obtido pela remocao da massa solida por centrifugagdo (4650 xg; 5 min; 25 °C). Etanol,
metanol e isopropanol foram avaliados como solventes, sendo obtidos os extratos EtOH,
MetOH e IsoOH, respectivamente, e o residuo do extrato escolhido (EtOH) foi utilizado para
seguimento da extracdo sequencial. Este extrato foi concentrado e seco em rota evaporador (60
°C) resultando nos lipidios EtOHS.

No terceiro e ultimo extrato, foram adicionados 32 mL de 4gua destilada a massa
residual resultante ap0s a centrifugagao da segunda etapa, e a extracdo foi realizada a 80 °C por
2 h. O extrato rico em polissacarideos foi obtido por centrifugacio (4650 xg; 5 min; 25 °C),
gerando o extrato PS, e o residuo final teve sua massa determinada gravimetricamente apos
secagem em estufa a 105 °C, e caracterizado em termos de proteinas (Lowry et al., 1951;
Papachristou et al., 2021), carboidratos (DuBois et al., 1956); Deamici et al. (2021) e minerais
(Liu, 2019). Os polissacarideos presentes no extrato foram precipitados utilizando etanol (1:2;
extrato:etanol; v/v) e os agregados de polissacarideos intracelular foram coletados por
centrifugacdo (4650 xg; 25 min; 25 °C), secos em estufa (60 °C) e quantificados
gravimetricamente. A coleta dos polissacarideos precipitados pelo etanol ocorreu de maneira
imediata e apos um periodo de 12 h (Patel et al., 2013), resultando nos polissacarideos
codificados como PSImdt e PS12h, respectivamente. O extrato PS também foi liofilizado (-54
°C; 50 uHg; 48h), sem precipitacao dos polissacarideos, resultando nos polissacarideos PSL. O
rendimento e teores de carboidratos (DuBois et al., 1956; Deamici et al., 2021) dos

polissacarideos foram utilizados para avaliar o melhor tratamento.
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4.5. PURIFICACAO DO EXTRATO RICO EM FICOERITRINA

O extrato rico em ficoeretrina (A55) foi purificado por filtracdo em papel filtro (80
g/m?). Os teores de proteina soluveis (mg/mL) (Lowry et al., 1951) e ficoeritrina (mg/mL) (de
Marsac; Houmard, 1988) do extrato A55 e do filtrado foram comparados, além do tempo de

filtragdo (min).

4.6. DETERMINACAO DO TEOR DE FICOERITRINA

O teor de ficobiliproteinas nos primeiros extratos (A42, A55, A68, T55, TSSL e AS5L)
foram estimados utilizando um espectrofotdmetro, a 620, 650 e 565 nm. Os teores de
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina foram estimados utilizando as Eq. 2, 3 e 4,
respectivamente. O rendimento de ficoeritrina (Rpg; mgficoeritrina/Eoiomassa, OU MEPE/Cbiomassa) fO1

calculado através da Eq. 5, e o de ficocianina (Rpc; mgficocianina/Ebiomassa, OU MEPC/Ebiomassa)

através da Eq. 6 (de Marsac; Houmard, 1988).

A620—0.7 X4g50

PC (mg/mL) = —r 2)
APC (mg/mL) = Zese2 X %620 3)
PE (mg/mL) _ A565—2,8 X 113-27— 1,34 X APC (4)
4 _ Ase5—2,8 X PC — 1,34 X APC Vextragao(mL)
RPE (mgPE/gblomassa) 12,7 x Mpiomassa seca(g) (5)
] _ A620~0.7 XAgs0 Vextragio(mL)
RPC (mgPC/gblomassa) 7,38 Mpiomassa seca @ (6)

Onde PC, APC ¢ PE sao, respectivamente, ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina, e
As20, Asso € Ases sao as absorc¢des das fragcdes respectivas a 620, 650 e 565 nm. Vexiracio € 0
volume da extragdo (mL) e mpiomassa @ massa de biomassa liofilizada de microalga utilizada (g).
A pureza da ficoeritrina foi calculada dividindo o teor encontrado de Ficoeritrina (mg/mL) pelo

de proteinas soltveis (mg/mL) (Silva-Nunez; Donoso-Quezada; Gonzalez-Valdez, 2023).

4.7. DETERMINACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS

O teor de proteina solivel nos extratos (A42, AS5, A68, T55, T55L e AS5L) foi

determinado através do método de Lowry et al. (1951). Uma reagdo colorimétrica que envolve
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oxidagdo, catalisada por cobre, de aminoacidos aromaticos pelo reagente heteropolifosfato
(fosfotungstico-fosfomolibdico) e desenvolve cor azul que pode ser lida por espectrofotdmetro.
Foi determinada a concentragdo de proteinas usando uma curva-padrdo, construida com
albumina sérica bovina nas mesmas condi¢des do método (0 a 0,32 g/L; Apéndice B). O teor
de proteina soluvel recuperado (%PSR) foi calculado pela Eq. 7, e indica o rendimento de
proteinas obtidas (g de proteina soliivel/g de proteina na microalga, %), ao correlacionar o teor
de proteinas soluveis do extrato (g/L), volume de extracdo (Vexiracio, L), massa de biomassa

utilizada (mbiomassa, ) € teor de proteina na biomassa (teor de proteina na amostra seca, %).

%PSR = proteina soluvel (g/L) X Vextragao(L) 5 X 100% (7)

Mpiomassa(9) X teor de proteina na amostra seca (%
4.8. DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

O teor de carboidratos dos extratos (AS55, T55 e PS) foram determinados pelo
métododescrito por DuBois et al. (1956), com modificagcdes propostas por Deamici et al.
(2021). Em 0,5 mL do extrato foram adicionados 4,5 mL de HCI 2 mol/L para realiza¢dao de
hidrolise (100 °C; 2 h). Apos centrifugacdo (10 min; 4650 xg), uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante diluido foi adicionada em 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulftrico
concentrado. A mistura reacional foi agitada em vortex a cada 10 min e ap6s 30 min foi
realizada a leitura em espectrofotdometro UV-VIS (Kasuaki IL-592, Brazil) a 490 nm. O teor de
carboidratos foi determinado utilizando uma curva-padrao de D-glucose (0 a 1,25 mg/mL;
Apéndice A). Para os extratos secos (PSImdt, PS12h e PSL), 10 mg de amostra foram
hidrolisados (100 °C; 2 h) em 5 mL de HCI 2 mol/L.

4.9. CONTEUDO FENOLICO

O conteudo fenolico dos extratos (A42, AS5, A68, TS5, TSSL e A55L) foi determinado
de acordo com o método de Folin-Ciocalteu. 250 pL de amostra foram homogeneizadas em
vortex com 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (10%), 500 uL de carbonato de sodio (7%)
e 4,0 mL de 4gua destilada e incubadas por 2 h a temperatura ambiente (21 °C) protegidas da
luz. Apds, a absorbancia da reagdo foi lida em espectrofotometro (750 mm). Os resultados

foram expressos em mg de equivalente de acido galico por g de amostra (mg EAG/g) calculados
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a partir da curva-padrao de acido galico (0 a 0,15 mg EAG/mL; Apéndice C) (Boeing et al.,
2014; Michiu et al., 2022).

4.10. PERFIL DE ACIDOS FENOLICOS

A identificagdo e quantificagdo dos acidos fenolicos (galico, protocatecoico,
hidroxibenzoico, siringico, cafeico, clorogénico, cumarico, ferulico e vanilina) nos extratos
AS55,T55, A55L e T55L foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um
detector de arranjo de diodos (Shimadzu, CLASS-M10A, Japao), e coluna Cis fase reversa (4.6
x 250 mm, 5 um, Discovery, USA), metanol e 4dgua acidificada (acido acético 1%; 20:80 v/v)
foram utilizadas como fase movel, a 0,7 mL/min e temperatura de 35 °C (Scaglioni et al., 2014).
Os acidos fenolicos foram identificados baseados em seu tempo de retengdo, € comparados no
espectro UV de cada composto em solucdo padrao com espectro no pico da amostra. Testes de
pureza do pico também foram realizados. Curvas padrdes individuais para cada acido fendlico
no comprimento de onda maximo de cada composto foram utilizados para quantificagdo. Os
resultados foram expressos em Hg/gbiomassa (Lg do composto por g de biomassa) e em

LLg/Lliofilizado (Lg dO composto por g de extrato liofilizado).

4.11. DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS E MINERAIS DO EXTRATO
AQUOSO RICO EM FICOERITRINA

O teor de solidos e minerais nos extratos (AS55 e T55) foi determinado
gravimetricamente (Sluiter et al., 2005; Sluiter et al., 2008). Para o teor de solidos, uma aliquota
de 10 mL do extrato aquoso foi colocada em um cadinho previamente calibrado e mantido em
estufa a 105 °C até o peso constante. O teor de solidos foi determinado em mg/mL de amostra,
em relacdo ao teor recuperado de biomassa através da Eq. 8. O teor de minerais foi determinado
adicionando uma aliquota de 10 mL em um cadinho previamente calibrado, seco em estufa (105
°C) e, ap6s, mantido em mufla a 600 °C até aparéncia branca e peso constante. O teor de
minerais no extrato foi determinado em mg/mL de amostra, com o teor recuperado de minerais

sendo calculado através das Eq. 9.

Sélidos recuperados (%) = solidos (mg/mL)x _VextragioMl)__ 100y (8)

Mpiomassa seca(Mg)
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Vextragio(mL)
Mpiomassa seca(Mg) X teor de minerais na amostra seca (%)

Minerais recuperados (%) = minerais (mg/mL) x x100% (9)

4.12. DETERMINACAO DO TEOR DE LIPIDIOS

O teor de lipidios brutos nos residuos no extrato alcodlico (EtOHS) foi determinado
gravimetricamente, apds evaporagao de todo o solvente de extracdo a 60 °C até peso constante
em béquer previamente tarado, e expresso como porcentagem em relacdo a massa seca de
microalga (%). O teor de lipidios no extrato foi determinado como descrito por Folch; Lees;
Stanley (1957), com as modifica¢des propostas por Axelsson e Gentili (2014). O residuo obtido
(aproximadamente 50 mg) foi ressuspendido em solugdo cloroférmio/metanol (2:1; 7,9 mL),
transferido para um tubo de centrifuga e agitado em voértex (1 min). Apds, 2,1 mL de NaCl
0,73% foram adicionados para produzir um volume reacional total de 10 mL em uma proporcao
de 2:1:0,8 e a mistura foi novamente agitada em vortex por 1 min. A separagao das fases foi
realizada por centrifugagdo (2 min; 350 xg) e uma micropipeta foi cuidadosamente utilizada
para remover uma aliquota (3 mL) da fase contendo os lipidios e adicionar em um béquer
previamente calibrado, e entdo foi seco em estufa até peso constante (25 °C). O teor total de
lipidios foi determinado gravimetricamente e expresso como porcentagem em relacdo a massa
seca de microalga (%). A pureza foi calculada dividindo o teor de residuo pelo teor de lipidios
do residuo. O rendimento foi calculado dividindo o teor de lipidios do residuo pelo teor de

lipidios na microalga

4.13. COR

Os parametros de cor e opacidade dos extratos (A42, AS5, A68 e T55) e dos liofilizados
(AS5L e T55L) foram avaliados nas amostras dispostas em uma placa de petri, com 1 cm de
altura, utilizando colorimetro (Konica Minolta CR-400, Toquio, Japao) e padrao de iluminagao
D65. A escala CIELab foi aplicada para determinar o L* (luminosidade), a* (verde/vermelho)
e b* (amarelo/azul) que foram utilizados para determinar a diferenca de cor AE entre as

amostras.
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4.14. REMOCAO DA CLOROFILA

A remocdo da clorofila na microalga foi realizada em dois momentos distintos, na
biomassa liofilizada e no residuo apds a primeira etapa de extragcdo aquosa, seguindo o método
descrito por Li et al. (2016). Em 70 mg de biomassa liofilizada foram adicionados 7 mL de
Etanol 100% + NaOH 1% (proporgdo 1:4) e a mistura foi incubada a 70 °C por 1 h. A biomassa
descolorida foi obtida ap6s remogao do sobrenadante por centrifugacdo (4650 xg; 5 min; 25
°C) e os lipidios foram extraidos por Folch; Lees; Stanley (1957), com as modificagdes
propostas por Axelsson e Gentili (2014), ajustando a proporc¢ao de solvente/biomassa (35 mL
de solvente; 70 mg de biomassa). Também foi realizada a remocao da clorofila no residuo de
biomassa apds a primeira etapa da extracdo seriada, antes da extragdo dos lipidios utilizando
etanol 100%. Em 400 mg de residuo foram adicionados 40 mL de Etanol 100% + NaOH 1%
(1:4) e a mistura foi incubada a 70 °C por 1 h. O residuo descolorido foi obtido ap6s remogao
do sobrenadante por centrifugacdo (4650 xg; 5 min; 25 °C) e utilizado para extracao de lipidios

por ultrassom utilizando etanol 100%, como ja descrito no item 4.3.

4.15. DETERMINACAO DO TEOR DE CLOROFILA E DE CAROTENOIDES

O teor de clorofila e de carotenoides do extrato (EtOH) e o teor de clorofila removidos
da biomassa e do residuo foi estimado utilizando espectrofotometro a 648,6, 664,2 e 470 nm,

através das Eq. 10, 11, 12 e 13 (Lichtenthaler, 1987).

Chla (Hg/mL) = 13,36 X A664,2 - 5,19 X A648,6 (10)

Chly (ug/mL) = 27,43 X Agggs —8,12 X Agess (11)

Chla+b (“g/mL) = 5,24‘ X A664,2 + 22,24‘ X A648,6 (12)
1000XA4709—2,13XChlg —97,64Chl

Chlyse (ug/mL) = 470 s a b (13)

Onde Chl,, Chly, Chlab E Chlx+c sdo os teores de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila a +
b e Carotenoides, ¢ Assss, Acss2 € A470 sdo as absorgdes a 646,8, 664,2 ¢ 470 nm,
respectivamente. Antes de cada medi¢ao o espectrofotometro foi calibrado utilizando o solvente

utilizado no extrato como branco.



42

4.16. ATIVIDADES ANTIOXIDANTES

O potencial antioxidante dos extratos (A55, T55, AS5L, T55L, EtOH, EtOHS, PS e
PSL) foi verificado utilizando trés métodos distintos: eliminagdo do radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS ") e Método de Reducgdo do Ferro (FRAP). Para a andlise dessa
bioatividade, as concentragdes de cada extrato foram padronizadas para 1 mg/mL do composto
alvo, assegurando que as diferencas observadas sejam atribuidas as caracteristicas do extrato,
em vez do efeito da concentragcdo. Assim, os extratos ASS5, T55, A55L e T55L foram
padronizados para uma concentracdo de 1 mg de proteina por mL de solu¢do (1 mg/mL), os
extratos EtOH e EtOHS para 1 mg de lipidio/mL de solucdo (1 mg/mL) e PS e PSL para 1 mg
de carboidrato/mL de solugao (1 mg/mL).

4.16.1. DPPH

O método de captura do radical DPPH foi determinado utilizando o método descrito por
Rufino et al. (2007b). 0,1 mL de amostra foram adicionadas em 3,9 mL do radical DPPH (0,06
mM) e homogeneizadas em vortex. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS
(Kasuaki IL-592, Brazil) a 515 nm, respeitando o tempo de estabilizacdo. Antes de cada
medicao o espectrofotdometro foi calibrado com o solvente utilizado como branco. A capacidade
de inibic¢do do radical DPPH foi calculada utilizando a Eq. 13, uma curva-padrao de Trolox foi
elaborada (0 a 800 umol/L; Apéndice D), e a capacidade antioxidante foi expressa como

equivalente de Trolox (TE) por grama de proteina, lipidio e/ou carboidrato (umol TE/g).

4.16.2. ABTS-*

O método de captura do radical ABTS foi determinado utilizando o método descrito por
Rufino et al. (2007a). 30 uL de amostra foram adicionadas em 3 mL do radical ABTS-" (7 mM)
e homogeneizadas em vortex. As leituras foram realizadas em espectrofotdometro UV-VIS
(Kasuaki IL-592, Brazil) a 734 nm, ap6s 6 min. Antes de cada medi¢do o espectrofotometro foi
calibrado com o solvente utilizado como branco. A capacidade de inibi¢ao do radical ABTS foi
calculada utilizando a Eq. 13, uma curva padrdao de Trolox foi elaborada (0 a 1000 umol/L;
Apéndices E e F), e a capacidade antioxidante foi expressa como equivalente de trolox (TEAC)

por grama de proteina, lipidio e/ou carboidrato (umol TE/g).
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4.16.3. FRAP

A capacidade de redugdo do ferro foi avaliada de acordo com o método descrito por
Rufino et al. (2006). 90 uL de amostra concentragdes foram adicionadas em 270 puL de agua
destilada e 2,7 mL do reagente FRAP e homogeneizadas em vortex. As leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro UV-VIS (Kasuaki IL-592, Brazil) a 595 nm, ap6s incubagdo em banho-
maria (37 °C), por 30 min. Antes de cada medicdo o espectrofotometro foi calibrado com o
solvente utilizado como branco. Uma curva padrao utilizando sulfato ferroso foi elaborada (0 a
2000 umol/L; Apéndice G), e a capacidade antioxidante foi expressa como equivalente de Fe?*

em pmol por grama de proteina, lipidio e/ou carboidrato (umol Fe?*/g).

4.17. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos (A55, TS5, ASSL, T55L, EtOH, EtOHS, PS ¢
PSL) foi estimada utilizando o método de halo de inibi¢do (CLSI, 2012). Foram verificadas as
atividades contra Bacillus cereus (ATCC 10876) e Escherichia coli (ATCC 25922). Os micro-
organismos isolados foram transferidos para tubo contendo caldo Brain Heart Infusion, e a
turbidez 6tima foi ajustada até ser semelhante a solugdo-padrio de 0,5 McFarland (1,5 x 10°
UFC/mL). As culturas obtidas foram inoculadas em placas de Petri contendo 4gar Miieller-
Hilton. Discos estéreis foram impregnados com 20 uL das amostras, com concentragdes
variaveis (1~10 mg/mL em relagdo ao teor de proteina, lipidios ou carboidratos), secos em
capela de fluxo laminar por 15 min, dispostos nas placas inoculadas e incubados (37 °C, 24 h).
Ap0s, foi observado a olho nu o crescimento microbiano, e um paquimetro foi utilizado para a

medi¢ao do halo de inibi¢do, em mm.

4.18. CAPACIDADE EMULSIFICANTE

A capacidade emulsificante dos extratos (AS5, T55, A55L, T55L, EtOHS, PS e PSL)
foi determinada pelo método descrito por Lee; Lee (2025). Em um béquer contendo 30 mL do
extrato em diferentes concentragdes foram adicionados 10 mL de o6leo de soja, e
homogeneizados em ultra turrax (T 25 digital - IKA; 2 min; 24000 rpm). Aliquotas da emulsao
(50 pL) foram coletadas do fundo do béquer logo apds a homogeneizagdo (tempo zero), e apds
10 min, e diluidas 100x em uma solug¢ao de dodecil sulfato de so6dio (SDS) (0,1 %; 5 mL). A

leitura da absorbancia das emulsdes foi realizada em espectrofotometro UV-VIS (Kasuaki IL-
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592, Brazil) a 500 nm, imediatamente apds a diluicdo. A capacidade emulsificante, expressa
em indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) foi determinada
utilizando a leitura obtida na dilui¢do realizada com a aliquota coletada imediatamente apds a
homogeneizagao, através da Eq. 14, onde Abso ¢ a absorbancia lida na amostra coletada no
tempo zero, D o fator de diluicdo da amostra na solugdao de SDS 0,1% (100), C a concentra¢do
de amostra em relagdo a fase aquosa (0,01 g/mL, para os extratos A55, T55, A55L, T55L, PS,
PSL ¢ 0,0006 mg/L para o EtOHS) e ¢ representa a fracdo volumétrica de 6leo utilizada (0,25).

2 x 2,303 x AbsgxD

EAI (mz/g) - Cx@x10000

(14)

A estabilidade da emulsdao (EE) foi determinada através da Eq. 15, onde Abso ¢ a

absorbancia na amostra coletada no tempo zero e Absio é a absorbancia na amostra coletada

apos 10 min.
. Ab
EE (mm)=mx 10 (15)
4.19. CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA E OLEO

A capacidade de retengdo de dgua (CRA) e de 6leo (CRO) dos extratos secos (AS5L,
T55L e PSL) foi determinada seguindo o método descrito por Wu et al. (2024). Uma massa de
0,1 g de amostra foi suspensa em tubos, previamente calibrados, com 5 mL de agua destilada
ou 6leo de soja. A solugdo foi homogeneizada em vortex por 30 s a cada 5 min, por um tempo
total de 30 min. Apés, a mistura foi centrifugada (3500 xg; 25 min), com descarte do
sobrenadante e pesagem do residuo. A capacidade de reten¢do foi calculada pela massa de dgua

e 6leo retido, expressa em grama de dgua ou 6leo retido por grama de amostra, através da Eq.

16.

massa da agua ou b6leo retida

CRA ou CRA (g/g) = (16)

massa de amostra

4.20. ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com as
médias comparadas através do teste de Tukey e teste t & 5% de significancia. A andlise de
regressao linear foi utilizada para calcular os valores da curva padrao de D-glucose, curva
padrdo de albumina, o potencial de inibicdo da atividade antioxidante a 50% de concentracao
(ICs0) e o coeficiente de correlacao de Pearson (R) foi usado para medir a for¢a da dependéncia

linear. As analises foram realizadas através do software STATISTICA 7 (StatSoft Inc.).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. COMPOSICAO PROXIMAL

Os valores encontrados para a composi¢ao proximal em base seca da microalga PPL25
(Tabela 2), permitem observar uma maior predominancia dos teores de cinzas e carboidratos,
em relacdo aos teores de proteinas e lipidios. Além disso, a biomassa liofilizada (Tabela 2)

apresentou 3,4+0,1% de umidade.

Tabela 2 - Composic¢do proximal da biomassa liofilizada da microalga P. purpureum PPL25,
em base seca.

Composiciao P. purpureum (%)
Proteinas 13,5+0,5

Cinzas 57,8+0,8

Lipidios 9,1+1,0
Carboidratos 24,0+1,93

O alto teor de cinzas encontrados (57,8+0,8%), maior que os reportados por Ferreira et
al. (2021) (19,8~24,9%) e por Agustina et al. (2020) (6,2~7,6%) para essa espécie de microalga
pode indicar um acimulo desses minerais na parte externa da sua parede celular (Liu ef al.,
2021). Um aumento do pH durante o cultivo, também pode ter contribuido para um maior
acimulo de minerais na microalga. Um estudo realizado por Beltran-Rocha et al. (2021)
utilizando 16 tipos diferentes de consorcios de microalgas, notou que um aumento do pH
durante o cultivo (pH > 9) poderia levar ndo somente a uma auto floculagdo das microalgas,
mas também a um maior acimulo de minerais, passando de 21,4% da composi¢ao para até
35,9%, um aumento de 59%.

Este maior teor de minerais na microalga ndo necessariamente indica uma menor
qualidade da biomassa obtida, somente demonstra uma diferente gama de aplicabilidades em

seu uso. Estudos (Fuentes et al., 2000; Fithriani; Melanie; 2022) indicam, respectivamente, um
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maior teor de Calcio, Potassio, Sodio, Ferro e Magnésio, este tltimo com 1080 mg/100g de
biomassa, em relagdo aos demais minerais na P. purpureum.

Sabendo a importancia dos minerais para a satide humana, destacando o magnésio como
um cofator importante para mais de 300 enzimas e presente no sistema de regulagem de um
alto numero de fun¢des vitais como contragdo muscular, condu¢dao neuromuscular, controle
glicémico e controle do sistema cardiovascular (Al Alawi; Majoni; Falhammar, 2018), e que
nem 80% da populacdo atinge sua ingestdo diaria recomendada de 320~450 mg (Olza et al.,
2017), ha espaco para a utilizagdo dessa microalga como forma de complementar a ingestao de
minerais na alimentagao, especialmente se este mineral esta presente na forma de residuo apos
a extracdo dos compostos de interesse da microalga.

O teor de polissacarideos (24,0+£1,9%) ¢ proximo dos valores encontrados por Ferreira
et al. (2021) (30,9~35%) e Li et al. (2021) (17,8%). Porém, ¢ menor que o encontrado por
Assuncao, Varejao e Santos (2017) (64,0%). No entanto, os 3 estudos demonstraram uma maior
presenca de carboidratos quando comparados com os teores de lipidios e proteinas, resultado ja
esperado devido a espessa parede celular da microalga (Yin et al., 2022). Um maior teor de
polissacarideos ¢ esperado para cultivos de Porphyridium spp. que utilizam salinidade menor
que 32 g/L, como demonstrado por Hlima ef al. (2019). O maior teor de polissacarideos ¢
oriundo nao sé de um espessamento da parede celular de polissacarideos, mas também de uma
maior produgdo de exopolissacarideos pela microalga devido ao estresse induzido pelo meio,
com estudos indicando uma possivel modulagao e estimulacdo dos mecanismos de producao de
polissacarideos de Porphyridium spp. em condigdes de baixa ou alta salinidade (Decamp et al.,
2023). Além disso, Li ef al. (2023) demonstrou que condigdes de baixa (5%) e alta (50%)
salinidade ndo s6 estimulam a producao de exopolissacarideos (EPS) mas também contribuem
para que a capacidade antioxidante do EPS seja maior. Dada a semelhan¢a na composi¢ao
monossacaridica da parede celular da microalga e seu EPS (Bernaertsa et al., 2018) sugere-se
que esse aumento da capacidade antioxidante, observado no EPS produzido em condigdes de
estresse salino, também ocorra nos polissacarideos da parede celular explorados neste trabalho.

O teor de proteinas (13,5+0,5%) é proximo ao encontrado por Assuncdo, Varejdo e
Santos (2017) (15,1%) e por Ferreira et al. (2021) (13,1~17,6%). Dentre as proteinas produzidas
pela microalga, a de maior interesse comercial e cientifico ¢ a ficoeritrina presente em seu
fotossistema de captacdo de luz, onde estda complexada juntamente da ficocianina e a
aloficocianina, possuindo capacidade antioxidante e antimicrobiana e uma coloragao vermelha
fluorescente com alto potencial de uso para a industria alimenticia (Nguyen ef al., 2024; Wen

et al., 2025). Dessa maneira, um maior teor proteico da microalga pode indicar um maior teor



47

de ficoeritrina. Um estimulo a producdo de proteinas e ficoeritrina na microalga pode ser
alcangado com um aumento do contetido de nitrogénio do meio de cultivo, como demonstrado
por Li et al. (2019). No entanto, condi¢des extremas de salinidade (NaCl = 50 g/L) prejudicam
a sintese e diminuem o teor de proteinas na microalga (Ferreira et al., 2021).

O teor de lipidios (9,1+1,0%) ¢ maior que o encontrado por Assun¢do, Varejao e Santos
(2017) (1,7%), Ferreira et al. (2021) (0,9~1,4%) e Li et al. (2021) (7,0%). Ele ¢ menor que os
encontrados por Dubey et al. (2025) que chegou a 26,7% em uma produ¢do em duas etapas,
maximizando a producao de lipidios na segunda etapa ao induzir uma deficiéncia de nitrogénio,
condigdes especificas de luminosidade (luz vermelha e branca), e adi¢ao no meio de cultivo de
nanoparticulas de 6xido ferroso-férrico (Fe3O4) (35~150 mg/L) e melatonina (50 uM). Além
disso, um tempo maior de cultivo leva ao acimulo dos lipidios dentro da célula e um maior teor
de 4cidos graxos poliinsaturados (Li ef al., 2019) que possuem alta capacidade antioxidante e
antimicrobiana (Chamlagain ef al., 2024; Tsvetanova; Yankov, 2022). Devido ao fato da coleta
da microalga PPL25 ter sido realizada no momento da chegada da fase estaciondria, ha
possibilidade de aumentar o teor de lipidios mantendo o cultivo da microalga nessa fase por
alguns dias, levando também a um aumento do teor de polissacarideos como ja discutido.
Porém, esse aumento de lipidios e polissacarideos poderia diminuir a propor¢ao de minerais e

proteinas presente na microalga.

5.2. EXTRACAO FRACIONADA
5.2.1. Extracio de ficoeritrina

5.2.1.1.  Estudo Preliminar

Foi realizado um estudo preliminar comparando a ruptura osmdtica e o tratamento
auxiliado por ultrassom para avaliar o poder de extracdo da ficoeritrina de cada método em uma
biomassa da microalga (PPL24) cedida pela AlgaSul Biotecnologia de Microalgas antes do
cultivo da biomassa PPL25. Os teores de ficoeritrina e proteina soluvel encontrados (Tabela 3)
demonstram que ha maior eficiéncia na extragcdo dos compostos intracelulares hidrossoluveis

pelo tratamento auxiliado por ultrassom, em relagdo a ruptura osmotica.
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Tabela 3 - Teores de ficoeritrina (mg/mL) e proteina soluvel (mg/mL) obtidos através de

diferentes tratamentos para a microalga PPL24.

Tratamento Ficoeritrina (mg/mL) Proteina Soltivel (mg/mL)
Ultrassom (2,5 min) 0,089+0,010F na
Ultrassom (5 min) 0,144+0,003¢ na
Ultrassom (7,5 min) 0,278+0,013¢ na
Ultrassom (10 min) 0,487+0,010? 1,614+0,022°
Ultrassom (20 min) 0,446+0,004° 1,589+0,012%
Ruptura Osmoética (6 h) 0,344+0,014° 1,479+0,009°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). na = néo

avaliado

O menor tempo de extragdao aliado ao maior teor de ficoeritrina (p<0,05) no extrato
confirma o potencial do ultrassom para a quebra da parede celular e obtengdo dos compostos
de interesse de maneira mais eficiente. No entanto, devido aos efeitos da cavitagao ultrassonica
que causam degradacdo em corantes € em compostos organicos (Song et al., 2024), ha uma
diminui¢do dos teores de ficoeritrina (p<0,05) do extrato quando o tempo de ultrassom atinge
20 min, apesar de ndo afetar o teor de proteinas soluveis (p>0,05). Simovic et al. (2022)
observaram que a degradacao de ficoeritrina inicia mesmo em temperaturas brandas (25 °C),
acarretando na perda do enovelamento e desnaturacdo da proteina, sugerindo assim que a
degradagdo da ficoeritrina se deve ao aquecimento causado pela cavitagdo ultrassonica.

Ha um répido aumento do teor de ficoeritrina no extrato até o tempo de 10 min. Greenly
e Tester (2015) verificaram a integridade da parede celular pela contagem de células intactas
de diferentes espécies de microalgas ao longo de tratamento auxiliado por sonda de ultrassom.
Nesse estudo, até¢ 2 min de ultrassom foram suficientes para romper mais de 80% das células.
Assim, um tempo prolongado de extragdo auxiliada por ultrassom além de desnecessario para
uma extracao eficiente da ficoeritrina, danifica o composto de interesse. Dessa maneira, foi
determinado a utilizacdo do ultrassom como metodologia para produgdo dos extratos, devido

ao maior rendimento dos compostos de interesse € menor tempo de extragao.
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5.2.1.2.  Extragdo pelo tratamento com ultrassom

Ao aplicar o mesmo tratamento por ultrassom (600 W; 30 s; 5 s de intervalo; até 10 min)
na biomassa de microalga produzida especificamente para o experimento (PPL25), se obteve
resultados diferentes dos observados anteriormente, como pode ser observado na Tabela 4. Nao
somente o comportamento esperado de rapido aumento do teor de ficoeritrina até o tempo de
10 min ndo foi observado, mas também houve uma mudanga significativa na coloragdo do

extrato obtido (Figura 7), que dificulta seu potencial uso como corante alimentar (Wen et al.,
2025).

Tabela 4 - Caracteristica do extrato para diferentes tempos de tratamento com ultrassom

Tratamento Ficoeritrina (mg/mL)
Ultrassom (2,5 min) 0,1027
Ultrassom (5 min) 0,1297
Ultrassom (7,5 min) 0,1402
Ultrassom (10 min) 0,1519

Figura 7 - Extrato obtido no tempo de 10 min para a biomassa PPL24 (a) e PPL25 (b).

O pH do extrato aquoso obtido da PPL24 teve um valor de 4,22, enquanto que o obtido
da PPL25 teve um valor de 10,88. Segundo Gonzanlez-Ramirez et al. (2014), ¢ esperado uma

variagdo na absorbancia, fluorescéncia e coloragdo da ficoeritrina a depender o pH do meio,
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sem afetar a estrutura da proteina na faixa de pH entre 4~10. No entanto, em valores extremos
(pH < 4 e pH > 10) ha perda da estrutura oligomérica da proteina, podendo ocorrer a
desnaturagao.

A nao realizacdo de uma etapa de lavagem da microalga apds a coleta pode ter
impactado no pH final. Durante o processo de coleta da microalga, pode ocorrer o acimulo de
minerais, utilizados no cultivo, e exopolissacarideos na superficie de microalga (Khaw et al.,
2021). Dessa maneira, foi demonstrada a necessidade de melhor compreensao dos efeitos dessa
variacdo no rendimento do extrato aquoso rico em proteinas, € maneiras de contornar os
possiveis efeitos negativos na cor, estrutura das proteinas, pigmentos fotossintéticos e

rendimento dos lipidios na segunda etapa de extracao.

5.2.1.3.  Influéncia do pH

Diversos autores utilizam como solvente para extragao de ficoeritrina em microalgas o
tampao fosfato (0,1 mol/L; pH 5,5) (Bermejo-Roman et al., 2025; Castro-Varela et al., 2022;
Garcia et al.,2021) ou um tampao que mantenha o pH na faixa de 7, como Tris-HCI (0,5 mol/L;
pH 7) (Tran et al., 2019) ou citrato-fosfato (0,15 mol/L; pH 7) (Martinez et al., 2019). Os
resultados preliminares encontrados, especialmente o de cor para o extrato com pH 4,22, a
predominancia da extracao utilizando pH 5,5 na literatura, e o pico maximo de fluorescéncia da
ficoeritrina em pH 6,8 (Gonzanlez-Ramirez ef al., 2014), nortearam o estudo para entender a
importancia do pH no processo de extragao da ficoeritrina assistida por ultrassom. Trés faixas
de pH inicial foram utilizadas para extracdo com agua destilada (4,2, 5,5, 6,8), e um para o
tampao fosfato (0,1 M; pH 5,5), e o processo de extragdao foi avaliado em relacdo aos
rendimentos de ficoeritrina mgpr/ghiomassa € PSR (% de proteina soluvel recuperada; g de
proteina soluvel no extrato, extrato/g de proteina da biomassa) nos extratos brutos. Os extratos
foram denominados, respectivamente, A42, A55, A68 e T55.

Houve um aumento do pH (p<0,05) em todas as extracdes, independente do solvente e
pH inicial (Tabela 5). Além disso, o pH final dos extratos A55 e A68 foram iguais (p>0,05),
com ele se aproximando de uma faixa entre 7,0~7,1. O pH do extrato T55 foi o que apresentou
menor elevagdo, demonstrando que o uso da solucdo tampao foi eficiente para evitar a variagao
do pH alcancado. Esse aumento do pH ja ¢ esperado em processos de extragdes aquosos
utilizando ultrassom, independente do solvente e matriz utilizados na extragao, devido ao fato

que somente a acao de cavitagdo ultrassonica em agua destilada em frequéncias proximas de 22
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kHz ser suficiente para a liberagao de hidroxilas (OHe) (Vikulin e Vikulina, 2020), tornando o

pH mais basico.

Tabela 5 - Caracteristicas dos extratos aquosos ricos em proteinas

pH antes da pH do extrato Ficoeritrina
Extrato Solvente %PSR
extracio bruto (MgPE/Ebiomassa)

Tampao fosfato
T55 5,50+0,01° 5,85+0,14¢ 13,3+1,7% 73,0+7,0°
(0,1 mol/L; pH 5,5)

A42 4,23+0,06° 6,75+0,06° 14,9+0,42 50,6+5,2¢
A55 Agua destilada 5,50+0,04° 7,12+0,05% 16,6+1,1? 87,5+3,9

A68 6,82+0,06* 7,05+0,02° 12,3+0,3° 71,245,0°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). TS5 -
Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); A42 - Extrato obtido com agua destilada (pH
inicial 4,2); A55 - Extrato obtido com agua destilada (pH inicial 5,5); A68 - Extrato obtido com agua destilada
(pH inicial 6,8).

Estudos indicam resultados conflitantes quando correlacionadas propriedades
tecnologicas de proteinas, como solubilidade, capacidade de retengdo de 4gua e capacidade
emulsionante, com o pH. Na proteina do leite (whey protein) hd uma melhora dessas
caracteristicas em pH neutro (6~7) (Lupki et al., 2019). Em proteinas vegetais, ha uma melhora
dessas caracteristicas em valores acidos (pH<4) ou bésicos (pH>8) (Ghorbani et al., 2025). Na
proteina de insetos, valores de pH>11 melhoraram essas caracteristicas (Nissen et al., 2021). O
menor %PSR encontrado no extrato bruto (sobrenadante) A42 ¢ esperado, devido & menor
solubilidade de proteinas obtidas de microalgas em pH acido (pH<S5), como foi observado em
estudo de Wang ef al. (2024) utilizando proteinas obtidas da microalga Phaeodactylum
tricornutum.

O teor maximo de ficoeritrina obtido (15,8+1,1 mgpr/gpiomassa, OU 1,6% m/m) no extrato
AS55 ¢ menor que o encontrado na literatura, onde Li et al. (2021) encontraram 4,9%
(gPE/@biomassa), Martinez et al. (2019) 32 mgpr/guiomassa € Tran et al. (2019) 73,8 mgpr/gbiomassa-
Esse baixo rendimento pode ser explicado pela composi¢ao da microalga utilizada, e ndo pelo
método de extragdo, pois houve uma intensidade de luz solar média de 262,42 pumol/m?/s
durante o cultivo, e como relatado por Sosa-Hernandez ef al. (2019) uma intensidade de luz
acima de 100 pmol/m?*/s durante a produgdo da P. purpureum diminui o teor de ficoeritrina

presente. Comportamento similar foi encontrado por Xie et al. (2021) para a microalga
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Rhodomonas salina, em que uma luminosidade acima de 100 pmol/m?/s diminuiu o teor de
ficoeritrina e outros compostos fotossintéticos, como a Clorofila A. No entanto, ambos estudos
destacaram a maior produtividade de biomassa (g/L) das microalgas em condi¢des de maior
luminosidade, resultando em um aumento do rendimento de ficoeritrina dos cultivos
(Mgficoeritrina/ Leultivo ).

A Figura 8 ilustra o aspecto dos extratos brutos ricos em ficoeritrina obtidos. E possivel
notar, uma coloragao mais escura dos extratos A42 e A55, em comparacdo com os T55 e A68.
A mudanga na coloragdo pode ser proveniente da sensibilidade da ficoeritrina ao pH do meio
(Gonzanlez-Ramirez et al., 2014), no extrato A42, ou devido a presenca de outros compostos

no extrato que possam afetar a cor deles, como € o caso do alto teor proteico do extrato ASS.

Figura 8 - Extratos (a) T55 (b) A42 (c) A55 (d) A68

T55 - Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); A42 - Extrato obtido com 4gua destilada

(pH inicial 4,2); A55 - Extrato obtido com agua destilada (pH inicial 5,5); A68 - Extrato obtido com agua
destilada (pH inicial 6,8).

Por ndo serem encontrados estudos que indicam a influéncia do pH nas propriedades
tecnoldgicas das proteinas obtidas de algas ou microalgas, a melhor solubilidade na faixa de pH
5~10 e os maiores teores de ficoeritrina (MgpE/biomassa) € YoPSR (p>0,05) nos extratos obtidos
com pH inicial de 5,5, este foi considerado o ideal nesse estudo para recuperagao de proteinas
soluveis da microalga P. purpureum em tratamento auxiliado por ultrassom. Os extratos obtidos
com este pH (T55 e AS5S5; Figura 9) foram analisados em relagdo a sua cor, utilizando
colorimetro (Tabela 6), e também em relacdo aos %Biomassa Recuperada (%; g sélidos no
extrato/g de biomassa), Cinzas (g de cinzas no extrato/g de biomassa; %), Ficoeritrina
(MgpE/biomassa), YoPSR (% de proteina soluvel recuperada; g de proteina soluvel no extrato
extrato/g de proteina da biomassa; %), %CR (% de carboidrato recuperado; g de carboidrato no

extrato extrato/g de carboidrato da biomassa; %) e contetido fenolico (mg equivalente de acido
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galico por g de biomassa; mg eag/gviomassa) (Tabela 7). Essa comparacao € necessaria porque a
ndo utilizacdo de tampao para a extra¢ao reduz o custo da operagdo, facilitando a sua aplicagao

como aditivo alimentar (Amit et al., 2017).

Tabela 6 - Analise de cor dos extratos T55 e A55
Extrato L* a¥* b * AE

T55 41,71+1,38%  30,30+0,95*  14,43+1,82°
12,10+1,68
A55 37,68+0,92°  20,58+1,40°  20,10+1,19?

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). T55 -
Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); A55 - Extrato obtido com agua destilada (pH

inicial 5,5).

Figura 9 - Extratos (a) T55 e (b) A55

i I
. % 4
(a) (b)

T55 - Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); A55 - Extrato obtido com 4gua destilada
(pH inicial 5,5).

Tabela 7 - Caracteristicas dos extratos T55 e A55

Compostos
%Biomassa Ficoeritrina
Extrato Cinzas (%) %PSR %CR fenolicos (mg
recuperada (MgPE/Zbiomassa)
eag/gbiomassa)
TS5 29,2+0,1°  21,240,2° 13,3£1,7°  73,047,0 4,64+0,9° 32,9+0,7°

AS5  48,8402° 52,714  166+1,1°  875£39% 107407 3354300

*Letras distintas na mesma coluna indicam que hé diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). T55 -
Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); A55 - Extrato obtido com agua destilada (pH

inicial 5,5).
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A diferenga AE (12,10£1,68) mostrou que houve diferenca de cor facilmente perceptivel
entre as amostras. De acordo com os parametros de cor (L *, a *, b*) o extrato produzido com
o tampao fosfato (0,1 mol/L; pH 5,5) possui maior (p<0,05) luminosidade e uma coloragdo com
mais intensidade no vermelho que o extrato produzido com agua destilada (pH 5,5), que possui
maior intensidade na cor azul. A diferencga dos parametros de cor pode ser explicada pelo maior
(p<0,05) teor de ficocianina no extrato AS55 em relagdo ao T55 (6,9+0,7 e 4,5£1,2 mgpc/Ebiomassa,
respectivamente). Justificado pelo fato que o pigmento fotobiliproteico de cor azul ¢ extraido
juntamente com a ficoeritrina, aumentando o %PSR. Apesar de modificar a cor do extrato e a
aplicabilidade deste como corante alimentar, essa ficobiliproteina possui alto potencial
antioxidante e antimicrobiano, tanto contra bactérias gram positivas e negativas (Hajiyeva et
al., 2025; Yu et al., 2024), podendo melhorar essas propriedades no extrato aquoso rico em
proteinas ¢ aumentando seu potencial como aditivo alimentos, evitando a oxidagdo e
degradacdo microbioldgica de alimentos (Ghany; Abdel, 2015; Pasca; Coroian; Socaci, 2018)

Os maiores teores recuperados de solidos, cinzas e carboidratos para o extrato A55, em
relacdo ao TS5 (p<0,05) demonstram a menor seletividade da 4gua para obtengao da ficoeritrina
em relacdo ao tampao fosfato (0,1 mol/; pH 5,5). O contetido fenolico de ambos os extratos foi
estatisticamente igual (p>0,05). Apesar do potencial biotecnoldgico dos compostos fenolicos
das microalgas (Cichonski; Chrzanowski, 2022), devido ao alto valor agregado da ficoeritrina,
e do potencial dos acidos graxos e polissacarideos sulfatados, os estudos sobre o contetido
fenolico da P. purpureum ainda sdo escassos (Nguyen et al., 2024).

Rudi et al. (2025), ao utilizarem micro-ondas e ciclos de congelamento e
descongelamento em uma extragdo aquosa da P. purpureum, obtiveram contetudos fenolicos
entre 70,5 mg eag/gbiomassa (Micro-ondas; 300 W; 30 s) e 18,7 mg eag/gpiomassa (cOngelamento ¢
descongelamento). Tais valores sdo proximos aos encontrados neste estudo. No trabalho citado,
os teores de proteina e carboidrato recuperados variaram em faixas proximas (4,2~16,2% e
4,0~9,3%, respectivamente). Por outro lado, para o extrato A55, o teor recuperado de proteinas
foi 4 vezes superior ao de carboidratos (11,4+0,5% e 2,6+£0,2%, respectivamente), enquanto
para o T55 foi 8 vezes superior (9,5+0,9% e 1,1+0,2%, respectivamente). Ficou evidenciado a
maior seletividade das extracdes assistidas por ultrassom para as proteinas em relacdo aos
carboidratos, quando comparadas as realizadas por micro-ondas ou ciclos de congelamento e
descongelamento.

Os compostos fendlicos possuem propriedades de oxi-redugdo, com capacidade para
absorver e neutralizar radicais livres, desativando espécies reativas como o oxigénio singleto e

decompondo peréxidos (Agustina et al., 2020). Com mecanismos que envolvem disrup¢ao
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celular, desnaturagdo proteica e enzimatica, dano oxidativo e inibicdo da comunicagao
bacteriana (quorum sensing), esse conteido fendlico também tem potencial para aumentar a
atividade antimicrobiana (Dembinska et al., 2025). Ha evidéncias que ocorre sinergia entre as
ficobiliproteinas, peptideos e conteudo fendlico dos extratos, que poderia contribuir para a
melhora das atividades antioxidantes individuais (Zhang et al., 2025).

O perfil de fendlicos observado para cada extrato (Tabela 8) demonstra que ha uma
maior extragdo dos acidos cumarico e ferulico em relacdo aos demais, € que hd uma maior
extragao ao se utilizar tampao fosfato (0,1 mol/L), em relacao a dgua destilada. No entanto, ¢
possivel observar a baixa concentragdo destes, com diversos compostos com concentragoes
menores que o limite de quantificagdo do método analitico A exemplo, o &cido fertulico
apresentou uma concentracdo de 0,681+0,006 pg/mL no extrato T55. Um aumento da
concentragdo seria possivel ao remover o solvente presente no extrato, como em processos de

liofilizacao.

Tabela 8 - Perfil de fendlicos (1g/gbiomassa)

Fenolico T55 AS5S
Acido protocatecuico 3,5+0,2¢ <LD
Acido clorogénico 11,5+0,78 <LD
Acido hidroxibenzoico 1,5+0,1P <LD
Acido cafeico 4,2+0,2¢ <LD
Acido siringico 3,5+0,3¢ <LD
Vanilina <LD <LD
Acido cumérico 33,6£0,34%  31,0£0,24°
Acido fertilico 34,0+0,3%  28,3+0,0°°

* Letras maiusculas distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa na concentragdo entre os
compostos do mesmo extrato (p<0,05), ja letras mintisculas distintas nas mesmas linhas indicam que ha
diferenga significativa na concentragdo do composto entre os extratos (p<0,05). T55 - Extrato obtido com
tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); A55 - Extrato obtido com 4gua destilada (pH inicial 5,5). <LD —

Abaixo do limite de detecgdo, concentragdo do composto menor que limite de deteccdo do método.

O é4cido fertilico, abundante em gridos como trigo, milho e cevada, ¢ um potente
antioxidante e anti-inflamatorio, que também possui acao anticarcinogénica, antimicrobiana e
antiviral (Pyrzynska, 2024; Tang et al., 2025). Papadaki et al. (2024), em um estudo extraindo
o composto a partir do farelo de trigo, obtiveram rendimentos que variaram entre valores

proximos de 32,6 pg/g ou maiores de 2158,6 pg/g, utilizando etanol 60% a 90 °C e hidrolise
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alcalina (NaOH 2 mol/L; 40 °C, 4 h), respectivamente. Essa variacdo dos rendimentos obtidos
para a mesma matriz demonstra o potencial para melhora do rendimento de extracdo observado.

O 4cido cumadrico, também presente em frutas e ervas, possui além de uma alta
capacidade antioxidante, um potencial anticarcinogénico comprovado em estudos in vitro ¢ in
vivo, sendo um promissor nutracéutico (Tehami et al., 2023). Em um estudo com a microalga
Tisochrysis lutea, Cmikova et al. (2024) obtiveram um rendimento de somente 0,36 pg/g para
extragdo desse composto utilizando metanol 80%.

De maneira geral, o rendimento na extracdo de compostos fenolicos de microalgas ¢
pequeno ou inexistente. Ainda no estudo de Cmikova et al. (2024), ndo foram identificadas a
presencga do acido clorogénico em nenhuma das 5 espécies estudadas (Nannochloropsis sp.,
Tetraselmis chuii, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira weissflogii e Tisochrysis lutea). Vale
salientar também que, para a microalga Chaetoceros muelleri, ndo foram detectados nenhum
dos 8 fenolicos analisados no estudo. No entanto, o rendimento de acido hidroxibenzoico variou
entre 1,6 ug/g (Tetraselmis chuii) e 11,0 ug/g (Thalassiosira weissflogii), valores maiores que
os observados nesse estudo. Os achados demonstram a variabilidade dos compostos fendlicos,
que dependem de fatores de cultivo como a irradiancia (Kepekgi e Saygideger, 2012). Além
disso, demonstra a possibilidade da utilizagdo de solventes aquosos para essa extragdo, com
melhor rendimento sendo observado ao se utilizar o tampao fosfato, além do potencial da P.

purpureum quando comparado a outras microalgas.

5.2.2. Secagem do extrato aquoso rico em ficoeritrina

A secagem do extrato aquoso rico em ficoeritrina foi realizada por congelamento (-80
°C; 48h) seguido de liofilizagdo (-54 °C; 50 uHg; 72h). Esses liofilizados foram identificados
como T55L (extrato aquoso obtido com tampao fosfato (0,1 mol; pH 5,5), liofilizado) e ASSL
(extrato aquoso obtido com dgua destilada, (pH inicial 5,5), liofilizado). Na Tabela 9 sao

apresentadas as caracteristicas dos extratos liofilizados T55L e A55L.
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Tabela 9 - Caracteristicas dos extratos liofilizados T55L e A55L

Ficoeritrina Ficocianina Fendlicos
Extrato Umidade (%) Proteina (%)
(mg PE/giiofitizado) (Mg PC/griofilizado) (Mg €ag/Giiofilizado)

T55L 7,8+1,2° 13,640,3° 7,540,2: 2,4+0,6° 31,7£1,0°

ASS5L 9,4+0,7° 17,5+0,4% 23,3+0,6* 14,4+0,7¢ 22,242,2°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). T55L -
Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; ASSL - Extrato obtido com agua
destilada (pH inicial 5,5), liofilizado

Houve maior degradacao das proteinas, da ficoeritrina e da ficocianina no extrato T55L
quando comparado ao A55L. Especialmente a ficoeritrina, que nos extratos T55 e A55 era igual
(p>0,05), acabou por apresentar um teor quase 3 vezes menor no T55L quando comparado ao
ASSL. A etapa de congelamento, presente no processo de liofilizagdo, causa uma cristalizagao
seletiva do agente tamponante, especialmente para o fosfato dissodico do tampao utilizado na
extracdo (Thorat; Suryanarayanan 2020). Esse processo causa o aumento da propor¢do molar
de HoPO4 e HPO4*, diminuindo em até 4 unidades o pH. Essa mudanga brusca, aliada ao
estresse adicional do congelamento e de desidratagdo na matriz, levou a desnaturagdo
irreversivel do conteudo proteico, mesmo apds a reidratagdo (Du et al., 2024; Pikal-Cleland;
Carpenter, 2001).

No entanto, esta diminui¢cdo do pH durante o congelamento ndo afetou o contetdo
fenolico, que se manteve estavel. Essa estabilidade do contetido fendlico ja era esperada, com
estudos demonstrando ndo s6 a pouca sensibilidade desses compostos a pH acidos (Friedman;
Jiirgens, 2000), mas também uma possivel melhora das propriedades antioxidantes (Yu ef al.,
2022). Rudi et al. (2025) ao utilizar spray-dryer para secagem de um extrato aquoso da P.
purpureum obteve perdas de até 25,1% do conteudo fenolico, uma perda maior que a observada
neste estudo. A preservagao da ficoeritrina por liofilizacao carece de estudos, apesar de autores
(Chamari et al., 2024; Silva-Nufiez; Donoso-Quezada; Gonzalez-Valdez, 2023) demonstrarem
a eficiéncia na preservagdao do composto utilizando alginato em métodos como o spray-dryer.
A conservacao dos teores de ficoeritrina e de ficocianina também foram observadas neste estudo
para o extrato A55L.

A diferenga na colora¢do de ambos os extratos aquosos refletiu nos extratos liofilizados
(Figura 10). Essa diferenca visual foi comprovada pelo AE (13,62+1,39) obtido na andlise de
cor (Tabela 10). Novamente, assim como ocorreu com os extratos T55 e AS55, o T55L

apresentou maior luminosidade e cor vermelha em relagao ao AS5L. Apesar da degradacgdo
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durante o processo de liofilizagao da ficoeritrina, (Bermejo-Romaén et al., 2025), o T55L ainda
possui uma pigmentacao que o torna um potencial corante alimenticio natural (Avallone et al.,

2022).

Figura 10 - Extratos liofilizados (a) TSSL e (b) ASSL

T55L - Extrato obtido com tampéo fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; A55L - Extrato obtido com
agua destilada (pH inicial 5,5), liofilizado

Tabela 10 - Analise de cor dos extratos T55L e A55L

Extrato L* a* b* AE
T55L 46,85+1,74>  29.36+0,08°  5,60+0,212
13,62+1,39
AS55L 36,97+0,92¢  21,124+1,05*  9,61+0,09°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). T55L -
Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; ASSL - Extrato obtido com agua
destilada (pH inicial 5,5), liofilizado

A sensibilidade dos compostos do extrato aquoso ao pH, observados na extracao (A42,
AS5, A68 e T55) e durante o processo de congelamento e liofilizacao (T55L) demonstrou a
necessidade de estudos aprofundados sobre o uso deste extrato como aditivo alimentar. E
necessario considerar ndo apenas o pH do alimento onde o composto serd inserido, mas também
as variagdes de pH que ocorrem no trato digestivo (pH 1~2), que podem reduzir sua
biodisponibilidade (Wang et al., 2025). Além disso, deve-se observar a conservagdao dos
compostos de interesse e da cor dos extratos durante o processo de liofilizacao. Nesse sentido,
estratégias como a encapsulacdo dos compostos, utilizando como matriz transportadora os
polissacarideos provenientes da propria microalga P. purpureum, podem se tornam uma

alternativa viavel.
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O perfil de acidos fenolicos observado (Tabela 11) demonstra que a remog¢ao da agua
dos extratos aquosos através da liofilizacdo permitiu o aumento da concentragdo e quantificacao
dos fendlicos. Ainda € observada a maior presenga dos acidos cumadrico e ferulico em ambos
extratos. O resultado encontrado ¢ similar ao observado por Babaei Rad et al. (2025), que
demonstraram a liofilizagdo do extrato de alcaparra (Capparis spinosa L.) como a metodologia
de secagem que proporciona o maior acumulo de acido cumaérico e a que melhor preserva os

compostos fenodlicos quando comparado com métodos de aplicagdo de calor.

Tabela 11 - Perfil de fenolicos (1g/giiofilizado)

Fendlico TS55L AS5L
Acido protocatecuico 21,0+0,3FF  20,5+0,1F2
Acido clorogénico 31,1+£0,2¢* 30,440,852
Acido hidroxibenzoico ~ 21,0+0,4°™  24,1+0,2P*
Acido cafeico 26,5+0,1%°  28,1+0,2¢
Acido siringico 22,240,252  18,9+0,0™
Vanilina 19,9£0,47  19,5+0,3"F
Acido cumarico 70,04£0,24%  61,9+0,44°
Acido ferulico 60,9+£0,55°  62,7+0,44

* Letras maitsculas distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa na concentragdo entre os
compostos do mesmo extrato (p<0,05), ja letras mintsculas distintas nas mesmas linhas indicam que ha
diferenca significativa na concentracdo do composto entre os extratos (p<0,05). T55L - Extrato obtido com
tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; A55L - Extrato obtido com agua destilada (pH inicial
5,5), liofilizado.

No entanto, compostos como o acido cafeico e o hidroxibenzoico, que sequer atingiram
o limite de deteccdo do método no extrato AS5S5, apresentam aqui maior concentragdo. Isso
demonstra que o processo de liofilizagcdo pode ter degradado alguns dos compostos presentes,
especialmente no extrato TS5L. Skendi ef al. (2023) ao secar residuos de orégano, também
encontrou a maior degradacdo do acido cafeico na liofilizagdo, em relagdo a métodos de
secagem com aplicagdo de calor. De maneira geral, a menos que exista um interesse especifico
na obtencdo do acido cumadrico ou siringico, os resultados encontrados demonstram o maior
rendimento na extragdo e preservacdo durante o processo de liofilizacdo dos compostos
fenolicos analisados ao utilizar agua com pH inicial de 5,5 como solvente de extragao.

Por fim levando em consideragdo os teores de ficoeritrina, de proteina soluvel e de

conteudo fenolico obtidos, além do menor custo da operagdo ao se utilizar 4gua destilada ao
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invés de um tampao, o extrato AS5, obtido com agua destilada e ajuste de pH inicial para 5,5,
foi definido como o padrdo para obtencdo do extrato bruto rico em ficoeritrina deste trabalho,
bem como o residuo desta extragdo foi o escolhido para o restante da extracdo sequencial. No
entanto, a fim de comparacao, as bioatividades de todos os extratos (A5S5, T55, A55L, T55L)

foram avaliadas.

5.2.3. Purificacido do extrato rico em ficoeritrina

A separagao da porgao solida do extrato rico em ficoeritrina foi realizada por filtracao
em papel filtro (80 g/m?) (Figura 11). Foram analisados (Tabela 12) os teores de ficoeritrina
(mg PC/mL), ficocianina (mg PE/mL) e de proteinas soliveis antes e depois da filtracdo (fracao
alimentada e permeada, respectivamente). E possivel notar que a filtragio melhorou a razio
ficoeritrina/proteina no extrato, dobrando a sua pureza. No entanto, esse aumento da pureza
vem a custo de uma diminui¢do (p<0,05) ndo sé do teor de proteina soluvel, mas também do
teor de ficoeritrina. Além disso, a pureza da ficoeritrina em relag@o ao teor de proteinas somente
pode ser considerada satisfatéria com valores acima de 0,7 (Kovaleski et al., 2022). Por fim,
foram necessarias 2 h para obter um volume de 10 mL de permeado, o que inviabilizaria este

método sem o uso de pressao para impulsionamento da purificacao.

Tabela 12 - Caracteristicas do extrato A55 antes e ap0s a filtracdo

Extrato Fracio Ficoeritrina Proteina soluvel Razao
¢ (mg PE/mL) (mg/mL) ficoeritrina/proteina
Alimentado 0,253+0,0232 2,09+0,05* 0,121+0,008°
A55
Permeado 0,207+0,005° 0,84+0,05° 0,248+0,009°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenga significativa entre os ensaios (p<0,05). A55 -

Extrato obtido com agua destilada (pH inicial 5,5)

Figura 11 - Filtracao do extrato A55 em papel filtro
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Devido ao fato de a etapa de filtragdo ndo ter sido suficiente para aumentar a pureza da
ficoeritrina para concentragdes satisfatorias e do tempo elevado para a purificagao do extrato,
o extrato AS55 nao foi purificado, sendo utilizado de maneira bruta para avaliagdo da sua

capacidade antioxidante, antimicrobiana, de retengdo de agua e 6leo e emulsificante.

5.3. EXTRACAO DE LIPIDIOS

5.3.1. Extracao alcooélica

A extragdo alcoolica dos lipidios foi realizada utilizando etanol, metanol e isopropanol,
o que resultou nos extratos EtOH, MetOH e IsoOH, respectivamente. O teor de lipidios
recuperados em relagdo a biomassa (g/g; %), a pureza do residuo (%) e o rendimento em relacao
ao teor de lipidios na biomassa (g/g, %), comparados com o teor de lipidios extraidos por Folch,
estdo na Tabela 13. Os extratos EtOH e MetOH, apesar de apresentaram os maiores teores de
lipidios (p>0,05) recuperados na extra¢do alcodlica, somente o EtOH apresentou teor
semelhante ao obtido pelo método de Folch da microalga liofilizada. A menor concentragao
encontrada no IsoOH ¢ justificada devido a menor polaridade dentre os trés solventes utilizados,

indicando uma menor afinidade com componentes polares (Kumar ef al., 2015).

Tabela 13 - Caracteristicas dos extratos EtOH, MetOH e IsoOH, comparado ao Folch
Extrato Teor de lipidios (%) Pureza dos lipidios (%) Rendimento (%)

Folch 9,1+1,0? - -
EtOH 8,3+0,4% 78,6+2,1° 71,7£1,9°
MetOH 3,7+0,3° 87,6+7,9 35,3+3,2¢
IsoOH 6,2+1,3" 53,246,5° 36,4+4,5¢

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). EtOH -

Extrato obtido com etanol; MetOH - Extrato obtido com metanol; IsoOH - Extrato obtido com isopropanol

A maior concentracdo de lipidios encontrada para EtOH e MetOH demonstrou a
seletividade destes solventes para lipidios (Soderberg, 2016). No entanto, além do menor teor
de lipidios brutos, a polaridade do metanol extrai uma parcela maior de alguns compostos como

a clorofila, alterando a pureza e a coloragdo (Kumar et al., 2017), o que justificaria a diferenca
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de cor observada nos diferentes extratos (Figura 12). Além disso, esses solventes por possuirem
uma maior polaridade, extraem ndo so lipidios, mas também outros compostos com maior
polaridade (Soderberg, 2016). Dessa maneira, mesmo os lipidios brutos, que ndo passem por
nenhum tipo de purificagdo, apresentam potencial aplicacdo na industria alimenticia também
como emulsificantes, contribuindo ndo s6 para a conservagdo, valor nutricional € menor
degradacdo oxidativa, mas garantindo maior estabilidade das formulagdes alimenticias em que

sdao empregados (Kavitha et al., 2016a; Mackieh et al., 2023).

Figura 12 - Extratos EtOH (a), MetOH (b) e IsoOH (c) secos

EtOH - Extrato obtido com etanol; MetOH - Extrato obtido com metanol; IsoOH - Extrato obtido com

isopropanol

Porém, as bioatividades de interesse, como as capacidades antioxidante e
antimicrobiana podem ser potencializadas pela presenca desses compostos nao lipidicos. A
clorofila presente nas extracdes de lipidios possui alta capacidade antioxidante, e pode
contribuir para essa bioatividade no extrato (Martins ef al., 2023) sem desvantagens em termos
de qualidade nutricional ou riscos a saude, apesar de diminuir a aceitabilidade dos consumidores
a depender da matriz alimentar que serd inserida devido a sua coloragdo (Olsen; Olsen; Jensen,
2024). O extrato EtOH apresentou um teor de clorofila (a+b) recuperada de 1,44+0,08
Mgclorofila/hiomassa, UM teor de carotenoides (x+c) recuperado de 0,61+£0,03 mgcaratenoides/Shiomassa
e o conteudo fendlico foi de 1,84+0,05 mg eag/giomassa. O contetido fenolico encontrado indica
que a maioria dos compostos fenolicos presentes na P. purpureum foram extraidos na etapa de
extragdo aquosa, devido ao seu carater hidrofilico (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021).

O rendimento lipidico do extrato EtOH foi similar ao encontrado por Li ef al. (2021)
também para a P. purpureum, que obteve rendimento de 74,3% utilizando Etanol 95%. Kiyani
et al. (2023) ao extrair lipidios da microalga Pectinodesmus sp. obtiveram um teor de lipidios

similar (aproximadamente 23% em relagdo a massa utilizada) ao comparar extragdes utilizando
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etanol 100% e Folch (cloroférmio/metanol; 2:1). Apesar de ndo ter sido avaliado o teor de
pureza dos lipidios obtidos, foram encontrados em andlises fitoquimicas a presenca de
esteroides, cumarina, taninos, fenois e carboidratos, indicando um menor grau de pureza dos
lipidios obtidos por etanol em relagdo aos lipidios obtidos por misturas de cloroformio/metanol.
Marques et al. (2023), também utilizando um método de extracdo do residuo por Folch para
verificar a pureza, obteve 91% de pureza para os lipidios extraidos por etanol, em método
assistido por ultrassom, na microalga Chlorella vulgaris.

Ao comparar a extracao lipidica utilizando alcoois com métodos como Folch ou Bligh
& Dyer, ficou comprovada a maior seletividade destes ultimos para os lipidios em relacio as
extragdes alcodlicas. Isso se deve a utilizagdo de uma fase aquosa que remove contaminantes
hidrossoltiveis, como proteinas, agucares, sais, dentre outros, (Saini ef al., 2021). No entanto
esta estratégia ndo pode ser utilizada para limpeza de extratos alcodlicos devido a solubilidade
do solvente em agua (Soderberg, 2016). A extracdo com solventes verdes de grau alimenticio
apresenta ampla variabilidade de resultados. Contudo, o rendimento e a pureza alcangados neste
trabalho, se assemelha aos encontrados em trabalhos da literatura com microalgas.

Por fim, apesar da presenga de outros compostos, além dos lipidios, obtidos no extrato
alcoodlico, sua aplicacdo em alimentos ndo requer uma maior pureza, € poderia ser utilizado
diretamente o extrato bruto alcoodlico, como demonstrado por Marques et al. (2023). Os autores
demonstraram que os lipidios extraidos pelo etanol possuem atividade antioxidante e anti-
inflamatoria similar aos obtidos por Folch, e um perfil de acidos graxos com alta qualidade
nutricional e potencial emulsificante. Devido aos maiores teores de lipidios extraidos, pureza,
rendimento, e aplicabilidade sem a necessidade de remog¢ao do solvente, pois devido ao seu
grau alimenticio, o etanol foi o solvente selecionado para a extracdo dos lipidios na segunda

etapa de extragdo sequencial deste trabalho.

5.3.2. Lipidios Descoloridos

Na Tabela 14 ¢ possivel visualizar os resultados de teor de lipidios obtidos por Folch da

biomassa liofilizada e da biomassa descolorida, além do teor de lipidios obtidos do primeiro

residuo e do primeiro residuo descolorido.
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Tabela 14 - Teores de Lipidios obtidos na biomassa liofilizada e no residuo de extragao de

ficoeritrina

Biomassa Descolorida Solvente  Lipidios obtidos (%)

Nao o 9,1+1,0%
Liofilizada Cloroférmio/E

Sim tanol (2:1) 8,2+1,4°

Nao 8,3+0,4*

Residuo Etanol 100%
Sim 3,0+0,6°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05)

Apds a etapa de descoloramento da biomassa, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) do teor de lipidios obtidos em relagdo a biomassa integra. Isso demonstrou a
possibilidade de melhora da aplicabilidade em alimentos desses lipidios (Olsen; Olsen; Jensen,
2024), sem perdas significativas no rendimento. Essa melhora ¢ devido a remogao da clorofila,
pigmento responsavel pela coloragdo verde, deixando os lipidios obtidos com uma cor

amarelada (Figura 13).

Figura 13 - Lipidios da biomassa descolorida (a; c; e) e integra (b; d; f); Extraidos por Folch

(A) Secos em estufa (25 °C) (B); e Ressuspensos em Cloroférmio (C)

o

No entanto, a extracdo sequencial utilizada neste trabalho, causou uma perda
significativa (p>0,05) do teor de lipidios recuperados utilizando etanol 100% em ultrassom.
Parte dessa perda pode ser justificada pela remocao de compostos que diminuem a pureza do
lipidio, como o proprio pigmento fotossintetizante, ou de outros compostos com polaridade
similar a mistura utilizada de Etanol 100% e NaOH 1% (1:4; v/v) como foi observado por Li et
al. (2016), onde esse tratamento removeu uma quantidade significativa de proteinas e
carboidratos da biomassa de Scenedesmus sp. Devido ao processo de quebra de parede da

microalga no tratamento auxiliado por ultrassom, que expde o conteudo intracelular e os
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fragmentos da parede celular da microalga ao solvente utilizado para descoloramento,
facilitando a remog¢ao desses juntamente com a clorofila (Yin et al., 2022).

No entanto, o potencial antioxidante e corante alimentar natural dessa clorofila
removida ainda poderia ser reaproveitada, como demonstrado por Li et al. (2016) que
conseguiram recuperar, apesar da baixa pureza, a clorofila obtida no processo de remocgao de
pigmentos da microalga na forma de Clorofilina Cuprica Sodica, um composto com
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatdrias e que pode ser utilizado de
maneira segura como suplemento alimentar em humanos (Suryavanshi et al., 2020).

Uma andlise em espectrofotometro permitiu estimar o teor de clorofila (Clorofila a + b)
presente no sobrenadante (Figura 14), que foi recuperado (mgciorofilas/Ebiomassa), sendo
encontrados para o sobrenadante da biomassa liofilizada descolorida um teor igual (p>0,05) ao
sobrenadante do residuo descolorido, de 1,90+0,08 mg/g e de 2,08+0,25 mg/g, respectivamente,
0 que demonstrou que ambos os tratamentos removeram o mesmo teor de clorofila. Além disso,
esse valor foi maior (p<0,05) que o teor de clorofila recuperado na extracao etanolica de lipidios
(1,44+0,08 mg/g), o que demonstra a eficiéncia para remogao desse pigmento ao se utilizar uma

mistura de Etanol 100% e NaOH 1% (1:4; v/v).

Figura 14 - Biomassa descolorida, utilizando Etanol 100% e NaOH 1% (1:4; v/v) com
sobrenadante rico em clorofila

Dessa maneira, os lipidios obtidos na extracao sequencial deste trabalho foram extraidos
sem a etapa de remocao de clorofila da biomassa, devido a diminui¢do do rendimento, apesar

da menor aceitabilidade em consumidores.
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5.4. EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS

Na Tabela 15 € possivel verificar as caracteristicas do terceiro extrato (Figura 15), rico
em polissacarideos (PS), obtidos a partir do residuo da extracao de lipidios. O processo de
extragao dos polissacarideos apresentou um pH inicial de 8,59+0,08 e o extrato bruto um pH

de 8,96+0,24.

Tabela 15 - Caracteristicas do extrato rico em polissacarideos (PS)

Teor no extrato (mg/mL) Teor recuperado (%)

Biomassa 4,70+0,037 24,3+0,1
Cinzas 0,643+0,092 5,7+0,8
Polissacarideos 2,87+0,21 49,3+3,6
Proteinas 0,25+0,01 7,9+0,2

Figura 15 - Extrato aquoso rico em polissacarideos

Para as extragdes de polissacarideos, Chen et al. (2024) utilizando agua quente (80 °C;
45 min) recuperou 22,62% da biomassa da P. purpureum, ja com uma extragao assistida por
micro-ondas (210 W; 5 min), o rendimento foi de 25,5%. Utilizando Spirulina e as microalgas
Tribonema minus e Chlorella sp., os rendimentos para a extragao utilizando agua quente (80~88
°C) em relag@o a biomassa foram de 9,5%, 27,2% e 9,6%, respectivamente (Wabg et al., 2018;
Huo et al., 2022; Song et al., 2018). Os rendimentos encontrados neste estudo (24,3+0,1%) sao
menores ou proximos aos relatados neste trabalho. Vale destacar que tais resultados foram
alcancados utilizando-se de residuos como matéria-prima para a extracao.

Ha vantagens na utilizagdo de um residuo de microalga para a obtengdo de
polissacarideos. A extracdo de polissacarideos, especialmente de microalgas, ocorre em meio

alcalino (pH>10), com auxilio de enzimas (Alcalase, Cellulase), ou em equipamentos como o
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extrator Soxhlet (CaCl> 2%; Metanol/Oxalato de Amonio 5%), ultrassom (Etanol) e micro-
ondas (Srivastava et al., 2025). Esses métodos e solventes além de degradar as ficobiliproteinas
presentes na P. purpureum (Nguyen et al., 2024), por vezes necessitam de uma etapa anterior
de descoloramento da microalga (Alboofetileh et al., 2019). Dessa maneira, a remogao prévia
das ficobiliproteinas e da clorofila, além de descolorir a microalga, agrega valor a microalga
através do aproveitamento desses pigmentos. Além disso, foi verificado um baixo teor de
proteinas e cinzas no extrato. Isso ¢ resultado das etapas anteriores de extragdo, que melhoram
a pureza deste e poderiam remover a necessidade de etapas de precipitacao de polissacarideos,
desproteinizagao e dialise (Patel ef al., 2013), o que minimizaria os custos envolvidos na
obten¢ao dos polissacarideos facilitando seu uso na area de alimentos.

Os polissacarideos das microalgas, divididos em polissacarideos de reserva, como
glicogénio e amido, ou estruturais, como a celulose (Srivastava et al., 2025), possuem
aplicacdes em alimentos. Sua agdo antioxidante e antimicrobiana esta relacionada a presenga
de grupos funcionais, que capturam radicais livres e desestabilizam a parede celular e
membranas dos micro-organismos (Coma, 2013; Lu et al., 2025). No entanto, apesar da baixa
compreensdo dos mecanismos antimicrobianos dos polissacarideos, sabe-se que estes
mecanismos podem ser potencializados com a presenga de conjugados proteicos, de polifendis,
acidos organicos e gorduras (Li et al., 2025). J& sua capacidade de modificar a textura dos
alimentos esté relacionada a sua estrutura, presenga de grupos funcionais polares e capacidade
de retencdo de agua e/ou Oleo (Srivastava et al., 2025). Dessa maneira, os polissacarideos
obtidos neste estudo tendem a possuir maior capacidade de modificar a textura dos alimentos e
menor atividade antioxidante e antimicrobiana, devido a remog¢do das proteinas, compostos

fenolicos e acidos graxos que ocorreram nas etapas anteriores de extracao.

5.4.1. Secagem do extrato aquoso rico em polissacarideos

Na Tabela 16 podemos comparar os resultados encontrados tanto para a precipitacao de
polissacarideos utilizando etanol 100% (1:2 v/v), seguido da coleta por centrifugagdo dos
agregados de polissacarideos de maneira imediata (PSImdt) ou ap6s um periodo de 12 h
(PS12h) e secagem em estufa (60°C), e também a liofilizagdo do extrato rico em polissacarideos

cru, sem a utilizagao de alcool para a precipitacao dos polissacarideos (PSL) (Figura 16).
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Tabela 16 - Caracteristicas dos extratos secos.

Polissacarideos o
Extrato Secagem recuperados (%) Pureza (%)
PSImdt 6,8+1,1° 40,4+1,2%
Estufa (60 °C) b b
PS12h 6,5+0,4 34,242 4
PSL Liofilizagao 21,743,8° 45,06 4°

(-54 °C; 50 uHg; 48h)

*Letras distintas na mesma coluna indicam que hé diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05).

Figura 16 - Extratos secos PSImdt, PS12h e PSL.

A etapa de precipitagdo diminui (p>0,05) o teor de polissacarideos recuperados,
resultando em perdas no rendimento final, sem aumento significativo da pureza dos
polissacarideos. A precipitagdo dos polissacarideos utilizando etanol, apesar de visualmente
eficaz (Figura 17), arrastou durante o processo um elevado teor de proteinas residuais (Tabela
17). Isso ocorre porque a precipitacdo com etanol também ¢ um método de purificagdo possivel
para as proteinas, ao formar agregados proteicos facilmente coletdveis (Costa; Farinas;
Miranda, 2018).

Importante salientar que o mecanismo para diminuicdo da solubilidade proteica e coleta
dos agregados, através da adigdo de solventes organicos como o alcool, envolve a alteracdo da
energia livre de transferéncia dos aminoacidos. Essa adicdo reduz a constante dielétrica do
meio, desfavorecendo a interagdo de grupos polares, muda a conformacao proteica, protege as
cadeias peptidicas do solvente, expdem grupos hidrofobicos e induz a formagdo de estruturas

secundarias (a-hélice e B-folha), formando assim os agregados (Yoshikawa et al., 2012).
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Figura 17 - Agregados de polissacarideos (PSImdt).

Tabela 17 - Teor de proteinas residuais e de carboidratos dos extratos secos.

Extrato Proteina residual (%) Carboidratos (%)
PSImdt 20,5+2,5% 40,4+1,2%
PS12h 20,7+£3,5% 34,242 4°
PSL 13,7+1,8° 45,0+6,4°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05)

Os mecanismos de cavitagdo ultrassonica, causados pela extracdo assistida por
ultrassom utilizada nas etapas anteriores, causam desnaturagdo parcial das proteinas e expdem
seus grupos hidrofobicos (Antunez-Medina et al., 2025). O solvente utilizado no extrato AS5
(dgua destilada) indica que, apesar do alto teor de proteinas soliveis recuperadas (%PSR)
(87,5£3,9%), estas possuem carater hidrofilico (Wang et al., 2024). Assim, ha presenca de
grupos hidrofobicos e enovelamento nas proteinas presentes no residuo utilizado para a extracao
de polissacarideos. A temperatura (80 °C) utilizada na etapa de obten¢ao do extrato PS age nos
aminoacidos hidrofébicos (Van Dijk; Hoogeveen; Abeln, 2015) e causa também
desdobramento da estrutura da proteina (Sun; Fu, Y.; Wang, 2022), aumentando a solubilidade
em agua e permitindo a extracao proteica.

Pode-se inferir que a diminuig¢do da temperatura apds a centrifugacao retorna o carater
hidrofobico dos aminoacidos presentes, € que a adi¢do do etanol ocasiona o redobramento da
estrutura proteica, resultando em uma convergéncia de fatores que facilita a agregacgdo proteica
e aumento da concentracdo destes nos polissacarideos ao utilizar uma técnica de precipitagao
etandlica. Devido ao maior rendimento (p<0,05) e pureza semelhante (p>0,05), a liofilizacao
foi a técnica escolhida neste estudo como forma de secagem do extrato aquoso rico em

polissacarideos.
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5.5. CARACTERIZACAO DO RESIDUO

Na Tabela 18 esta apresentada a caracterizagdo do residuo (RE), apds as etapas de
extragao sequencial de proteinas, lipidios e polissacarideos. Teor remanescente (relativo a
biomassa inicial; %) € composto pela parcela de cada componente da biomassa inicial que ndo
foi recuperada em nenhuma das 3 etapas de extracdo sequencial. Os resultados encontrados
demonstraram a eficiéncia da extragdo proposta, evidenciado pelo residuo final
predominantemente composto de minerais, com baixo teor remanescente de proteinas e

polissacarideos.

Tabela 18 - Caracteristicas do Residuo (RE).
Composto  Composicio proximal do residuo (%) Teor remanescente (%)

Carboidratos 4,7+0,2 5,1+1,4
Proteinas 1,5+0,3 3,2+0,6
Cinzas 70,2+13,7 33,4+6,5
Biomassa - 27,5+1,1

Estudos demonstraram a contribuicdo do uso de minerais provenientes de microalgas
em importantes setores do agronegocio. Na suinocultura, o uso de minerais provenientes de
Chlorella vulgaris e Spirulina melhoraram a resposta imunoldgica e densidade 6ssea de porcos
(Prates, 2025). Na aquicultura, promoveram um aumento da retencao lipidica e melhora da
qualidade dos filés de salmao (Sal/mo salar L.) (Kousoulaki et al., 2016). Assim, apesar de
serem necessarios maiores estudos sobre o perfil de minerais presentes no residuo final, este
ainda apresenta um potencial de uso que fortalece o objetivo de méximo reaproveitamento da
microalga P. purpureum desse trabalho.

Vale destacar também a distribuicdo dos compostos extraidos entre os extratos (Figura
18), o que confirmam a eficiéncia na obtencao de 4 fragdes distintas, ricas em proteinas (AS55),

lipidios (EtOH), polissacarideos (PS) e minerais (RF).
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Figura 18 - Composi¢do em cada etapa de extracdo sequencial.
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AS55 - Extrato obtido com agua destilada (pH inicial 5,5); EtOH - Extrato obtido com etanol; PS - Extrato obtido
com agua destilada (T = 80 °C). RE - Residuo

5.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A padronizagdo dos extratos ASS, TS5, ASSL e TS5L para uma concentragdo de 1 mg/mL,
modificou de maneira proporcional a concentragdo dos demais compostos (Tabela 19). A
concentragdo proteica, o conteudo fendlico (mg eag/mL) e de ficoeritrina (mg PE/mL) dos
extratos TSSL, ASS, TS5L e ASSL se diferenciam (p<0,05).

A Tabela 20 apresenta a capacidade antioxidante dos extratos pelos métodos de ABTS e
DPPH (umol Trolox/g) e FRAP (umol Fe II/g). Os resultados encontrados demonstram uma
maior (p<0,05) capacidade antioxidante para os extratos proteicos T55 e TS55L, seguido dos
extratos proteicos ASS5 e ASSL, os extratos etandlicos e EtOH e EtOHS e por fim dos
polissacarideos PS e PSL.

Tabela 19 - Propor¢des de compostos bioativos dos extratos TSSL, ASS, TS5L e ASSL.

Extrato Conteudo fenolico (mg eag/mL) Ficoeritrina (mg PE/mL)

T55 0,346:+0,007* 0,134+0,018"
ASS 0,294+0,026° 0,180+0,005*
T55L 0,233+0,008° 0,052+0,001¢
ASSL 0,127+0,013¢ 0,098+0,007°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). T55 -
Extrato obtido com tamp&o fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); AS55 - Extrato obtido com agua destilada (pH
inicial 5,5); T55L - Extrato obtido com tampéo fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; ASS5L - Extrato
obtido com dgua destilada (pH inicial 5,5), liofilizado
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Tabela 20 - Capacidade Antioxidante dos extratos

ABTS DPPH FRAP
(numol Trolox/g)  (umol Trolox/g) (nmol Fe 11/g)

Fracao rica em Extrato

T55 337,0+21,6° 235,1+13,6 1552,0+6,7°

A55 248,6+29,5% PRO 719,5+7,8°
Proteina

T55L 432,3435,9° 236,9+28,8? 1481,4+14,4

A55L 276,9+10,5 PRO 818,1+20,2°
Acidos Graxos  EtOH 162,2+7,1¢ 71,6+4,2° 450,4+11,6°

EtOHS 185,5+2,8% 57 ,4+4.8° 291,6+16,04

PS 39,4+3,5¢8 PRO 209,7+13,14
Polissacarideo

PSL 55,241,5° PRO 63,8+6,6°

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). PRO - A¢do
pro-oxidante (leitura abs amostra > controle). T55 - Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial
5,5); T55L - Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; A55 - Extrato obtido
com agua destilada (pH inicial 5,5); A55L - Extrato obtido com agua destilada (pH inicial 5,5), liofilizado; EtOH
- Extrato obtido com etanol; EtOHS - Extrato obtido com etanol, seco em estufa (60 °C); PS - Extrato obtido
com agua (80 °C); PSL - Extrato obtido com agua (80 °C), liofilizado.

Apesar da mesma concentragdo proteica, ajustada para a analise, a diferenca dos valores
nos dos extratos obtidos com tampao fosfato (T55 e T55L) e 4agua destilada (AS55 e AS5L)
podem indicar que o tamanho molecular ou as caracteristicas das proteinas sdo diferentes em
cada solvente. Proteinas de menor massa molar apresentam maior atividade antioxidante devido
a maior facilidade de interacao com os radicais livres, como observado durante o fracionamento
de hidrolisados proteicos por Liu et al. (2017). Além disso, a influéncia dos demais compostos
(ficoeritrina e conteudo fendlico) na capacidade antioxidante deve ser considerada.

A padronizagdo dos ensaios para 1 mg/mL de compostos bioativos promoveu um
aumento proporcional no contetido fendlico dos extratos T55 e T55L. Estudos com microalgas
(Scaglioni et al., 2018) demonstraram a elevada capacidade antioxidante desses compostos,
quando isolados. A maior seletividade do extrato T55, em detrimento as proteinas, pode

justificar a maior atividade antioxidante promovido pelo conteudo fendlico
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O baixo conteudo fendlico (1,84+0,05 mg eag/gpiomassa) € a alta pureza (78,6+2,1%) do
extrato EtOH demonstrou que a atividade antioxidante dos extratos EtOH e EtOHS foram
consequéncia do teor lipidico, e ndo de outros compostos. Vale ressaltar que esta atividade
antioxidante poderia estar associada ao perfil de 4cidos graxos (Beekrum; Amonsou, 2023).

Estudo de Wang et al. (2016) indica que polissacarideos purificados apresentaram
menor atividade antioxidante que polissacarideos brutos, devido a remoc¢ao das proteinas,
pigmentos e conteudo fenolico, que contribuem para a neutralizagdo dos radicais livres. Assim,
os resultados observados nesse estudo comprovam esse comportamento, com o extrato A55 e
AS55L, com maior propor¢ao de polissacarideos (PS e PSL). Isto esta alinhado aos resultados
dos estudos (Chen; Zheng; Ouyang; 2023; Wang et al., 2009), em que a sulfatacdo dos
polissacarideos extraido de algas aumenta a capacidade antioxidante, pode-se concluir que as

bioatividades dessas fracdes ¢ resultado direto da presenga de grupos sulfatados.

5.7. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Neste experimento, as concentragdes de cada extrato também foram padronizadas para
1 mg/mL do composto alvo, e a capacidade antimicrobiana dos extratos avaliados estdo na
Tabela 21. Com uma concentracdo de 1 mg/mL, somente o controle positivo (cloridrato de
ciprofloxacino) apresentou uma atividade antimicrobiana satisfatoria, com um halo de inibi¢do
passivel de quantificagdo na triplicata (Figura 19). Nessa concentracdo, os extratos contendo
lipidios (EtOH e EtOHS) apresentaram, para a B. cereus (Figura 20), um halo de inibi¢ao
mensuravel (11 e 14 mm, respectivamente). No entanto, segundo a CLSI (2012), além da
formacdo de somente um halo ser insuficiente para indicar suscetibilidade bacteriana, halos
menores que 15 mm geralmente indicam resisténcia na concentracdo testada. Por ser uma
bactéria gram positiva, a maior suscetibilidade da B. cereus em analises de atividade

antimicrobiana ¢ esperada (Jubeh; Breijyeh; Karaman, 2020).
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Tabela 21 - Avaliacdo do halo de inibi¢do (mm) dos extratos (1 mg/mL).

Fracao ricaem Extrato B. Cereus ATCC 10876 (mm) E. coli ATCC 25922 (mm)

Positivo  44,0+2,0 38,7+1,5
Controle

Negativo
T55 - -

A55 - -
Proteina
T55L - -

ASSL - -

EtOH 14 -
Lipidios
EtOHS 11 -

PS - -
Polissacarideo
PSL - -

TS5 - Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); T55L - Extrato obtido com tampéo fosfato
(0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; ASS - Extrato obtido com agua destilada (pH inicial 5,5); ASSL - Extrato
obtido com agua destilada (pH inicial 5,5), liofilizado; EtOH - Extrato obtido com etanol; EtOHS - Extrato
obtido com etanol, seco em estufa (60 °C); PS - Extrato obtido com agua (80 °C); PSL - Extrato obtido com agua
(80 °C), liofilizado.

Figura 19 - Halo de inibi¢ao formado pelo antibiotico Cloridrato de Ciprofloxacino (1
mg/mL) - Controle positivo. (a) Bacillus cereus (b) Escherichia coli.
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Figura 20 - Halo de inibigdo, falso positivo, formado pelos extratos (a) EtOHs e (b) EtOH na
Bacillus cereus

A atividade antimicrobiana foi novamente avaliada em uma maior concentracdo dos
extratos secos (AS5L, T55L, EtOHS e PSL, 10 mg/mL). No entanto, nenhum dos extratos na
maior concentracdo demonstrou halo de inibicdo mensuravel, inclusive o extrato EtOHS, o que
comprova como falso-positivo o resultado encontrado no experimento com 1 mg/mL. A alta
viscosidade dos extratos a uma concentracao de 10 mg/mL impediu a realiza¢do de teste em
maiores concentragoes.

Fatores como tamanho da cadeia (< 100 aminoacidos), hidrofobicidade (~50% dos
residuos serem hidrofobicos) e conformacgao especifica das estruturas secundarias (a-hélice,
folha-beta) afetam positivamente a atividade antimicrobiana de proteinas e peptideos (Ma et
al., 2024). O carater hidrofilico dos extratos A55, T55, AS5L e T55L, aliado a quebra proteica
e mudanca estrutural ocasionado pelo tratamento com ultrassom (Wang et al., 2024; Antunez-
Medina et al., 2025) podem ter modificado essas caracteristicas, nas proteinas de origem
microalgal com atividade antimicrobiana (Rapp ef al., 2025) diminuindo esta nestes extratos.

Como ja mencionado, a capacidade antimicrobiana de polissacarideos pode estar
relacionada a presenca de conjugados proteicos, de polifenois, adcidos organicos e gorduras (Li
et al., 2025). A remocdo destes nas etapas anteriores de extracdo pode ter diminuido ou até
eliminado o potencial antimicrobiano conforme o observado em estudos anteriores que
utilizaram polissacarideos sulfatados da P. purpureum (Hlima et al., 2021). A purificacao de
compostos fendlicos ou 4acidos graxos especificos, poderia melhorar a capacidade
antimicrobiana destes, ou até mesmo a utilizagdo combinada dos extratos AS5L, T55L, EtOHS
e/ou PSL poderia resultar em um novo extrato com este potencial. No entanto, de maneira
isolada e nas condi¢des de extracdo utilizadas nesse trabalho, ndo foi verificada a atividade

antimicrobiana significativa para nenhum dos extratos.
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5.8. CAPACIDADE EMULSIFICANTE

As concentragdes de cada extrato foram padronizadas para 1 mg/mL do composto alvo,
e o resultado das capacidades emulsificantes dos extratos estdo apresentados na Figura 21. Os
resultados encontrados indicam que as fragdes apresentam alta capacidade emulsificante, com
destaque para os lipidios, com EAI de 168,4+11,0 m?/g. A estabilidade da emulsao (ESI) tem
como destaque o extrato EtOH, rico em acidos graxos e a PSL, rica em polissacarideos
liofilizados (73,6+£10,4 ¢ 120,6+14,7 min, respectivamente). Ambas as emulsdes, mesmo com

separacao discreta das fases apos o periodo de 10 min, ainda estavam visualmente estaveis

(Figura 22).

Figura 21 - Capacidade emulsificante dos extratos.
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*Letras maitsculas nas colunas indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios EAI (m?/g) (p<0,05), ja
letras minusculas na linha indicam que ha diferenga significativa entre os ensaios ESI (min) (p<0,05), TS5 -

Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5); T55L - Extrato obtido com tampao fosfato (0,1
mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; AS5 - Extrato obtido com dgua destilada (pH inicial 5,5); ASSL - Extrato

obtido com agua destilada (pH inicial 5,5), liofilizado; EtOHS - Extrato obtido com etanol, seco em estufa (60

°C); PS - Extrato obtido com agua (80 °C); PSL - Extrato obtido com agua (80 °C), liofilizado.
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Figura 22 - Emulsao estavel ap6s 10 min (a) EtOHS (b) PSL.

EtOHS - Extrato obtido com etanol, seco em estufa (60 °C); PSL - Extrato obtido com agua (80 °C), liofilizado.

Diversos sdo os estudos que verificam a capacidade emulsificante de proteinas, acidos
graxos e polissacarideos. Eskandari; Peighambardoust; Sarabandi (2025) estudaram a
capacidade emulsificante de proteinas de nozes, com um EAI de 62,7 m?/g para a proteina da
avela e da proteina do leite concentrada (whey protein, 85,1 m?/g), com um ESI (min) de 62,7
e 70,8 (min), respectivamente. As proteinas extraidas da C. vulgaris em solugdo alcalina (NaOH
0,5 mol/L) apresentaram um EAI de 107,0 m?*/g e um ESI de 16,8 min (Ng et al., 2024). As
proteinas obtidas da C. pyrenoidosa e da N. oceanica apresentaram, em pH 3, um EAI de 63,6
e 59,5 m?*/g e um ESI de 17,5 e 15,8 min, respectivamente (Chen et al., 2019). Estes estudos
indicam a importancia do método de obtencao das proteinas e a matriz de origem.

Essa variag@o na capacidade emulsificante das proteinas, decorrente do processamento,
pode ser observada ao comparar os pares A55/T55 e AS5L/T55L. O processo de liofilizacao
altera a conformacgao proteica e induz a sua desnaturacao pela auséncia de agua ligada (Du et
al., 2024; Pikal-Cleland; Carpenter, 2001), o que prejudica a capacidade emulsificante dos
extratos A55L e T55L, embora ndo comprometa a estabilidade da emulsdo. Nesse sentido,
métodos alternativos de secagem podem ser vantajosos, caso o objetivo seja a obtencdo de
aditivos alimentares emulsificantes. Além disso, mesmo com teores distintos de
ficobiliproteinas, polissacarideos, minerais e contetdo fenodlico, os extratos (AS55/T55 e
AS55L/T55L), quando ajustados na mesma concentracdo proteica, apresentaram EAI (m?/g) e
ESI (min) estatisticamente iguais. Isso demonstra que o teor proteico € o fator determinante
para esta bioatividade nestes extratos aquosos.

Fosfolipidios, sintetizados via acidélise enzimdatica com 6leo de palma e dmega-3
extraidos de residuos de atum, apresentaram um EAI de 265,6 m?/g e um ESI 124,6 min, valores
maiores que o deste estudo. No entanto, os fosfolipidios empregados tinham tempo prolongado

para sintese (>48 h) utilizando solventes e reagentes toxicos (Estiasih; Marianty; Ahmadi,
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2021). A obtencao de lipidios com um EAI elevado empregando solvente verde (etanol) sem
nenhuma etapa posterior de sintese ou purificagdo ¢ vantajosa para a seguranga alimentar.
Devido o foco na producdo de biocombustiveis a partir de microalgas, ainda sdo escassos os
estudos da capacidade emulsificante de seus lipidios. A composicao de mono e diglicerideos
das microalgas, apesar de extremamente atrativa para a exploracao e desenvolvimento de
emulsificante alimenticios, tem como desafios a extracdo e purificagdo (Ferreira et al., 2021).
O elevado potencial emulsificante dessa fragdo poderia ser intensificado com a aplicagdo de
etapas de purificacdo em acidos graxos especificos.

Até o momento, nao constam estudos que verifiquem a capacidade emulsificante das
proteinas e dacidos graxos obtidos da microalga P. purpureum. No entanto, seus
exopolissacarideos, precipitados por etanol e purificados por dialise, podem apresentar EAI de
até¢ 77,2 m?*/g e um ESI de até 55,2 min (Hlima et al., 2021), valores proximos aos encontrados
para os extratos PS (95,7£5,2 m?*/g) e PSL (68,5+13,6) ricos em polissacarideos. Esses
resultados demonstram que tanto os polissacarideos presentes na parede quanto os
exopolissacarideos expelidos no meio de cultivo possuem capacidade emulsificante
semelhante. Os polissacarideos obtidos nesse estudo que mostraram capacidade emulsificante
na forma bruta apresentam potencial interessante pelo menor custo de producdo e maior
facilidade na aplicacdo em matrizes alimentares (Pan ef al., 2022).

Por fim, apesar da boa capacidade emulsificante dos extratos, a baixa estabilidade
apresentada pelos extratos proteicos T55, A55, T55L e A55L, pelo extrato polissacaridico PS e
a menor capacidade emulsificante do extrato PSL, o extrato rico em lipidios acaba sendo o mais

indicado para uso como emulsificante.

5.9. CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA E OLEO

A capacidade de retencao de agua (CRA) e de 6leo (CRO) dos extratos liofilizados
podem ser verificados na Tabela 22. Cabe destacar o maior CRA e CRO dos polissacarideos da
P. purpureum, em relagdo as suas proteinas, em especial para a capacidade de retencdo de agua
do extrato PSL, que foi 9 vezes maior que o extrato proteico A55L e 59 vezes maior que o
T55L. Além disso, o valor menor que 1 encontrado para o T55L indica perdas do material
durante a analise. A coloragdo rosa, tipica da ficoeritrina, do sobrenadante, ¢ o baixo volume
de material retido no tubo apos a analise confirmam esta possibilidade de solubilizagdo na agua
(Figura 23). O contrario foi observado no PSL, em que ha um aumento de volume da massa

retida, o que indica a absor¢@o de dgua pelo material.
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Tabela 22 - Capacidade de retencdo de dgua (CRA) e de 6leo (CRO) dos extratos.
Fracao rica em Extrato CRA (g/g) CRO (g/g)

T55L 0,2+0,1° 5,240,1°
Proteina

AS5S5L 1,4+0,1° 4,5+0,4°
Polissacarideo PSL 13,0+1,2° 7,2+0,22

*Letras distintas na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05). T55L -
Extrato obtido com tampao fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; AS5L - Extrato obtido com agua
destilada (pH inicial 5,5), liofilizado; PSL - Extrato obtido com agua (80 °C), liofilizado.

Figura 23 - (a) TS5L apos centrifugacao (b) T55L apods remogao da agua livre (¢) PSL apos
remogao da agua livre.

(a) (©

T55L - Extrato obtido com tampéo fosfato (0,1 mol/L; pH inicial 5,5), liofilizado; PSL - Extrato obtido com
agua (80 °C), liofilizado.

Isolados proteicos obtidos a partir da Arthrospira. (Spirulina) platensis, obtidas em
tampao acetato (0,005 mol/L; pH 10) sob agitagdo e secos a temperatura ambiente em fluxo
laminar, apresentaram uma CRA e uma CRO de 4,3 e 2,5 g/g, respectivamente em pH 10
(Benelhadj et al., 2016). As proteinas da S. platensis obtidas por micro-ondas e secas em estufa
(60 °C; 12 h) apresentaram um CRA de 1,6 g/g (Wulan et al., 2025). As proteinas descoloridas
da Haematococcus pluvialis, obtidas em tampao fosfato (0,05 mol/L; pH 10) e liofilizadas
tinham CRA e um CRO de 4,1 e 3,3 g/g, respectivamente (Zhu et al., 2019). Apesar de nao
terem sido encontrados estudos da CRA e CRO para polissacarideos da P. purpureum, seus
exopolissacarideos do meio de cultivo obtidos por precipitagdo etandlica e liofilizados
apresentaram CRA e CRO de 18,5 e 15,2 g/g, respectivamente, valores maiores que o0S
observados neste estudo (Hlima et al., 2021).

A variacio da CRA e CRO encontrados na literatura, foram controversos aos

encontrados neste estudo, novamente reforcando a importancia do pH e método de obtencao,
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especialmente das proteinas para esta funcionalidade. Proteinas com menor massa molar nao
possuem uma estrutura que possa capturar a agua ou 6leo, se baseando apenas em interagdes
hidrofilicas e hidrofobicas de seus aminoacidos (Zheng et al., 2025). O tratamento auxiliado
por ultrassom que causa uma desnaturacao parcial das proteinas, diminui sua massa molar e
expoem seus grupos hidrofobicos (Antunez-Medina et al., 2025), e parece ter limitado
especialmente a CRA das proteinas da P. purpureum (Ma et al., 2022). Apesar dos grupos
hidrofobicos expostos durante esta etapa garantirem CRO, ela ainda ¢ menor (p<0,05) que a
observada pelos polissacarideos. Por fim, ha uma melhor CRA ¢ CRO em proteinas e
polissacarideos quando em pHs acidos (pH<5) ou basicos (pH>9) (Benelhad; ef al., 2016) o
que resulta em uma desvantagem para os extratos proteicos TS5L e AS5L, que ap6s a extragao
(T55 e AS5) apresentaram pH de 5,85+0,14 ¢ 7,12+0,05.

Uma alta CRA melhora a textura alimentar e garante maior viscosidade e estrutura nos
alimentos e maior CRO resulta em uma melhora da palatabilidade dos alimentos, retendo sabor
em produtos alimenticios, caracteristicas que aumentam a aceitabilidade dos consumidores
(Aurino et al., 2025). Dessa maneira, o extrato PSL é o mais adequado para a utilizagdo com

este fim em alimentos.

6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo demonstraram a viabilidade técnica e o potencial
bioativo e biotecnoldgico da microalga P. purpureum para a obtengao de aditivos alimentares
naturais. O fracionamento permitiu maior compreensao da aplicabilidade de cada extrato,
facilitando a proposicao de cultivo direcionado a maximizar a fracdo adequada para
aproveitamento em aditivos alimentares especificos.

Foi demonstrada a importancia do controle do pH para a extragdo de compostos como as
proteinas soluveis e a ficoeritrina. No extrato obtido a um pH de extracdo ideal de 5,5, foram
recuperados 87,5+3,9% das proteinas da microalga, e foi verificada uma atividade antioxidante
de 432,3435,9 umol Trolox/gproteina, 236,9£28,8 pmol Trolox/gproteina € 1481,4+14,3 umol Fe
11/gproteina, para os métodos de ABTS, DPPH e FRAP, respectivamente. No entanto, a atividade
antioxidante foi atribuida a presenga dos compostos fenolicos. O tipo de solvente utilizado nessa
extragdo proteica pode influenciar a qualidade do extrato liofilizado final, afetando
significativamente parametros de cor, e o liofilizado obtido com tampao fosfato (0.1 mol/L; pH

5,5) apresentou um conteudo proteico e de ficoeritrina 22,3% e 67,8% menor, respectivamente.
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Foi verificado um rendimento de 71,7+1,9% na extragao de lipidios utilizando etanol, e que
autilizagdo de temperatura branda (60 °C) ndo afeta a sua capacidade antioxidante. Este extrato
seco apresentou as melhores capacidade emulsificante (EAI = 168,4£11,0 m? giipigio) € de
estabilidade de emulsao (ESI = 73,6+10,4 min).

O extrato rico em polissacarideos recuperou 49,34+3,6% dos carboidratos da biomassa e,
apos liofilizacdo, apresentou a melhor capacidade de retengdo de adgua (CRA = 13,0+1,2
2/Epolissacarideo) € de 6leo (CRO = 7,240,2 g/gpolissacarideo).

A extracao sequencial proposta permitiu recuperar de forma satisfatéria os componentes
funcionais da microalga P. purpureum em um curto periodo de tempo, e salientou os cuidados
necessarios com durante as etapas de extragdo e secagem nao observados em estudos anteriores.
Por fim, a pesquisa mostrou elementos que permitem validar a P. purpureum como um insumo

versatil para a producao de aditivos alimentares naturais.

7. RESIDUOS GERADOS E DESTINO

O processo de extracdo das microalgas resultou em um residuo sélido organico, que foi
caracterizado e descartado em local apropriado. As andlises de composi¢do centesimal,
proteinas soltveis totais, composi¢do lipidica, carboidratos, atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana e atividade emulsificante tiveram seus residuos analiticos identificados e

destinados ao local de descarte apropriado.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a modulagdo dos parametros de cultivo como irradiancia, salinidade e niveis de
nitrogénio a fim de maximizar a produtividade de compostos especificos, como a ficoeritrina,
compostos fendlicos, acidos graxos e polissacarideos.

Investigar o uso dos proprios polissacarideos da P. purpureum como matriz
transportadora e agente encapsulante, com objetivo de proteger pigmentos € compostos
fenolicos durante o processo de secagem.

Realizar ensaios de digestdo in vitro para verificar como as variagdes de pH do trato
digestivo podem afetar a estabilidade e absor¢ao dos compostos bioativos.

Caracterizar o residuo mineral final para validar seu potencial uso como fertilizante ou
suplemento na nutricdo animal ou humana.

Testar a incorporagdo dos extratos em alimentos para verificar a melhora das
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propriedades sensoriais para validar a aceitacao sensorial e garantir a estabilidade do alimento.
Testar a incorporagao dos extratos em matrizes poliméricas para verificar a melhoria

das propriedades mecanicas e bioativas de filmes biodegradaveis.
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APENDICES
Apéndice A - Curva Padrio de D-glucose

Amostra Concentraciao de D-Glucose (mg/L)) Absorbancia Corrigida

A

=sHE v v IR w B @ T v |

0 0
0,025 0,256
0,05 0,575
0,075 0,814

0,1 1,063
0,125 1372

1.4

1.2
1.0

0.8

Absorbancia Corrigida

0.2 y =10,853x - 0,0019
R2=10.,9985
0,0
0 0,025 0,05 0,075 0.1 0,125

Concentracio de D-glucose (mg/L)
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Apéndice B - Curva Padrio de Albumina

Amostra Concentracio de Albumina (g/L) Absorbancia Corrigida

Branco 0 0,000
A 0,02 0,008
B 0,04 0,052
C 0,08 0,169
D 0,12 0,233
E 0,16 0,359
F 0,2 0,462
G 0,24 0,512
H 0,28 0,557
1 0,32 0,620

0,7
0,6
=
0
=
S04
2
=03
<G
=]
3
=02
=
0,1 y =2,0838x - 0,007
() R2= 09846
0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0.3 0,35
Concentrac¢io de Albumina (g/L)
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Apéndice C - Curva Padrio de Acido Galico

Amostra Concentraciio de Acido Galico (ng EAG/mL)  Absorbancia Corrigida

Branco 0 0,000
A 0,025 0,1096
B 0,05 0,1864
C 0,075 0,2770
D 0,1 0,3285
E 0,15 0,4949

0.6000
0,5000
s 0.4000
=
% 0.3000
kS
< 0.2000
0.1000

y=32112x +0,0186
R*=0.9936

0,0000 @
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 0,12 0,14 0,16

Acido Gilico (mg eag/mL)




Apéndice D - Curva Padrio de Trolox para DPPH

Amostra Solugiio padrio Trolox (M) Absorbancia (515 nm)
A 0 0,563
B 100 0,499
C 200 0,437
D 400 0,303
E 600 0,193
F 800 0,131
0.600 i
= 0,500 .
= ...
i 0,400
§ 0,300 '
(E - -"-.—
= 0,200 -
= y =-0,0006x +0,5496 ... ¢
0,100 R2=10,9869
0,000
0 200 400 600 800

Concentracao Trolox (uM)
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Apéndice E - Curva Padrao de Trolox para ABTS (agua)

Amostra Soluc¢io padrao Trolox (uM)

Absorbancia (734 nm)

A 0 0,697
B 100 0,664
C 200 0,650
D 400 0,587
E 600 0,535
F 800 0,478
G 1000 0,425
0,8
0,7 ...
= ®-.... e
g 0,6 ........ L DN
E 035 T, e...
g 0,4 e
50,3
g
202
<o y =-0,0003x + 0,6969
’ R2=0,9983
0
200 400 600 800 1000

Concentracao Trolox (uM)
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Apéndice F - Curva Padrao de Trolox para ABTS (Etanol)

Amostra Soluc¢io padrao Trolox (uM) Absorbancia (734 nm)
A 0 0,678
B 100 0,682
C 200 0,650
D 400 0,590
E 600 0,535
F 800 0,481
G 1000 0,432
0,800

~ 0,700 g-...

a E) [ ) S T .«

=0600 [ e ...

i ...

£oso0 | e ...

....... <

§ 0.400

£ 0,300

2 0,200

e 0.100 y =-0,0003x + 0,6952
’ R?=10,991

0,000
0 200 400 600 800 1000

Concentragao Trolox (uM)
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Apéndice G - Curva Padrao de Sulfato Ferroso para FRAP

Amostra Soluc¢ao Sulfato Ferroso (uM) Absorbancia (734 nm)
A 0 0
B 500 0,380
C 1000 0,675
D 1500 0,918
E 2000 1,194
1.4
’E“ 1,2 e 3
- 1 .
% =
— 0,8
5 ..
ng 0’6 -
=
2 0.4 ...
;% y =0,0006x +0,0482
0,2 R?=0,9927
0 e
0 500 1000 1500 2000

Concentragdo de Sulfato Ferroso

(M)
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