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RESUMO

A Kappaphycus alvarezii & uma macroalga vermelha muito utilizada para
obtencdo de biofertilizantes e carragena. As algas sio submetidas a processo
fisico para obtengdo dos biofertilizantes, e sdo gerados subprodutos secos que
contém carragena. A carragena € um polissacarideo com ampla aplicacao como
espessante, gelificante, emulsificante e estabilizante na indlstria de alimentos e
farmacéutica. O objetivo do trabalho foi otimizar o método convencional de
extragao de carragena da alga Kappaphyvcus alvarezii e caracterizar o produto.

Para isso, os subprodutos sdlidos das algas, do processo de biofertilizantes, foram



primeirarmente caracterizados em relacio a composicdo proximal e depois
submetidos a extracdo de carragena pelo método convencional e por métodos
experimentais. Mos experimentos forarm modificadas varidveis nas etapas de
branqueamento e secagem no processo de extracio alcaline a frio, e avaliado a
etapa de gelificacdo e remogad de agua pelo processo de congelamento e
descongelamento. Inicialmente, foi determinado a composigdo proximal da
farinha de alga, e a caracterizagdo das carragenas extraidas do subproduto da
alga e comerciais foi realizada através da andlise de FTIR e andlise quantitativa de
grupamento 3,6-anidro D-galactose. A farinha de alga apresentou 33,0% de
cinzas, 11,8% de urmidade, 0,5% de lipidios, 4,6% de proteinas e 50,1% de
carboidrato. Os teores de 36-anidro D-galactose da k-carragena refinada
comercial [45,7%) e das amostras dos testes 1 [extracio convencional) [46,0%), 3
[42,2%), &4 (43,5%), 5 (41,5%) e 7 (38,8%) ndco apresentaram diferenga significativa
[p=0,05). A analise por FTIR demonstrou que todas as bandas geradas
apresentam caracteristicas de k-carragena, exceto o teste 4. Portanto, foi possivel
reduzir emn 60h o processo de extracao de carragena do subproduto de alga e

obter produto com caracteristicas de k-carragena refinada.

Palavras-chave: gruparmento D-galactose, otimizacao de extracio,

polissacarideo.

ABSTRACT

Kappaphyvcus alvarezil is a red macroalgae widely used to obtain biofertilizers
and carrageenan. The algae are submitted to a mechanical process to obtain
biofertilizers, and dry waste containing carrageenan is generated. Carrageesnan is
a polysaccharide widely used as a thickener, gelling agent, emulsifier and
stabilizer in the food and pharmaceutical industries. The objective of this work
was to optimize the conventional method of extracting carrageenan from the
seaweed Kappaphycus alvarezii and to characterize the product. For this, the
solid residues of algae, from the biofertilizer process, were first characterized in
relation to the proximal composition and then subjected to carrageenan
extraction by the conventional method and by experimental methods. In the

experiments, variables were modified in the bleaching and drying steps in the



cold alkaline extraction process, and the gelation and water removal step by the
freezing and thawing process was evaluated. Initially, the proximal composition
of the seaweed flour was determined, and the characterization of the
carrageenans extracted from the seaweed residue and commercial ones was
carried out through FTIR analysis and quantitative analysis of the 3 6-anhydrous
D-galactose group. Seaweed flour had 33.0% ash, 11.8% moisture, 0.5% lipids, 4.6%
proteins and 50.1% carbohydrates. The levels of 3,6-anhydrous D-galactose in
commercial refined k-carrageenan [45.7%) and in test samples 1 (conventional
extraction) (46.0%), 3 [42.2%), 4 [43.5%), 5 [41.5%) and 7 (38.8%) showed no
significant difference (p=0.05). FTIR analysis showed that all bands generated had
k-carrageenan characteristics, except for test 4. Therefore, it was possible to
reduce the carrageenan extraction process from seaweed residue by 60 hours

and obtain a product with refined k-carrageenan characteristics.

Keywords: D-qgalactose group, extraction optimization, polysaccaharide

1. Introducao

A macro alga vermelha Kappaphycus alvarezil € a mais cultivada no mundao,
sendo a principal matéria-prima para a producio de k-carragena (FAO, 2018).
Alémn disso, essa alga apresenta vitaminas, fibras, minerais, cerca de 3,3% de
proteinas e baixo teor de gordura (RUDKE; DE ANDRADE; FERREIRA, 2020).

Ern 2018, a produgdo mundial de algas marinhas alcangou a marca de 32,4
milhdes de toneladas (FAD, 2020), no Brasil uma producio de 700 toneladas da
Kappaphycus alvarezil, sendo que o cultivo em escala comercial desta macroalga
foi introduzido pioneiramente no Rio de Janeirc em 2002 e em 2021 Toi
autorizado o cultive em Santa Catarina pelo IBAMA, se tornando urma alternativa

rentavel para maricultores da regido (PANORAMA DA AQUICULTURA, 2020).

O extrato da alga Kappaphyous alvareziivermn sendo utilizado como bicfertilizante
[GELLI et al.,, 2020) e 0 processo de obtencao desse extrato gera um sdélido que
contém carragena, um polissacarideo linear sulfatado constituido por
subunidades de B-D-galactose e 36-a-anidro-D-galactose, classificada de acordo

com a posicao e o numero de grupos sulfato (PEREIRA, 2004). Carragena & um



aditive amplamente utilizado na indlstria alimenticia como espessante,
geleificante, emulsificante e estabilizante ([RANGANAYAK]: SUSMITHA,
VIJAYARACGHAVAN, 2014), na indlstria farmacéutica como excipiente de
medicamentos, devido a sua excelente compatibilidade e viscoelasticidade

durante a compressao (CAMPO et al., 2009).

A carragena pode ser obtida como produto refinado ou semi-refinado. A refinada
apresenta um gel claro, transparente com alto grau de pureza, ja a semi-refinada
& de baixo grau de pureza, se caracteriza por um gel opaco, corm a presenga de
celulose e fibra. Os métodos empregados para extracao de carragena refinada
sa0 processos complexos e caros, existern atualmente trés métodos empregados
sendo eles: drum drying, precipitacao por alcool e gel press, onde a carragena é
extraida da alga quando aquecida em dgua, sendao o residuo removido por
filtracdo e a carragena recuperada da solucao por precipitacao com alcool ou por

congelamento e descongelamento (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2011).

Com a intengdo de reduzir os custos da extracao, foi desenvolvido o processo de
extracdo de carragena semi-refinada, conhecida como farinha de algas marinhas
[ADITIVOS & INCREDIENTES, 2011). O processo de produciao consiste em lavar as
algas para remover compostos soluveis em solucdo alcalina e agua, deixando a
carragena e outras matérias insollveis na estrutura do talo. O residuo insollvel,
composto por carragena e celulose, é seco e moldo para obtencio da carragena
semi-refinada (MCHUGH, 2003).

As carragenas sao diferenciadas de outros hidrocoldides por conter 3,6 anidro
galactose e o numero e posicao dos grupos de éster sulfato, avaliando grupos
funcionais através da espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR) para identificar e caracterizar as carragenas. [MONTOLALL et al,,

2008, ADITIVOS & INGREDIENTES, 2011).

Algumas caracteristicas recldgicas s8o afetadas pelos diferentes pardmetros, tais
como temperatura, tempo e tratamentos utilizados nos processos de extracac da

carragena (MURNOZ; FREILE-PELEGRIN; ROBLEDO, 2004; HAYASHI; PALLA;



CHOW, 2007a; HAYASHI et al, 2007b; REIS; YONESHICGUE-VALENTIN; DOS
SANTOS, 2008, HUNG et al, 2009; PEREIRA et al,, 2009a).

Visto que, as algas Kappaphyous alvareziisdo utilizadas para a obtencdo de
biofertilizantes, e nesse processo gera um residuo que pode conter alto teor de
micro e macronutrientes [LAYEK, 2015), dentre eles carragena (HAYASHI, 2007;
PEREIRA, 2004), otimizar métodos de extracao de carragena desse subproduto &
viavel para melhorar o aproveitamento desse recurso natural e reduzir tempo de
extragdo. Além disso, a caracterizagdo das carragenas obtidas devem ser
avaliados para evidenciar a possibilidade de aproveitamento deste subproduto
para produgdo de carragena. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar
diferentes métodos de extracado de carragena da alga Kappaphicus alvarezil,
desidratada apds obtengdo de biofertilizantes, e avaliar as caracteristicas dos

produtos.

2. Material e métodos

2.1 Material

As algas vermelhas, utilizadas para extracao da carragena, pertencem i espécie
Kappaphycus alvarezil. O subproduto da alga seca foi disponibilizado por uma
empresa situada no litoral sul do Rio de Janeiro, Brasil. A amostra (farinha de
alga) passou por um processo de moagem e peneiramento para obter uma
granulometria uniforme e padronizada com tamanho de particulas menores que
2 mm. A amostra utilizada como padrao de k-carragena refinada foi fornecida

pela empresa IFF - International Flavors & Fragrances.

2.2 Extragdo convencional de carragena

A extragdo convenciconal de carragena € baseada em um tratamento alcalino a
frio, seguido de um tratamento alcalino a quente e por fim extracdo agquosa
(Figura ). Para isso, inicialmente a amostra (20 g) foi hidratada com agua por 1 k.
Ermn seguida, foi adicionado uma solucao de KOH &%, e ficou em repouso em
temperatura ambiente por 24 h. Apds, a solucao de KOH foi removida e a

amostra foi exposta ao sol por 24 h para o brangueamento. Na sequéncia, a



arnostra foi lavada com agua corrente até pH t Besecaemestufa a 45 °C até a

massa constante. Esse tratamento foi identificade como tratamento alcalino a

fric.

Em sequida, a amostra seca do tratamento alcalino a frio recebeu o tratamento
alcalino a quente, onde a amostra foi novamente hidratada com dagua por1h, e
depois foi adicionado uma solugdo de KOH 6%, onde ficou por mais 1 h. Posterior,
a amostra permaneceu sob agitacao por 2 h a temperatura de 80 °C, na
sequéncia foi realizada a lavagem da amostra em agua corrente até pH + 8, e

secagem em estufa a 45 °C/60 °C.

Apds esses dois pré-tratamentos, foi realizada a extracdo aquosa para obtencao
da carragena, no qual a amostra foi novamente hidratada por 1 h, em seguida foi
processada com d&gua para obter uma pasta, e realizada a extracio sob agitacao

por 2 ha 80 "C.

Posteriormente, a amostra foi filtrada, e ao filtrado foi adicionado KCI 0,2% para
geleificacdo, e agitado por 15 min. Por fim, foi realizado o congelamento e
descongelarmento da amostra duas vezes para remocio da dgua e a secagem foi
conduzida ermn estufa a 45 °C por 12 b, na sequéncia, a termperatura foi

aumentada para 60 °C para secagem até a massa constante.

Figura 1: Fluxograma das etapas de extracac convencional de carragena
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Fonte: Autores, 2023

23 Otimizagdo do método de extracdo de carragena

Para otimizar o método foram conduzidos 7 testes de extracio alterando a etapa

de brangueamento e secagem da amostra no tratamento alcalino a frio, e

avaliado a etapa de gelificagéo (adigdo de KC| 0,2%) e remocio de dgua pelo

processo de congelamento e descongelamento, para reduzir o tempo de

extracao, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Condigdes de otimizacdo de extracao de carragena da farinha de alga

Secagem Remogd
Secagem N
Brangue tratamen | Gelificag o agua
Teste tratamen ) _ Secagem
amento N to a a0 extragao
to a frio
quente aquosa
1* Sol Sim Sim Sim Sim Estufa
2 Estufa WETs! MNao MNao Mao Estufa




Leito
3 Estufa Sim Mao Sim Sim fluidizad
o
& Estufa Sim MNao Sirm Mao Estufa
5 Estufa Mao Mao Sim Sirm Estufa
& Estufa WETs! Mao Mao Sim Estufa
7 Sol MNao WETs] Sim Sim Estufa

Fonte: Autores, 2023. *Processo convencional de extracdo de carragena refinada.

O teste 1 foi conduzido de acordo com a extracao convencional, |4 o teste 2 3
etapa de brangqueamento foi substituida pela secagerm em estufa, nao foi
realizada a secagem entre uma etapa e outra e também nao foram realizadas as
etapas de gelificagdo e remogdo de dgua por congelamento. Mos testes 3 e 4 foi
realizada a secagem da amostra ao final do tratamento alcalino a frio, a amostra
nao foi seca entre as etapas de tratamento alcalino a quente, porém no teste 3 foi
realizado a etapa de gelificacdo e congelamento da amostra e secagem em leito
fluidizado e no teste 4 foi realizada somente a etapa de gelificacao, nado
realizando a remocdo da dgua pelo processo de congelamento e

descongelarmento e secagem em estufa.

Os testes 5 e 6 foram conduzidos juntos, somente alterando a etapa de
gelificagdo, no qual o teste 5 foi realizado a gelificacao e o teste 6 ndo foi
adicionado o KCI, as demais etapas foram as mesmas. O teste 7 foi realizado o
brangqueamento ao sol conforme teste 1, e ndo forarm realizadas as etapas de
secagem apods os dois tratamentos, j8 o processo de gelificacdo e remocao de
agua foram mantidas, e realizada a secagem em estufa para obter o produto
final. As amostras de carragenas obtidas foram analisadas conforme descrito na

caracterizagao da carragena.

2.4 Caracterizagdo da carragena



2.4 Composigdo proximal

O teor de umidade, cinzas totais, lipidios e proteinas (fator de conversio 6,25) da
farinha de alga foi determinado de acordo com as metodologias descritas no
Instituto Adolf Lutz (1AL, 2008) e Association Of Official Analytical Chemists
[AOAC, 2000) e o teor de carboidratos determinado por diferenga. As amostras
foram trituradas a fim da redugao do tamanho de particulas e todas as andlises

foram realizadas emn triplicata.

2.4.2 Determinagao de 36-anidro D-galactose

Para determinagao de 3,6-anidro D-galactose das amostras de carragena
extraida pelos diferentes métodaos, foi utilizado frutose como padrao e construida
uma curva de 0,02 & 0,06 mg/mL, a partir de urma sclucio estoque de 1 mg/mL.
Foi pesado 100 mg de cada amostra emn tubo Falcon, adicionado 40 mL de dgua
destilada, hidrolisado em banho maria a 85 °C até solubilizacido completa. Apds
resfriamento, o volume foi completado para 50 mL, em seguida, 2 mL da solugao
foi transferido para outro tubo e adicionado 1,5 mL de agua, 0,25 mL de solucao
de Timol 5% e 2,5 mL de cloreto férrico 0,5%. Os tubos foram tampadaos,
homogeneizados e levados ao banho maria a 80 °C por 13 minutos. As amostras
foram entao resfriadas rapidamente em banho de gelo e adicionado 5 mL de
etanol 96%, e homogeneizado novamente. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro da marca Kasvi, modelo K37-UVWVis, em comprimento de

onda de 635 nm (HAYASHI, 2001).

243 FTIR

As amostras de carragena obtidas pelos 5 métodos de extracao e padrao
comercial de k-carragena foram caracterizadas por espectrometria no
Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR, com resolucdo 4 cm”, na faixa
de 4000 - 650 cm™.

Todas as amostras, sélidas e secas, foram colocadas diretamente no
equipamento e os espectros obtidos foram analisados com o software OriginPro

7.0. O espectro da k-carragena refinada comercial e das amostras obtidas pelos



diferentes métodos de extracao forarm avaliados para identificar e caracterizar as
carragenas ([REYES, 2016, ANVISA, 2019).

3. Resultados e discussdes

31 Composigdo proximal da farinha de alga

A farinha de alga apresentou teores de 33,0% de cinzas, 11,8% de urmidade, 0,5%
de lipidios, 4,6% de proteinas e 501% de carboidratos. Altos teores de cinzas
podem ser em virtude desta alga nao ter recebido nenhurm processamento de
lavagem. Esse processo que consiste em uma série de lavagens com agua
destilada permite a retirada de aproximadamente 75% dos sais que constituem
as cinzas do produto ([FAYAZ et al, 2005). Os teores lipidios (0,5%) demonstram
que as algas marinhas apresentam baixo teor lipidico podendo ser urm bom
alimento alinhado a uma dieta de consumo de baixas calorias, e gquanto as
proteinas, os teores foram de 4,6%, valores interessantes para utilizacio dessa

Mmatéria-prima.

Em relagd&o aos carboidratos, o farelo apresentou cerca de 50,1%, valores similares
aos verificados no estudo de Rudke et al. (2020), 50,8 % de carboidratos. Esses
valores demonstram que esse subproduto de alga apresenta carragena, ja que a
mesma & um carboidrato. Além disso, outro carboidrato presente erm algas € a

celulose [ADITIVOS & INGREDIENTES, 2011).

Os resultados de composicao do subproduto de alga sdo similar acs verificado
por Ariffin et al. [2017), o qual evidenciou tecres de 2,5-57% para proteinas, 6,9-
7.53% de umidade, 0,5-2,6 de lipidios e 29,4-30,9% de cinzas, mostrando que sao

boas fontes de proteinas, ricas em fibras e baixo teor de gorduras (BRASIL, 2014).

3.2 Otimizagao do processo de extragao

O tempo necessario para obtencao de carragena refinada pelo método
convencional é de aproximadamente 128 h. Com a proposta de otimizacio do
processo de extracas, foi possivel reduzir o tempo em aproximadamente 60 h

para obtencdo do produto de interesse. Porém, algumas etapas sdo importantes



para obtencado de carragena refinada do tipo kappa, sendo a etapa de gelificacio
essencial, pois a kappa € sensivel ao lon potassio, resultando em géis mais
rigidos. |sso pode ser observado nos testes 2 e 6, nos quais ndo foram realizadas a
etapa de gelificagdo, e o produto final apds secagem apresentou caracteristicas
de plastico, possivelmente celulose, componente presente nas algas (Al 2022,
HAYASHI, 20071).

O processo de brangqueamento ao sal termn por finalidade branguear as amostras
a fim de ter maior aceitagio do consumidor. Essa etapa € viavel guando aplicado
ermn escala laboratorial. A proposta de avaliacao da substituicdo do sol pela estufa
foi para aplicacdo em escala industrial, e apresentou-se favoravel, pois houve o
brangueamento, além disso pode ser realizado com grandes quantidades e as

condigdes climaticas ndo interferem no processa.

3.3 Determinacdo de 3 6-anidro D-galactose

Os testes 2 e 6 ndo foram avaliados em relacao ao teor de galactose, devido a sua
aparéncia de plastico apds o processo de extracao. Nas amostras de k-carragena
refinada (padrac), da extracado convencional (Teste 1) e as amostras resultantes do
processo otimizado de extracdo (Testes 3, 4, 5 e 7) foram determinados o teor de

galactose.

Conforme Al [2022), a carragena tipo kappa contérm 28% a 35% de 3,6-anidro-
galactose. As amostras analisadas apresentaram resultados préxirnos, porém
maicres que a literatura. A amostra comercial obteve 457%, ja as amostras dos
testes 1, 3, 4, 5 e 7 obteve 46,0%, 42 2%, 43 5%, 415% e 38,8%, respectivamente. A
diferenga dos resultados obtidos com a literatura pode ser devido a diferenga no
método utilizado. Mo entanto, a andlise estatistica de todas as amostras

demonstrou que nao houve diferenga significativa entre elas (p=0,05).

24 FTIR

A espectroscopia de FTIR é uma técnica facil de executar, com a finalidade de

caracterizar as estruturas de deterrminada amostra ([PRADO-FERNANDES et al,,



2003). Atabela 2, descreve as principais caracteristicas estruturais das carragenas

do tipo lambda, iota e kappa.

Tabela 2: Absorbancias de espectros de infravermelho das diferentes carragenas

Namero de Carragenanas
i Grupo funcional
cndas (em’) Kappa Tota Lumbda
3HM-3000 O-H + 4 +
L CH + - -
1380-1353 Sulfato + + +
1250-1230 0=5=0 + - -
1150 5=0 + + -
1L60-1155 C-0.C + - -
1125 Ligagic glicosidica ¥ + ¥
1920 50 + + $
1080-1040 C-0+C-0H + - -
1045 C-OH+5=0 + + +
1076 5=0em C, - F +
1012 5=0em C; - - +
1002 Ligacdo glicosidica + ¥ 4
8470075 Ligapin glicosidica + + +
930 C-0-C (3.6-anidrogaiacioss) + + +
S00-E30 Gripo em Cg da F-D-galactose + + +
330-840 C-0-5 em C; da galactose + - 3
B3R5 C-0-5em C; da malactoze ” : +-
B20-BLO Ce-0-3 - - +
B03-BOO COSemCyda3f - T .
anidrogainctoss
T4L-T25 C-O0-Coll—3) t i
03 Sulfstos em Cy zalactoze
613-608 0=5=0 + ¥ +
380 O=5=0 + + ¥

Fonte: PRADO-FERNANDES et al. [2003)

Qs testes 2 e 6 também nao foram realizados andlise no FTIR, devido a sua
aparéncia de plastico apds o processo de extracdo. Os espectros gerados das
diferentes amostras e padrao de k-carragena refinada podemn ser observados na
figura 2. Entre 1200-1250 observa-se banda caracteristica de grupo éster sulfato
(1], entre 900- 950 observa-se uma banda bermn definida, caracteristica de 3-6
anidro-galactose (2), seguida de uma banda caracteristica de B-D-galactose-4-
sulfato entre 850-900 (3] e cutra banda entre 840-850, caracteristico de 3,6-

anidrogalactose-4-sulfato (4), e em 805 uma banda caracteristica de 3,6



anidrogalactose-2-sulfato (5) (COMEZ-ORDONEZ, RUPEREZ, 2011). Portanto,
todas as bandas geradas apresentam caracteristicas de k- carragena. Mo entanto,

o teste 4 nao apresenta bandalenema b ea 2, 3 e 4 bem menos intensa.

O teste 4 apresentou a maior porcentagem de galactose, porém o seu espectro

FTIR teve menor intensidade em algurmas bandas no qual podemos caracterizar
como k-carragena, isso demonstra a necessidade da etapa de remocaoc de agua
pelo processo de congelamento/descongelamento, visto que esse teste 4 foi o

unico que nao foi realizada essa etapa (Tabela ).

Figura 2: Espectros de infravermelho da carragena extraida da farinha de alga

Kappaphycus alvarezil

100 —

. © e k-parragens
' 4

— Teste 1
2 o Teste' 3

— Teste &

- WY

75 , . , ; ; ;
1200 1100 1000 200 500

Mumero de onda /cm-1

Fonte: Autores, 2023.

Portanto, pode-se evidenciar que a etapa de brangqueamento ao sol do método
convencional pode ser substituida pela secagern em estufa, que as etapas de
secagem entre os tratamentos a frio @ a quente ndo s&o necessarias, e as etapas
de geleificagdo e remocdo de dgua por congelamento/descongelamento s3o

necessarios para a obtencdo de k-carragena.



Além disso, foi demonstrado que o subproduto da alga Kappaphycus alvarezii
proveniente da obtengao de bicfertilizantes, & a uma matéria-prima promissora

para a cbtengao de k-carragena.

CONCLUSAD

As etapas da extracdo como geleificacio e remocio de agua por
congelamento/descongelamento s3o essenciais para a cbtencio de k-carragena
refinada, e outras etapas como brangueamento e secagemn entre os tratamentos
podem ser retiradas do processo, contribuindo assim para reducio do processo
de extracdo em aproximadamente 60h. Cormo essas condigdes de extracio foi
possivel obter k-carragena refinada, a qual foi confirmada pelas bandas
caracteristicas e teor de galactose similar a amostra padréo de k-carragena

refinada.

s resultados servem de subsidio para os desenvolvimentos de novas pesguisas,

a fim de avaliar a aplicacdo das carragenas extraidas em diferentes produtos.
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