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RESUMO

Os hidrogéis sdo materiais com elevada capacidade de absor¢do de agua, formados por redes
tridimensionais capazes de reter agua sem dissolucao. Esta caracteristica confere aos hidrogéis
a possibilidade de variadas aplicagdes na industria alimentar, farmacéutica e cosmeética,
apresentando capacidade gelificante e espessante. A microalga Spirulina platensis é uma
cianobactéria amplamente estudada devido ao seu alto teor proteico, bem como as suas
caracteristicas nutracéuticas, considerando os compostos bioativos presentes na sua biomassa,
como ficobiliproteinas, vitaminas, minerais e compostos com capacidade antioxidante.

Este trabalho teve como objetivo o estudar da capacidade de gelificacdo e formagéo de hidrogel
da biomassa integral de S. platensis. Inicialmente foi aplicado um Planeamento Fatorial
Fracionado (PFF) para a avaliacdo dos efeitos de seis variaveis do processo (concentracdo de
biomassa, temperatura, pH, tempo de aguecimento, tempo e velocidade de agitacdo) nas
seguintes respostas do hidrogel formado: firmeza, consisténcia, coesividade e trabalho de
coesdo. Seguidamente aplicou-se um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
usando apenas as variaveis significativas (pH e concentracdo de biomassa).

A partir das andlises estatisticas dos planeamentos experimentais, foi possivel maximizar o
processo de formacdo do hidrogel de acordo com suas caracteristicas de textura, e a analise de
sinérese realizada demonstrou que os géis formados com maiores concentracdes de biomassa
apresentaram uma menor perda de &gua devido a presenca de uma maior concentracdo de
proteinas. Com a analise de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para a amostra
com os fatores maximizados no planeamento, foi possivel identificar as principais bandas dos
grupos funcionais presentes na biomassa e no hidrogel, demonstrando que 0s grupos presentes
na biomassa podem influenciar na formac&o do gel e na capacidade de absorcao de dgua, devido
as interacOes estabelecidas entre 0s mesmos.

A analise por microscopia eletronica de varrimento (MEV) e estabilidade térmica
demonstraram que o gel é, possivelmente, formado por agregados de moléculas de biomassa de
S. platensis gerando o que € designado por hidrogel particulado. As analises de reologia e
viscosidade foram realizadas visando comparar as propriedades mecéanicas dos géis, um
preparado com 22% de biomassa e pH 5,6 (ponto 6timo nos planeamentos) e outro com 12%
de biomassa e pH 5,6. Os geis analisados apresentaram modulo de carga superior ao médulo de
perda para o teste de varrimento de frequéncia, apresentando propriedade elasticas. O teste de
recuperacdo realizado nas amostras, aplicando ciclos de baixa e alta taxa de cisalhamento,

demonstram uma recuperacao de aproximadamente 30% para a amostra de maior concentragdo
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de biomassa (22%), contudo superior & obtida para a amostra com 12% de biomassa que foi de
25%, demonstrando uma baixa resisténcia da estrutura da amostra.

Testes preliminares de impressdo 3D foram realizados para determinar a viabilidade de
impressdo, demonstrando-se que o sistema desenvolvido tem caracteristicas promissoras para
ser processado por esta tecnologia. Porém, sdo necessarios ainda mais estudos para melhorar as

propriedades mecénicas, principalmente no que respeita a recuperacdo do material.

Palavras-chave: Biopolimeros; Proteinas microbianas; Compostos bioativos; Propriedades

tecnoldgicas.
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ABSTRACT

Hydrogels are water-absorbent polymers structured in three-dimensional networks capable of
retaining water without dissolving. This characteristic gives hydrogels vast applications in the
food, pharmaceutical and cosmetics industries, as they have gelling and thickening capabilities.
The microalga Spirulina platensis is a widely studied cyanobacterium due to its high protein
content, as well as its nutraceutical characteristics, considering the bioactive compounds present
in its biomass, such as phycobiliproteins, vitamins, minerals and compounds with antioxidant
capacity.

The aim of this work was to study the gelling capacity and hydrogel formation of whole S.
platensis biomass. Initially, a Fractional Factorial Design (FFD) was applied to assess the
effects of six process variables (biomass concentration, temperature, pH, heating time, stirring
time and speed) on the responses of firmness, consistency, cohesiveness and work of cohesion
for the formation of gels; subsequently, a Rotational Central Composite Design (RCCD) was
applied with the significant variables (pH and biomass concentration).

From the statistics analyses of the experimental plans, it was possible to maximise the hydrogel
formation process according to its textural characteristics, and the analysis of syneresis showed
that the gels formed with higher concentrations of biomass showed less water loss due to the
higher concentration of proteins. With the Fourier transform infrared analysis (FTIR) for the
sample with the maximised planning factors, it was possible to identify the main bands of the
functional groups present in the biomass and the hydrogel, demonstrating the groups that can
influence gel formation and water absorption capacity, due to their interactions.

Scanning electron microscopy and thermal stability analyses showed that the gel is possibly
formed by aggregates of S. platensis biomass molecules generating the so called particulate
hydrogel. Rheology and viscosity analyses were carried to compare the mechanical properties
of two gels, namely a first one with a concentration of biomass of 22% and pH 5.6 (the optimal
point in the plans) and the second with a concentration of biomass of 12% and pH 5.6. The
analysed gels showed a load modulus higher than the loss modulus for the frequency sweep
test, corroborating their elastic properties. The recovery test carried out on the samples,
applying low and high shear rate cycles, showed a low recovery, namely of approximately 30
% for the sample with the highest concentration (22%) and 25% for the sample with the lowest
concentration (12%), demonstrating low resistance of the formed gel structure.

Preliminary 3D printing tests were carried out to determine the feasibility of printing, showing

that the developed system has promising characteristics to be processed by this technology.

viii



However, studies are still needed to improve the mechanical properties, especially in what
concerns the recovery of the material.

Keywords: Biopolymers; Microbial proteins; Bioactive compounds; Technological properties
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Motivacgéo e objetivos

O enriquecimento de alimentos com microalgas € uma vertente atual de pesquisa,
devido, especialmente, ao seu alto teor proteico e perfil de aminoacidos essenciais completo
(Menegotto et al., 2019). As proteinas presentes na biomassa possuem propriedades funcionais
e tecnoldgicas importantes para a industria de alimentos, tais como a capacidade de formacao
de gel e de atuar como espessante.

O estudo das propriedades de gelificacdo pode gerar resultados importantes visando a
aplicacdo da biomassa integral da Spirulina platensis ou da sua fragdo proteica isolada em
alimentos para fins especificos e terapéuticos. Alguns exemplos incluem preparacdes infantis e
0 Seu uso como espessante/estabilizante de matrizes alimentares, agregando valor nutricional a
estes produtos.

Quanto as questdes sensoriais, as proteinas da S. platensis podem contribuir para obter
produtos com caracteristicas mais atrativas para os consumidores dado a cor azul-esverdeada
presente nas ficobiliproteinas, podendo ser uma alternativa para substituir corantes artificias
presentes em diversos produtos. Adicionalmente, os hidrogéis apresentam propriedades
espessantes, que quando adicionados podem fornecer ao produto final caracteristicas sensoriais
melhoradas.

Assim, a aplicacdo de hidrogéis a base de proteinas vegetais e de microalgas tende a
ser uma via promissora devido a sua capacidade nutricional, biodisponibilidade e baixo custo
de producgdo, comparativamente a obtencdo de proteinas animais sendo a produtividade do
cultivo de microalgas significativamente superior por exigir menor area de cultivo (Cleber
Bertoldi et al., 2008) A versatilidade de aplicacdo de hidrogéis torna-se também um fator que
motiva o presente estudo, visto que a sua aplicacdo tem interesse para diversas areas, tal como
a alimentar (agregando valor nutricional e alterando as propriedades fisicas do produto),
farmacéutica (servindo como matriz para a distribuicdo de farmacos de interesse no tratamento
de lesdes ou doencas), e cosmética (como carregador de compostos bioativos, nomeadamente

antioxidantes).



Objetivo geral
Avaliar a formacéo e estabilidade de hidrogéis obtidos a partir da biomassa integral da
microalga Spirulina platensis, tendo em vista a avaliacdo do seu potencial tecnologico para

aplicacdo em matrizes alimentares e outros produtos.

Objetivos Especificos

e Estudar a formacdo de hidrogeis a partir da biomassa integral frente a diferentes
concentragcdes de biomassa de S. platensis, temperatura, pH, tempo de aquecimento,
tempo e velocidade de homogeneizacao durante o processo de gelificacdo. Para o efeito
serdo utilizadas estratégias sequenciais de planeamento experimental;

e Auvaliar o comportamento reoldgico e as propriedades de textura dos hidrogéis formados
bem como sua estabilidade;

e Auvaliar a microestrutura dos hidrogéis através da analise por técnicas de microscopia
eletronica de varrimento (MEV);

e Testes preliminares de impressdo 3D das amostras de hidrogéis mais promissoras.



1. Revisao bibliografica
1.1. Microalgas na alimenta¢do humana
As microalgas tém sido estudadas devido ao seu potencial nutraceutico e funcional,
antioxidante, e como coadjuvante no tratamento contra obesidade (Ambrosi et al., 2008; Moraes
et al., 2013), alem de ser um componente que favorece o aumento da biodisponibilidade de
nutrientes em matrizes alimentares. A Tabela 1 apresenta diferentes microalgas e suas
composig¢des quimicas de acordo com o estudo desenvolvido por Molino et al.( 2018).

Tabela 1 - Composicdo quimica de diferentes microalgas em base seca

Microalga Proteinas (%) Carboidratos (%) Lipidos (%) Fibra alimentar total (%)
Spirulina platensis 46.76 + 0.95 3.32+0.05 1.40 £0.12 42.82+1.20
Chiorella vulgaris 45.64 +1.20 5.30 + 0.50 313021 35.04 + 1.60

Scenedesmus almeriensis  12:93 +0.69 451041 2.05+0.12 22.60 1.50
Dunaliella salina 10.03 +0.57 25.31+1.55 3.49+0.10 8.97 +0.50
Nannochloropsis sp. 26.67 +1.10 32.05+0.70 15.30 +0.24 17.67 +0.80

Fonte: (Molino et al., 2018)

O consumo de algas pelos humanos data de bastante tempo atrés. Registos mostram
que a Spirulina foi encontrada em regides da Africa em meados de 1960, em expedicdes
realizadas na regido, sendo a alga consumida por tribos locais que habitavam nas proximidades
dos lagos com agua alcalina de Niger e Chade. Mais tarde outros relatos mostraram que a alga
estava presente em lagos também na regido do México (Vonshak, 1997).

A procura por alimentos mais saudaveis por parte dos consumidores tem crescido
consideravelmente nos Gltimos anos devido a mudanca de habitos alimentares da populacdo em
geral, que pretendem um estilo de vida mais saudavel. Nos Gltimos anos, microalgas de
diferentes espécies tem sido identificada sendo comercializadas em diversas formas tais como
comprimidos, capsulas ou na forma de p6 (Sampaio et al., 2016), motivando também o aumento
da sua producdo em larga escala.

Ainda a produgéo e incorporac¢dao de microalgas em alimentos tem sido desenvolvido
com o intuito de acrescentar valor nutricional em produtos comuns como em pées, biscoitos,
massas e bebidas. Adicionalmente, varias pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar o
comportamento da adi¢do da biomassa e componentes de microalgas em matrizes alimentares,
nomeadamente quanto as suas qualidades sensoriais e propriedades tecnoldgicas (Kusmayadi
etal., 2021).



1.2. Spirulina platensis: historico e classificagédo

A Spirulina ou Arthrospira platensis é considerada a planta viva mais antiga da Terra
com cerca de 3,6 bilhGes de anos e uma das primeiras formas de vida fotossintéticas produtoras
de oxigénio (Soni et al., 2017). De acordo com a sua taxonomia pertence ao filo das
Cyanobacteria, classe Cyanophyceae, ordem Oscillatoriales, familia Microcoleaceae e género
Arhospira (Algae Base, 2019).

E uma cianobactéria de coloracdo verde-azulada, possui caracteristica filamentosa
com tricomas que podem variar de 200 - 300 um de comprimento e 5 — 10 um de largura,
apresentado na Figura 1. Sua reproducéo ocorre atraves de fissdo bindria onde um hormogonio

gera um novo tricoma e origina um novo filamento (Sampaio et al., 2016).

Figura 1 - Tricoma da cianobactéria Spirulina platensis
Fonte: (Borowitzka, 2018)

1.3. Composicao nutricional da Spirulina platensis

A Spirulina possui uma elevada concentragdo de proteinas, cerca de 60-70% de sua
massa seca, sendo esta considerada um dos maiores teores de proteinas encontradas em
alimentos naturais (Chaiklahan et al., 2011). Além disso, um ponto importante a se considerar
sobre esta microalga é que possui uma alta digestibilidade devido a sua parede celular ser
composta por polissacarideos (lersel & Flammini, 2010) e ndo apresentar celulose,
proporcionando uma maior biodisponibilidade de compostos organicos.

A S. platensis possui cerca de 5% de lipidos, compostos principalmente de acidos

gordos saturados que representam 81,6% (Morais & Costa, 2008), contetido que pode ainda
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variar de acordo com as condic6es de produgdo da biomassa, como 0 meio de cultivo. Os &cidos
gordos polinsaturados principais presentes na biomassa sdo o alfa-linolénico e o gama-
linolénico, estes dois representam cerca de 1% da sua massa seca total (Borba & Ferreira
Camargo, 2018). A Tabela 2 apresenta a quantidade de &cidos gordos em algumas microalgas,
percebe-se que a biomassa de Spirulina platensis possui a menor quantidade do componente

dentre as outras.

Tabela 2 - Quantidade de acidos gordos (mg/100g) presentes em diferentes espécies de microalgas em

base seca
Microalga SFAs MUFAs PUFAs
Spirulina platensis 387,64 £1,61 553,10 £ 1,75 115,31+ 0,98
Chlorella vulgaris 661,37 + 4,32 442,35+ 1,26 1266,40 + 0,47
Scenedesmus almeriensis 349,11 + 4,58 235,42 +2,80 532,25 + 1,00
Dunaliella salina 1532,68 + 1,70 567,56 + 1,29 1055,97 £ 0,75
Nannochloropsis sp. 2316,54 £ 2,02 3639,30 + 2,77 5043,91 + 3,28

SFAs (acidos gordos saturados); MUFAs (acidos gordos monoinsaturados); PUFAs (acidos gordos polinsaturados).
Fonte: Molino et al. (2018)

Atualmente a S. platensis estd disponivel como suplemento alimentar, pelas
propriedades que incluem uma variedade de bioatividades, como propriedades antialérgicas,
antioxidante e antibacterianas (Chen et al., 2016; Finamore et al., 2017; Nuhu, 2013)

1.3.1. Carboidratos e proteinas da microalga Spirulina platensis

Os carboidratos sd&o uma fracdo importante da composi¢do das microalgas sendo
possivel distinguir os carboidratos de armazenamento e o0s estruturais. Entre os carboidratos de
armazenamento existem cinco tipos, amido, amido florideano, glicogénio, crisolaminarina e
paramilo. Os carboidratos estruturais, fazem parte da parede celular, e sdo geralmente
compostos por multiplos tipos de residuos de monossacarideos (Bernaerts et al., 2019).

Existem poucos estudos sobre os carboidratos da parede celular presentes em
microalgas, sendo comum encontrar apenas a determinagéo dos carboidratos totais. Um estudo
realizado por Bernaerts et al. (2018) avaliou a concentracdo de polissacarideos de
armazenamento, polissacarideos de parede celular e extracelulares além de substancias
poliméricas extracelulares, em 10 microalgas, particularmente, estando na Tabela 3 apresentada
composi¢do em monossacarideos dos polissacarideos da parede celular (PC) e das substancias

poliméricas extracelulares (EC) da Spirulina platensis.



Tabela 3 - Quantidade de monossacarideos presentes em estruturas da Spirulina platensis

Monossacarideo PC (%0) EC (%)
Glicose 498+5.8 11.8+04
Galactose 3.8+£0.3 11.1+0.6
Xilose ND 2.7+0.3
Manose 29.8+3.7 1.7+0.1
Ramnose 6.7+0.9 29.1+14
Arabinose ND ND
Fucose ND 8.9+0.2
Ribose ND 25.8+0.8
Glucosamina 21+03 ND

*PC (polissacarideos da parede celular); EC (substancias poliméricas extracelulares)
Fonte: (Bernaerts et al., 2018)

Alem da presenca de carboidratos na biomassa a Spirulina possui grande concentracao
de proteinas na biomassa, a qual se torna ainda de maior valor devido a sua biomassa conter
todos os aminodcidos essenciais, correspondendo a cerca de 47% da massa total de proteinas
(Soni etal., 2017)

A microalga S. platensis possui na sua composicdo proteica ficobiliproteinas,
pigmentos com fungdo de "captar” luz para a realizagdo da fotossintese (Lupatini, 2016). As
ficobiliproteinas das microalgas sdo classificadas em trés grupos: ficoeritrina, aloficocianina e
ficocianina (Santiago-Santos et al., 2004). De destacar que estes compostos bioativos tém
grande valor para diversas inddstrias como a alimentar, farmacéutica, cosmética, entre outras
(Rodrigues, 2017)

O alto teor proteico e diversidade de aminoacidos presente na biomassa da Spirulina
sugere que a mesma apresenta propriedades funcionais e tecnoldgicas de interesse para o
mercado, o que pode ser potenciado quando combinado com os carboidratos presentes. Mesmo

assim, existem poucos estudos descritos na literatura que explorem estas propriedades.
1.4. Aplicacgdes da biomassa e da fragéo proteica da Spirulina platensis

Devido ao seu potencial, a biomassa da Spirulina platensis tem sido alvo de diversos
estudos. Na industria alimentar é bastante utilizada como fonte para desenvolver novos
produtos com propriedades nutracéuticas, acompanhando a tendéncia do mercado onde a
procura por alimentos mais saudaveis com maior teor de proteinas e compostos bioativos tem
aumentado (Almeida et al., 2021).



No trabalho realizado por Atik et al. (2021), os autores desenvolveram um produto
alimentar denominado kefir vegano fortificado com a biomassa de S. platensis. O kefir foi
produzido a partir de leite de améndoas e de soja incorporado com Spirulina em pd. O produto
final demonstrou que a adicdo de S. platensis possui efeito promotor na producdo de
Lactobacillus sp. e Lactococcus sp. durante o periodo em que permanece refrigerado.
Adicionalmente, apresentou também um aumento do conteudo fenolico total devido ao
aumento da proporcdo de Spirulina adicionada, demonstrando que a microalga pode ser
utilizada como suplemento alimentar para melhorar as caracteristicas nutricionais do produto.

Na pesquisa realizada por Silva et al. (2022), foi analisada a obtencdo de um extrato
proteico de S. platensis e avaliado o seu potencial emulsionante na producéo de emulsdes 6leo-
agua, tendo-se realizado para o efeito um planeamento experimental sequencial. Os autores
demostraram que as emulsées com melhor estabilidade foram obtidas a partir da formulacao
com 4% em massa do concentrado proteico para a razdo 6leo/agua de 30/70 (m/m) e pH 7,0.
Concluiu-se assim que o extrato proteico da microalga pode ser proposto como um
emulsionante natural para substituir proteinas de origem animal e sintéticas.

No trabalho desenvolvido por Blanco-Vieites et al. (2022) foram utilizadas diferentes
microalgas como ferramenta de biorremediacao sustentavel para tratar efluentes da indudstria
siderdrgica. Os autores reportaram uma reducdo de 97,5% da concentracdo inicial de ferro
presente nas aguas residuais.

No estudo desenvolvido por Aydinoglu & Unal (2019), estudou-se a influéncia da
biomassa de Spirulina platensis na producdo de hidrogéis de quitosana reticulados com
genipina para facilitar o transporte de farmacos. Os resultados indicaram que a adicdo da

biomassa gerou um hidrogel promissor para atuar como sistema transportador de farmacos.

1.5. Propriedades funcionais-tecnologicas da biomassa e da fracédo proteica de Spirulina

platensis

As microalgas fotoautotroficas possuem biopolimeros estruturais, como proteinas e
polissacarideos de armazenamento, estando estes relacionados com a parede celular. Estes
podem ser utilizados para modificar as propriedades reoldgicas de produtos alimentares
enriquecidos (Bernaerts et al., 2019); nomeadamente, modular as propriedades gelificantes e
espessantes, aspetos de elevado interesse para varios setores industriais.

Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas com a fragéo proteica isolada da biomassa de

microalgas. Chronakis (2001) estudou as propriedades reolégicas de S. platensis tendo
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observado um aumento da viscosidade devido a desnaturacdo proteica acima de 50 °C, tendo
sido possivel formar géis por aquecimento a 90 °C quando o isolado proteico é utilizado em
baixas concentracoes (1,5% - 2,5%).

Lupatini (2016) estudou as propriedades funcionais-tecnoldgicas para o concentrado
proteico de S. platensis. O concentrado apresentou solubilidade minima a pH 3 e méxima a pH
9. A capacidade de absor¢do de &gua foi maior para concentragdes menores do concentrado,
com valores de 1658,39% para 0,4% do concentrado proteico. Para a capacidade de formacéo
de gel, observou-se que é necessaria uma concentracdo superior de concentrado proteico
(minimo 12%), para que ocorra maior penetracdo de dgua nas moléculas e se forme a rede do
hidrogel.

Existem poucos estudos na literatura apresentando as propriedades funcionais-
tecnoldgicas da biomassa integral da S. platensis. O trabalho desenvolvido por Devi &
Venkataraman (1984), apresentou as propriedades funcionais da biomassa integral e do
concentrado proteico de S. platensis. A avaliacdo da capacidade de absorcdo de agua foi maior
na biomassa integral quando comparado com o concentrado proteico o que sugere, segundo 0s
autores, que os componentes hidrofilicos presentes na biomassa contribuam positivamente para
a funcionalidade da mesma.

A disrupcdo celular da biomassa de S. platensis pode libertar compostos intracelulares
aprisionados no interior das células da microalga, tornando desta forma os compostos
disponiveis para formar agregados de particulas o que pode resultar numa viscosidade superior
e numa melhor estrutura de rede. Adicionalmente, podem aumentar a biodisponibilidade desses

compostos bioativos (Bernaerts et al., 2019).
1.6. Hidrogéis
1.6.1. Classificacdo e formacao de hidrogéis

Segundo Beaumont et al. (2021), um hidrogel pode ser definido como uma rede
tridimensional formada por cadeias poliméricas hidrofilicas unidas por reticulagdo. As
propriedades de ligacdo presentes na matéria prima do hidrogel determinam a capacidade de
formacdo aumentando de volume ao absorver dgua, mas ndo se solubilizando na mesma. A
Figura 2 apresenta as principais classificacfes de hidrogéis e as diferentes propriedades que
estes podem assumir.

Nos hidrogeis podem-se definir duas formas de reticulacdo principais, tais como

apresentado na Figura 2, a fisica e a quimica. Nos géis formados por reticulagdo fisica, aplicam-
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se processos fisicos como temperatura, alta pressdo, concentracdo salina ou pH. Cao &
Mezzenga (2020) reportou que a reticulagdo fisica forma géis através do estabelecimento de
pontes de hidrogénio, forcas electroestaticas, forcas de Van der Walls e interacdes hidrofobicas.
Os hidrogéis reticulados quimicamente por sua vez apresentam ligacdes covalentes, formadas

por reagdes catalisadas por enzimas ou condensacgéo de diversos grupos funcionais.

Homopolimero |

pa—
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Pressdo e Peso | Copolimero | TO10C08
i i — Bioquimica i
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Semicristaling_| p. o ‘ - J Reticulagdo | Quimico |
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Figura 2 - Classificacdo de hidrogéis com base em diferentes propriedades

Fontes: (A. de Almeida & de F. Gimenez, 2022)

Os hidrogéis obtidos a partir de proteinas vegetais possuem uma formacéo especifica,
pois a maioria das proteinas derivadas de plantas sdo proteinas globulares (Cao & Mezzenga,
2020). A gelificacdo dessas proteinas ocorre através de uma forca motriz que desdobra as
cadeias da proteina na sua conformacdo globular original. Este desdobramento pode ser
motivado por um fendmeno térmico, ocorrendo a associacdo e dissociacdo de proteinas e
posterior agregacdo podendo envolver interacBes hidrofobicas, e interagdes entre outras
moléculas para formar uma rede tridimensional (Baier & McClements, 2005).

A Figura 3 representa a gelificacdo térmica das proteinas globulares, tanto pela via de
formagé&o atraves de aquecimento como pela via de arrefecimento, demonstrando o processo de
dissociagdo-associacdo gerando a desnaturacdo parcial da proteina seguida da agregacao das

moléculas.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de gelificacdo térmica de proteinas globulares
Fonte: (Zhong et al., 2021)

1.6.2. Aplicacdes de hidrogéis

Na industria farmacéutica e de cosmética, os hidrogéis podem ser utilizados como
transportadores de compostos bioativos de interesse enquanto que na area médica sdo utilizados
para aplicacOes topicas no tratamento de queimaduras ou feridas superficiais. Como exemplo,
o trabalho desenvolvido por Hu et al. (2022), onde foi desenvolvido um hidrogel bioativo com
capacidade de adesdo e biocompatibilidade carregando componentes ativos de berberina e da
S. platensis resultando num produto final que apresentou uma boa atividade bactericida
sinérgica e de antiviruléncia.

Um exemplo estudado, e com interesse para a industria cosmética, é o trabalho
realizado por loannou & Labrou (2022), onde se desenvolveu um hidrogel estavel com
potencial em cosmetologia como agente esfoliante da pele, utilizando enzimas proteoliticas da
S. platensis. Adicionalmente, os autores descrevem que o0 uso das enzimas da S. platensis €
condizente com a procura por produtos mais sustentaveis e fontes sustentaveis.

Na inddstria alimentar podemos citar varias aplicagGes dos hidrogéis. Uma delas é o
2016). No
estudo desenvolvido por Alves & Domingues (2017), foi elaborado um hidrogel energético com

tofu, um hidrogel formado principalmente a base de proteina de soja (Wu et al.,

a adicdo de extrato de hibisco. Os hidrogéis foram elaborados com base na combinagdo
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proteina/carboidrato, nomeadamente proteina de arroz e amido de arroz em diferentes

proporc¢des, para além de formulagdes com adicdo de pectina com o intuito de reduzir a sinérese

do gel. No final do estudo o produto desenvolvido apresentou propriedades antioxidantes e

energéticas, tornando o produto atrativo para um nicho de consumidores, como por exemplo

pessoas praticantes de atividade fisica intensa.

Outra aplicacdo na industria alimentar onde os hidrogéis assumem um papel relevante,

€ 0 uso de hidrogeis para formar embalagens biodegradaveis com polimeros naturais, resultando

em vantagens tais como baixa geracao de residuos poluentes. A Tabela 4 apresenta um conjunto

de diferentes tipos de hidrogeéis de base natural e respetivas aplicacdes.

Tabela 4 - Propriedades de hidrogéis utilizados em embalagens alimentares

Referéncias

Polimero Material Origem  Solubilidade Vantagens Desvantagens
. - Altamente
Polissacarideos Amido Plantas Agua Alta blocompatlbllldade hidrofilico, (J. Zhang,
com polimeros ) 2015)
quebradico
Propriedades de
Chiclete Resinas Agua Propr_ledades barfe!ra (Nouri et al.,
emulsionantes. mecénicas 2018)
instaveis e fracas
alaa ) Propriedades Instabilidade (Parreidt et
Alginato g Agua, etanol  autocurativas, barreira  contra radiagdo
marinha ) : al., 2018)
ao vapor de agua. OuU manuseio
Versatilidade formadora Processo
Celulose - < de filme, étima barreira, . (Sahaetal.,
. Bactérias Agua - A laborioso de
bacteriana propriedades mecanicas - 2019)
P isolamento
e térmicas.
. . . Etanol, Propriedades - (Moreno et
Proteina Zeina Milho acetona formadoras de filme Fragil al., 2019)
Propriedades de barreira Resisténcia a
Isolado de . " a gases, filmes . - (H. Zhang et
P . Soja Agua, etanol : agua, rigida e
proteina de soja responsivos a pH e ; al., 2014)
quebradica
temperatura
Grande capacidade de
. . < gelificacdo, filmes Altamente (Said et al.,
Gelatina Colageno Agua responsivos ao pH e a hidrofilico 2023)
temperatura
) ) Propriedades de Baixa resisténcia
Libidios Acetoalicerideos Acido Agua por estiramento, mecanica, baixa  (Ramos et
P g graxo emulsao permeabilidade reduzida permeabilidade al., 2012)
ao vapor de dgua ao oxigénio
) Capacidade Altamente (Morales et
Outro Lignina Madeira  Agua, etanol antioxidante, altas hidrofilico,
. s . al., 2022)
propriedades mecanicas quebradico.
Biomassa  Solventes Otimas propriedades Filmes frageis e (Stefaniak
Acido polilctico de milho organicos mecanicas fracos &zl\(/)lgi()ak’

Fonte: adaptado de (Leyva-Jiménez et al., 2023)
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No trabalho realizado por Moreira et al. (2011), os autores desenvolveram hidrogéis
energéticos com sabor de limdo com adicéo de S. platensis, os ingredientes para elaboracéo dos
hidrogéis foram selecionados com base em produtos similares encontrado em mercados da
regido e na legislacdo vigente. Como resultados obtidos, formaram-se hidrogéis com
concentragcdes de Spirulina platensis de 0,1%, 0,25% e 0,4%, a formulacdo que teve maior
adicdo da microalga foram os géis que obtiveram maior aceita¢do, demonstrando uma aplicacao

dos hidrogéis de maneira direta na alimentacdo humana.
1.7. Técnica de impressédo 3D

A impressao 3D também conhecida como manufatura aditiva (AM) é uma técnica que
tem sido amplamente investigada no setor alimentar, pois permite a personalizacdo do design
de alimentos, facilitando a cadeia de abastecimento visto que se pode manipular o seu formato.

A impressdo 3D de alimentos pode ainda ampliar as fontes alimentares da populacéo,
pois permite o uso de fontes ndo-convencionais como biomassa de insetos, fibras alimentares
vegetais e subprodutos da industria alimentar (Payne et al., 2016; Tran, 2016). Tal torna-se uma
oportunidade para a industria pois a técnica pode ser utilizada na area alimentar em alimentos
com requisitos especificos como alimentos militares, espaciais, idosos e alimentos de
confeitaria (Liu et al., 2017; Pan et al., 2022).

Atualmente existem quatro técnicas principais de impressdo 3D: impressdo baseada em
extrusao, impresséo por sinterizacao seletiva (SLS), jato de encardenacdo e impressao a jato de
tinta (Liu et al., 2017). As vantagens e desvantagens da aplicacdo destas técnicas estdo
apresentados na Tabela 5.

A metodologia de impressdo de maior interesse para o trabalho é a baseada na
extrusdo, mais especificamente em impressora de extrusao baseadas em seringas. Neste tipo de
impressdo alguns aspetos essenciais sao a reologia do fluido/material e fatores de impressao
como o fluxo, altura entre camadas e didmetro da peca a imprimir.

As impressdes de materiais alimentares por extrusao utlizados podem ser divididas em
3 categorias. No primeiro grupo podemos considerar materiais que sdo prontos para impressao
tais como o chocolate e o queijo. No segundo materiais que necessitam de um tratamento prévio
para impresséo, tais como vegetais, carnes e frutas; estes tratamentos tem a fungdo de melhor
as condicOes de extrusdo. No terceiro e ultimo grupo, incluimos ingredientes alternativos tais

como fontes alternativas de proteinas, algas e fungos (Pan et al., 2022).
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Tabela 5 - Comparacéo entre os fatores que afetam a impressdo 3D

Impresséo

Sinterizacéo seletiva a Jateamento de Impresséo a
baseada em ~ . X
x laser encardenagéo jato de tinta
extrusdo
) « Fluidez, tamanho de Compat'lbllldade,
Propriedades Temperatura de fuséo, X propriedades
. L . particula, -
Propriedades reoldgicas, fluidez, tamanho de . reoldgicas da
o A . e molhabilidade e :
dos materiais resisténcia particula, molhabilidade, . . x tinta,
. viscosidade e tenséo .
mecanica, Tg Tg . . propriedades de
superficial do ligante .
superficie
Altura de
. ~ . N Temperatura,
Fatores que impresséo, Tipos de laser, poténcia, .
. i . . Tipos de cabecote, taxa de
afetam a diametro do bico,  densidade de energia, : N . N
- Fatores de . taxa de impresséo, impresséo,
precisdo da taxa de velocidade de ia - in
. x processamento . « R didmetro do bico, didmetro do
impresséo impressdo, taxa  digitalizacdo, didmetro do .
. espessura da camada  bico, altura de
de movimento do ponto e espessura do laser : x
. impresséo
bico
Aquecimento,
Pos- Aditivo, controle Remocdo de pegas em re\?:szt:mggftgl de N0 & necessario
processamento  da formulacdo eXxcesso

superficie, remocgao
de pecas em excesso

Tg: temperatura de transigdo vitrea.

Fonte: adaptado de Liu et al. (2017)
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2. Metodologia

O trabalho foi dividido em diversas etapas, cujo resumo é apresentado na Figura 4,
evidenciando as analises realizadas e as amostras utilizadas em cada ensaio. As etapas incluiram
desde os testes preliminares para validar a formacao de gel, o estudo (baseado em planeamentos
experimentais) das formulacGes e parametros do processo de formacdo de gel e a sua
caracterizagcdo. As amostras mais promissoras foram caracterizadas em maior profundidade,

relativamente a sua estrutura, morfologia, e comportamento reoldgico.

12 Etapa

Testes preliminares para formacao de gel pelo
teste de inversdo de frascos e definicdo das
condigdes utilizadas no planeamento

(Item 2.2)
- Variaveis estudadas no PFF: Temperatura; pH;
2 Etapa Tempo de aquecimento; Tempo de agitagao;
Velocidade de agitagdo; Concentragdo de
Realizacdo dos planeamento experimentais: biomassa
Planeamento Fatorial Fracionario (PFF) Variaveis estudadas no DCCR: pH;
Delineamento Composto Central Rotacional Concentracdo de biomassa
(DCCR) Anilise de textura: Avaliagdo das amostras
(Itens 2.3 - 2.4.1) dos planeamentos experimentais
~\
32 Etapa Sinérese: Foram avaliadas as 11 amostras
utilizadas no DCCR
Analise de sinérese, capacidade de absor¢do CAA (%): Foi avaliada a amostra definida na
de 4gua (CAA), espectroscopia de ——| fungao desejaii)i_lidade (22% Sescsoncentragéo de
; . omassa e
infravermelho por transformada de Fourier ! PH 5.6)
(FTIR) FTIR: Avaliada a biomassa de S. platensis e a
(Itens 2.4.2 - 2.4.4) amostra definida na funcdo desejabilidade
~
a MEV: Foram avaliadas a biomassa de S. platensis
4 Etapa e a amostra definida na fungao desejabilidade
Andlise de microscopia eletrénica de TGA: Foi avaliada a amostra definida na fungao
. - N > desejabilidade
varrimento (MEV), estabilidade térmica (TGA),
viscosidade e comportamento reolégico Viscosidade e comportamento reolégico:
(Itens 2.4.5 - 2.4.7) Foram avaliadas duas amostras: concentragdo
. o de biomassa 22% e 12% e pH 5,6 para ambas
vy
52 Etapa Amostras utilizadas para impressao:

+ Concentragdo de biomassa 22% ;pH 5,6

Testes preliminares de impressado 3D +  Concentracao de biomassa 12%; pH 5,6

(Itens 2.5)

6° Etapa

Avaliacdo estatistica dos dados obtidos
Item 2.6

Figura 4 - Resumo gréafico da metodologia utilizada e respetivas amostras empregadas
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2.1. Matéria prima e reagentes

A biomassa de Spirulina platensis foi adquirida em comércios locais em Portugal
(Pingo Doce). Corresponde a uma amostra da empresa Shine - SuperFoods com as seguintes
caracteristicas: teor de proteinas 69¢/100g; lipidos 6,49/100g e carboidratos 4,4g/100g. A
amostra foi armazenada sob refrigeracdo para posterior utilizagdo. O &cido acético utilizado
com grau de pureza > 99,8% foi adquirido na Honeywell Fluka, o hidréxido de s6dio com grau

de pureza > 98% foi adquirido na Sigma-Aldrich.
2.2.Testes preliminares

Tendo por base uma pesquisa bibliografica inicial no que respeita a producdo de géis
a partir de microalgas e alguns testes preliminares de producdo de géis, foram definidas as
variaveis relevantes a ser consideradas no planeamento fatorial fracionario.

Para definir a gama de concentrac@es a utilizar para a biomassa, foram realizados testes
de inversdo de frascos. Para esta avaliacdo, apos o processo de producdo das amostras o frasco
é invertido para observar o comportamento; se a amostra permanecer ao seu estado inicial (sem
escoar pelo frasco) é um indicativo de formacéo de gel. Para a producao dos geis foi utilizada
uma escala em volume de 10 mL (dgua destilada) a qual foi adicionada biomassa nas
concentracdes 4%, 6%, 8% (m/v), calculada relativamente ao volume da dgua. Foram utilizadas
as seguintes condicgdes: pH 6,8, sem agitacdo prévia e temperatura de 85°C. O aspeto das

amostras obtidas é apresentado na Figura 5.

Figura 5 — A: Preparacgdo dos géis, B: amostra com 4% de biomassa, C: amostra com 6% de biomassa,
D: amostra com 8% de biomassa.

Os resultados mostram que nao houve formac&o de géis nas concentracfes de biomassa
integral de S. platensis inicialmente testadas (4%, 6% e 8%). Desta forma, foram realizados
testes com concentragdes superiores (16 e 20% de biomassa), adicionando também um

tratamento mecanico prévio com Ultraturrax (CAT Scientific, Unidrive X1000D) com o
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objetivo de romper a parede celular da microalga e libertar compostos que podem auxiliar na
formacéo de gel.

A Figura 6 apresenta os resultados dos testes preliminares realizados para as amostras
com 16 e 20% de biomassa que mostraram, ap6s 0 aquecimento e refrigeragcdo, um aspeto mais

solido e firme em relacdo aos testes anteriores com concentracdo inferior de biomassa.

Figura 6 — Teste de inverséo de frascos (A: amostra com 16% de biomassa, B: amostra com 20% de
biomassa).

A partir dos testes realizados, foram definidas as varidveis a estudar no planeamento
fatorial fracionario (PFF), apontadas na se¢do 2.3, relacionadas com o processo de formacéo do
hidrogel. Adicionalmente, estes ensaios preliminares permitiram definir a concentracdo de
biomassa numa gama entre 12 e 20%, pois com o aumento da concentracdo de biomassa

observou-se 0 comportamento caracteristico de gel pelo teste de inversao de frascos.
2.3. Estudo do processo de formacao de hidrogéis

Para estudar o processo de formacdo de hidrogéis a partir da biomassa integral de
Spirulina platensis, foi aplicada uma estratégia sequencial de planeamento experimental.
Inicialmente, foi utilizado um Planeamento Fatorial Fracionario (PFF) 282 para estudar os
efeitos de seis variaveis sendo x; a temperatura (°C), X2 0 pH, X3 0 tempo de aquecimento (min),
X4 0 tempo de agitacdo (min), Xs a velocidade de agitacao (rpm) e Xs a concentracao de biomassa
(%). Como respostas, foram analisadas a firmeza (g), consisténcia (g.seg), coesividade (g) e

trabalho de coesdo (g.seg). Os niveis reais e codificados sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Niveis codificados e reais das variaveis do PFF 252 para avaliacdo da capacidade de

formacdo de gel da biomassa integral de Spirulina platensis.

Tempo de Tempo de

Niveis/ Temperatura Velocidade de  Concentracédo de

Variaveis (°C) pH aqu(e:;im)e nto ag(;:]tq?gz)?\o agitacao (rpm) biomassa (%)
-1 85 6 30 5 6500 12
0 90 8 45 10 8000 16
1 95 10 60 15 9500 20

Os ensaios foram conduzidos conforme a metodologia de preparacdo utilizada nos
estudos preliminares, o que incluiu o tratamento homogeneizacgdo por ultraturrax, conforme os
niveis definidos na Tabela 6. As amostras de biomassa foram pesadas, a &gua destilada
adicionada, seguida de ajuste do pH. Este foi feito recorrendo a solucGes de &cido acético e
hidroxido de sodio 0,1 M. As amostras foram depois submetidas ao tratamento mecanico com
ultraturrax (CAT Scientific, Unidrive X1000D Homogenizer Drive, Germany), posteriormente
aquecidas, de acordo com a temperatura e intervalo de tempo definidos. Na etapa final, as
amostras sdo deixadas em repouso por 8 a 12 h a 4 °C.

Apbs definidas as variaveis significativas para a firmeza, consisténcia, coesividade e
trabalho de coesdo no delineamento PFF, sendo estas o pH e a concentracdo de biomassa, foi
realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 utilizando 4 pontos axiais e
3 repeticBes no ponto central totalizando 11 ensaios. O resumo dos niveis codificados e reais
das variaveis para realizar os ensaios sao apresentadas na Tabela 7. A temperatura foi fixada
em 90°C, o tempo de aguecimento em 30 minutos, o tempo de agitacdo em 10 minutos e a

velocidade de agitacdo em 8000 rpm.

Tabela 7 - Niveis codificados e reais das varidveis do DCCR 22 para avaliar a formagcéo de gel da

biomassa integral de Spirulina platensis

Variaveis / Niveis -1,41 -1,00 0,00 1,00 1,41
pH 5,00 5,29 6,00 6,71 7,00
Concentracdo de biomassa (%) 16,00 16,87 19,00 21,13 22,00

2.4. Caracterizacdo dos hidrogéis
2.4.1. Analise de textura

Para determinar a capacidade de formacéo de gel foi utilizada a metodologia descrita

por Lupatini (2016) com adaptacdes. As amostras obtidas nos ensaios foram submetidas a
analise em texturometro (Stable Micro Systems, TA.HDPIlus Texture Analyser, Inglaterra)
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utilizando o probe A/BE — d 35 (Figura 7), com uma compressdo da amostra de 40 mm e
velocidade de 1 mm.s™, obtendo como resposta a firmeza (g), consisténcia (g.sec), coesividade
(g) e trabalho de coesdo (g.sec) que foram utilizados como parametros de resposta nos

planeamentos experimentais.

Figura 7 - Texturometro empregado para avaliagdo de textura dos hidrogéis de S. platensis

2.4.2. Sinérese

O procedimento para a determinacdo da sinérese foi adaptado de Amaya-Llano et al.
(2008). Para o efeito, pesaram-se 1,5 g de amostra para um tubo de centrifuga, o qual foi depois
submetido a centrifugacdo a uma velocidade de 2000 rpm durante 30 minutos. ApGs este tempo
retirou-se o sobrenadante e o frasco foi pesado novamente. A sinérese (%) foi determinada de

acordo com Equacéo 1.

Massa inicial da amostra—Massa final da amostra

Sinerése (%) = x 100 (Eq. 1)

Massa inicial da amostra

2.4.3. Capacidade de absor¢do de agua

Para determinar a capacidade de absorcao de &gua (CAA), aproximadamente 0,5 g do
gel liofilizado foram pesadas para tubos de ensaio, seguido da adi¢do de 1 mL de agua destilada.
Apos o tempo definido o sobrenadante foi retirado com auxilio de uma seringa e o contetdo do
tubo pesado novamente. A CAA foi avaliada em diferentes tempos (15, 30, e 45 mine 1, 1,5,

2 e 24 h) e determinada a partir da Equacéo 2.

Massa final da amostra—Massa inicial da amostra

CAA (%) = x 100 (Eq. 2)

Massa inicial da amostra
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2.4.4. Analise por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier da biomassa
de Spirulina platensis e gel (22% de biomassa de S. platensis, pH 5,6) foi efetuada usando um
Espectrometro FT-IR MB3000 equipado com o software Horizon MB FTIR (ABB). Os
espectros foram registados na gama de 550 cm™ a 4000 cm™ utilizando uma resolugio de 4 cm’

1 ¢ 32 varrimentos.
2.4.5. Microscopia eletronica de varrimento (MEV)

A morfologia da superficie dos hidrogéis e biomassa foi analisada através de
microscopia eletronica de varrimento (MEV), utilizando um microscopio eletronico PHILIPS
- Modelo XL30. As amostras foram recobertas com uma fina camada de metal e as condicdes
de anélise foram as seguintes: aceleracdo de voltagem de 25 kV em vécuo e a faixa de ampliacéo
de 16 a 10000 vezes.

2.4.6. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica do hidrogel foi analisada por analise termogravimétrica (TGA)
utilizando o equipamento NETZSCH TG modelo 209F3 Tarsus. A partir desta analise é
possivel entender o comportamento de degradacédo e desidratacdao do hidrogel ao longo de um
intervalo de temperatura. No presente estudo foi utilizado 0°C a 800°C a 10°C/min em

atmosfera de azoto (N).
2.4.7. Viscosidade e comportamento reoldgico

Os testes para a determinagdo da viscosidade e avaliagdo do comportamento reoldgico
foram efetuados num redmetro AR-G2 (TA Instruments) a 25 °C usando uma geometria de
placa paralela com 20 mm de didmetro (Figura 8) e espacamento de 1 mm. Para determinagdo
da viscosidade, foram realizadas medidas na faixa de taxa de cisalhamento de 0,001 a 1000,0
s-1. Os testes de varrimento de amplitude foram realizados a uma frequéncia angular constante
de 1,0 Hz, com a deformacdo por cisalhamento variando na gama de 0,01 a 100%. A partir
destas medidas, a faixa de viscoelasticidade linear foi obtida, tendo-se definido uma deformagéo
constante de yo = 0,1% e uma faixa de 0,01 Hz — 100 Hz para realizar os testes de varredura de

frequéncia.
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Figura 8 - Redmetro acoplado a geometria de placas paralelas

2.5.Testes preliminares de impressao 3D

Para analisar o potencial dos hidrogéis produzidos na area da impressdo 3D foram
realizados testes preliminares com as amostras mais promissoras. Na Figura 9 é apresentado o
prototipo de impressora utilizada para o processo. A impressora mostrada na Figura 9A
corresponde a um prototipo de impressora 3D com extrusdo por motor e na Figura 9B é

mostrada uma adaptacdo para extrusdo pneumatica.

Figura 9 - Protétipo de impressora 3D por extrusdo (A) por motor ou pistdo, (B) pneumatica ou
presséo

Os testes foram realizados para dois modelos de impresséo, formato de malha e
cilindro. Foram testadas diferentes condi¢des para impressao: velocidade de impressédo 1mm/s,
fluxo entre 55% - 60% e capilares de diametro 0,84 mme 1,2 mm.
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2.6.Analise estatistica

Todos os ensaios dos planeamentos foram realizados aleatoriamente e os resultados
tratados com o programa STATISTICA 11.0 (Statsoft Inc. 2325 East 13th Street, Tulsa, OK,
74104, USA). A adequacéo dos modelos foi avaliada através de andlise de variancia (ANOVA),
e o teste de Tukey foi usado para avaliar as diferengas entre as médias considerando-se um
valor-p < 0,05 como estatisticamente significativo.

Para definir as melhores condi¢bes do processo de formacdo de gel com base nas
respostas de firmeza, consisténcia, coesividade, e trabalho de coesdo, foram utilizadas as
funcdes de desejabilidade, com valores para o intervalo entre 0 e 1, sendo 0 um valor indesejavel

(minimizacdo da resposta) e 1 um valor desejavel (maximizacao da resposta).
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3. Resultados e discussao

3.1. Estudo das variaveis de formacéo do hidrogel

Os resultados obtidos no PFF podem ser visualizados na Tabela 8. Analisando-se os
resultados foram calculados os efeitos das varidveis (temperatura, pH, tempo de aquecimento,
tempo e velocidade de agitacéo e concentracdo de biomassa), 0s quais estdo apresentados nas

Tabelas 9 (firmeza e consisténcia) e 10 (coesividade e trabalho de coesao).

Tabela 8 - Matriz do PFF 252 com niveis codificados das variaveis e repostas para avaliagdo da
capacidade de formacéo de gel a partir da biomassa integral de Spirulina platensis

Ensaio X1 X2 X3 X4 Xs X6 y1 y2 Y3 ya

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 16,28 268,53 -7,81 -2,42

2 1 -1 -1 -1 1 -1 25,11 322,81 -7,02 -2,12

3 -1 1 -1 -1 1 1 82,27 1345,99 -87,21 -147,85
4 1 1 -1 -1 -1 1 105,61 1738,54 -108,4 -179,17
5 -1 -1 1 -1 1 1 150,18 264472 -143,69 -239,43
6 1 -1 1 -1 -1 1 110,4 1793,53 -108,22 -173,83
7 -1 1 1 -1 -1 -1 32,28 533,86 -23,38 -32,78
8 1 1 1 -1 1 -1 27,08 467,61 -21,86 -29,43
9 -1 -1 -1 1 -1 1 99,68 184214 -119,07 -206,22
10 1 -1 -1 1 1 1 194,77 3425,2 -170,98 -256,17
11 -1 1 -1 1 1 -1 26,52 463,5 -27,33 -39,44
12 1 1 -1 1 -1 -1 54,57 826,5 -36,59 -64,3

13 -1 -1 1 1 1 -1 95,39 1566,6 -83,35 -118,96
14 1 -1 1 1 -1 -1 55,49 945,12 -44,22 -68,96
15 -1 1 1 1 -1 1 59,29 1021,12 -66,21 -115,09
16 1 1 1 1 1 1 57,65 966,54 -63,78 -109,85
17 0 0 0 0 0 0 78,8 1275,8 -78,73 -115,05
18 0 0 0 0 0 0 89,5 1391,36 -73,85 -116,25
19 0 0 0 0 0 0 108,8 1909,17 -91,52 -155,55

X1— temperatura (°C); X2- pH; X3 — tempo de aquecimento (min); X4 — tempo de agitacdo (min); Xs — velocidade de
agitacdo (rpm); Xs - concentracao de biomassa (%); y1— firmeza (g); y2 — consisténcia (g.seg); ys — coesividade (g);

ya — trabalho de coesdo (g.seg)
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Tabela 9 - Efeito das varidveis estudadas sobre as respostas de y: — firmeza (g) e y. — consisténcia

(g.seg)

Fatores Firmeza Consisténcia
Efeito Erro Padréo t(11) p-valor Efeito Erro Padrdo t(11)  p-valor
Média 77,36 7,66 10,10  0,0000* 1302,56 134,04 9,72  0,0000*
X1 8,59 16,69 0,51 0,6163 99,92 292,14 0,34 0,7382
X2 -37,74 16,69 -2,26  0,0431* -680,62 292,14 -2,33  0,0381*
X3 -2,12 16,69 -0,12 0,901 -36,76 292,14 -0,13  0,9019
X4 11,76 16,69 0,7 0,4946 242,64 292,14 0,83 0,4224
X5 15,66 16,69 0,94 0,3666 279,20 292,14 0,96 0,3581
X6 65,88 16,69 3,95 0,0019* 1172,91 292,14 4,01  0,0017*

*Valor significativo (p-valor < 0,05); x1— temperatura (°C); X2 - pH; X3 — tempo de aquecimento (min); X4 — tempo

de agitacdo (min); xs — velocidade de agitacdo (rpm); Xs - concentracdo de biomassa (%)

Tabela 10 - Efeito das varidveis estudadas sobre as respostas de y; — Coesividade (g) e y4 — Trabalho
de coesdo (g.seg)

Coesividade Trabalho de coesao
Fatores Efeito  ErroPadrdo  t(11) p-valor Efeito PI:(rjrrgo t(11) p-valor
Média -71,74 6,32 -11,35 0,0000* -114,36 9,90 -11,55 0,0000*
X1 -0,38 13,77 -0,03 0,97859 2,295 21,58 0,11 0,91706
X2 31,2 13,77 2,26 0,0428* 43,775 21,58 2,03 0,06528
X3 1,21 13,77 0,09 0,93131 1,17 21,58 0,05 0,95765
X4 -12,99 13,77 -0,94 0,36418 -21,495 21,58 -0,99 0,33884
Xs -11,41 13,77 -0,83 0,42346 -12,56 21,58 -0,58 0,57129
X6 =77 13,77 -5,59 0,0001* -133,65 21,58 -6,19 0,0000*

*Valor significativo (p-valor < 0,05); x; — temperatura (°C); X2 - pH; X3 — tempo de aquecimento (min); X4 — tempo
de agitacdo (min); xs — velocidade de agitacdo (rpm); Xe - concentracdo de biomassa (%)

As variaveis que tiveram efeitos significativos sobre as respostas de firmeza e
consisténcia foram x> (pH) e Xs (concentracdo de biomassa). O efeito do pH sobre a firmeza e
consisténcia foi negativo dentro da faixa estudada, indicando que quanto menor o pH, maiores
sdo os valores de firmeza e consisténcia. Tal pode ser justificado pelo facto de as proteinas
(componente maioritario da biomassa de S. platensis) terem uma carga global que altera com o
pH, podendo ocorrer repulsdes electroestaticas que influenciam as caracteristicas do gel, tal
como descrito por Renard & Lefebvre (1992).

Para Xs (concentracdo de biomassa) o efeito foi positivo o que demonstra que o
aumento desta variavel melhora as respostas de firmeza e consisténcia dos géis. O aumento da
concentracdo da biomassa, aumenta a quantidade de solidos totais em suspensdo, e pode
intensificar as interacGes entre as moléculas.

Para as respostas coesividade e trabalho de coesdo, a analise € feita a partir da area na
regido negativa do grafico. Com o objetivo de melhorar a andlise destas repostas, 0s efeitos

foram considerados com sinal inverso, portanto, para ys (coesividade) os géis passam a ser mais
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coesos se houver aumento da biomassa (xs) e diminui¢do do pH (x2). O efeito mais significativo
para o trabalho de coesdo foi apenas a concentracdo de biomassa, sugerindo que para
concentragdes superiores ha um aumento deste fator.

A temperatura ndo teve efeito significativo em nenhuma das respostas para a faixa
estudada (85 °C — 95 °C), porém apresentou efeito positivo para 3 respostas. Considerando que
a biomassa apresenta maioritariamente proteinas na sua composicao, e para a formacédo do gel
€ necessario que ocorra a desnaturacdo destas (temperaturas superiores a 70°C), a variavel foi
fixada no ponto central (90 °C).

O tempo de aquecimento ndo demonstrou efeito significativo para nenhuma das
respostas. Desta forma fixou-se o tempo no valor intermédio analisado (30 minutos), para que
a amostra pudesse ter um aquecimento homogéneo e desta forma as proteinas sofrerem
desnaturacdo para iniciar o processo de formacao da rede de gel.

A velocidade e o tempo de agitacdo ndo tiveram efeito significativo nas repostas
analisadas, considerando que o pré-tratamento da biomassa auxilia na rutura celular facilitando
a libertacdo de compostos de interesse para a formacdo do gel, tais como carboidratos
estruturais e proteinas do conteddo celular, tendo-se fixado estas variaveis no ponto central

estudado.
3.2. Delineamento composto central rotacional

Para o desenvolvimento do delineamento composto central rotacional (DCCR), foram
utilizados os resultados do planeamento anterior, tendo-se considerado apenas as variaveis
significativas (pH, concentracdo de biomassa). Na Tabela 11 pode-se visualizar as variaveis e
niveis utilizados no DCCR 22 com 3 pontos centrais, juntamente com as respostas de firmeza,

consisténcia, coesividade e trabalho de coesao.

Tabela 11 - Matriz do DCCR 22 com niveis codificados e (reais) das variaveis e respostas para
avaliacdo da capacidade de formacao de gel

Ensaio X1 X2 Y1 y2 Y3 \Z
1 -1(5,3) -1 (16,9) 105,26 1757,94 -60,33 -78,17
2 1(6,7) -1 (16,9) 74,82 1281,03 -64,84 -115,08
3 -1 (5,3) 1(21,1) 130,08 2372,33 -119,57 -217,67
4 1(6,7) 1(21,1) 122,15 2197,15 -104,45 187,25
5 -1,41 (5) 0 (19,0 112,07 1976,11 -100,08 -166,60
6 1,41 (7) 0 (19,0 84,78 1352,18 -83,13 -124,73
7 0 (6) -1,41 (16) 62,48 986,04 -30,98 -46,21
8 0 (6) 1,41 (22) 152,19 2520,06 -142,40 -208,07
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9 0 (6) 0 (19,0 121,66 2148,93 -99,97 -166,34
10 0 (6) 0 (19,0 115,76 2038,54 -94,50 -157,03
11 0 (6) 0 (19,0 119,76 2192,85 -111,77 -188,20
X1— pH; X2 - concentracdo de biomassa (%); y1— firmeza (g); y2 — consisténcia (g.seg); ys — coesividade (g); Y4 —

trabalho de coeséo (g.seg)

Pela analise da Tabela 11 é possivel observar que a amostra que conduziu a valores
inferiores para as respostas estudadas corresponde ao ensaio 7. Este utilizou a menor
concentracédo de biomassa (16%); os maiores valores foram obtidos para o ensaio 8 que utilizou
a maior concentracdo de biomassa (22%).

Analisando os resultados do DCCR foi possivel determinar os coeficientes de
regressdo apresentados na Tabela 12 para a firmeza e consisténcia e na Tabela 13 para
coesividade e trabalho de coesdo. E possivel perceber que todos os percentuais de variagio sio
adequados para 0 modelo com um R? superior a 89%. Desta forma foi possivel concretizar os

modelos de superficie de resposta para as respostas avaliadas.

Tabela 12 - Coeficientes de regressdo do DCCR 22 para as respostas de firmeza e consisténcia dos géis

F Firmeza Consisténcia

atores CR Erro Padrao t(5) p-valor CR Erro Padrao t(5) p-valor
Média 119,06 5,46 21,82 0,00* 2126,77 98,39 21,62  0,00*
x1 (L) -19,24 6,68 -2,88 0,03* -191,81 60,25 -3,18 0,02*
X1 (Q) -18,04 7,95 -2,27 0,07 -182,94 71,71 -2,55 0,05
X2 (L) 49,75 6,68 7,45 0,00* 462,49 60,25 7,68 0,00*
X2 (Q) -9,13 7,95 -1,15 0,30 -138,48 71,71 -1,93 0,11

X1.X2 11,26 9,45 1,19 0,29 75,43 85,20 0,89 0,42

*Valor significativo (p-valor < 0,05); x1— pH; X2 - concentracdo de biomassa (%).

Adicionalmente, os resultados da Tabela 12 confirmaram os obtidos no PFF onde os
efeitos, negativo do pH e positivo da concentracdo de biomassa, foram significativos para a
formacdo de gel, melhorando as suas caracteristicas de firmeza e consisténcia. Considerando
coeficientes de regressao significativos (p-valor < 0,05), a partir dos coeficientes
reparametrizados apresentados na Tabela A. 1 no Anexo A, obteve-se as Equacdes 3 e 4 para a
firmeza e consisténcia dos géis, respetivamente. Os termos quadraticos da analise foram
considerados dado o seu valor ser préximo do p-valor a 0,10, permitindo assim obter um melhor

ajuste dos dados.

Firmeza (g) = 119,06 — 9,62 X x; — 9,02 X x? + 24,88x, — 4,56x3 (Eq. 3)

Consisténcia (g - seg) = 2126,77 — 191,81x; — 182,94xf +462,49x, — 138,48x§ (Eq. 4)

25



Tabela 13 - Coeficientes de regressdo do DCCR 22 para as respostas de coesividade e trabalho de

coesdo
Coesividade Trabalho de coeséo
Fatores - -
CR Erro Padréo t (5) p-valor CR Erro Padrdo t (5) p-valor
Média 102,08 6,41 15,93 0,00* 170,52 9,78 17,44 0,00*
x1 (L) -4,32 3,92 -1,10 0,32 -6,59 5,99 -1,10 0,32
x1 (Q) -5,70 4,67 -1,22 0,28 -9,14 7,13 -1,28 0,26
x2 (L) 32,05 3,92 8,17 0,00* 55,07 5,99 9,20 0,00*
x2 (Q) -8,16 4,67 -1,75 0,14 -18,41 7,13 -2,58 0,05
x1.x2 -4,91 5,55 -0,88 0,42 -16,83 8,47 -1,99 0,10

*Valor significativo (p-valor < 0,05); X1 — pH; X2 - concentracdo de biomassa (%).

Da andlise da Tabela 13, pode verificar-se que apenas a componente linear da variavel
concentracdo de biomassa foi significativa (p-valor < 0,05). Adicionalmente, tal como nas
equacdes anteriores o0s termos quadraticos foram considerados e a partir dos coeficientes
reparametrizados apresentados na Tabela A. 2 no Anexo A foi obtido as Equacgdes 5 e 6 para a

coesividade e trabalho de coesao.

Coesividade (g) = 96,72 + 32,05x, — 6,48x3 (Eq. 5)
Trabalho de coesio (g - seg) = 161,92 + 55,07x, — 15,72x3 (Eq. 6)

Para o célculo da anélise de varidncia (ANOVA) os parametros ndo significativos
foram incorporados. Desta forma foi possivel determinar se os modelos matematicos explicam
bem os dados experimentais, analisando a significancia a partir do p-valor (p-valor < 0,05) e se
0 Fealculado (Fcar) > Frabelado (Ftab). Analisando os resultados da Tabela 14 percebe-se que todos 0s
modelos tiveram um adequado ajuste aos dados, indicando que as superficies de resposta podem

representar o processo envolvido.
Tabela 14 - ANOVA dos modelos DCCR 22 para os fatores analisados dos géis

Fonte de Firmeza (g)
Variagdo SQ GL MQ Fea Frab p-valor R? (%)
Regressao 6173,33 4,00 1543,33 16,16 4,53 0,002 91,50
Residuos 573,12 6,00 95,52

Total 6746,45 10,00

Consisténcia (g.seg)

Regressao 6173,33 4,00 1543,33 16,16 4,53 0,002 93,02
Residuos 573,12 6,00 95,52

Total 6746,45 10,00

Coesividade (g)

Regressao 8478,67 2,00 4239,33 32,45 4,46 0,0001 89,02
Residuos 1045,28 8,00 130,66

Total 9523,95 10,00

Trabalho de coesédo (g.seg)
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Regresséo 25790,35 2,00 12895,17
Residuos 3387,08 8,00 423,38
Total 29177,42 10,00

30,46 4,46 0,0002 92,27

Analisando os gréaficos das Figuras 10 e 11 pode-se concluir que para concentragdes
de biomassa superiores formam-se géis com maior firmeza e consisténcia. Tal pode ser
justificado pelo facto de uma maior concentracdo de solidos na amostra e, consequentemente,
maior concentracdo de proteinas e outros compostos da biomassa poderem tornar as interacoes

proteina-proteina, proteina-agua e outras mais facilitadas dado a maior quantidade de grupos
disponiveis (Mangino, 1984).
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Figura 10 - Superficie de resposta e curva de contorno para Firmeza (g) dos géis de S. platensis

C Y
23

(35 B) ERURSEY oD
»

Razéio Biomassa/Agua (%)

>
?‘ée
/_ff‘%
>
= Il 2<00
I 2000
] 1800
B 1200
B so0

Figura 11 - Superficie de resposta e curva de contorno para Consisténcia (g.seg) dos géis de S.
platensis

Nas Figuras 12 e 13 apresentam-se as superficies de resposta e curvas de contorno para

a coesividade e trabalho de coesdo. Tal como demonstrado nos modelos matematicos a Unica
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variavel que teve influéncia neste pardmetro foi a concentracdo de biomassa (%). Niveis
superiores aos da faixa estudada de concentracdo de biomassa (22%), poderiam tornar o

processo inviavel devido a dificuldade de solubilizacdo e homogeneizacdo da biomassa, ndo
favorecendo a obtencéo de resultados confiaveis.
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Figura 13 - Superficie de resposta e curva de contorno para Trabalho de coesédo (g.seg) dos geéis de S.
platensis

Foi realizada a analise da funcéo desejabilidade (Figura 14) para as respostas avaliadas
e pode-se observar que a condicdo de pH mais favoravel para as respostas avaliadas corresponde
ao valor codificado de -0,56 (corresponde ao valor real de 5,6); para a concentragao de biomassa

o valor codificado é no ponto axial superior do DCCR (1,41) (corresponde a concentracdo de
22%), ponto em que 0s géis sdo mais firmes e consistentes.
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Figura 14 - Perfil dos valores previstos/otimizados e da desejabilidade para o DCCR

Nas Tabelas 15, 16, 17 e 18 pode-se verificar os resultados das respostas previstas pelo
modelo assim como os respetivos desvios absoluto e relativo. Pode-se inferir que os desvios
obtidos na regido maximizada foram relativamente baixos, e que o processo tendeu a desvios
maiores quando condi¢Ges como pH extremos sdo apresentados ou ainda uma concentracdo de

biomassa baixa, pois ndo se atinge uma concentracéo critica para formacao de gel.

Tabela 15 - Valores de firmeza experimentais, previsto pelo modelo e desvios do planeamento

. Resultado Previséo Desvio . .
Ensaio - Desvio relativo
experimental Modelo absoluto
1 105,26 90,22 -15,04 -14,29
2 74,82 70,98 -3,84 -5,13
3 130,08 139,98 9,90 7,61
4 122,15 120,74 -1,41 -1,16
5 112,07 114,70 2,63 2,34
6 84,78 87,57 2,79 3,29
7 62,48 74,91 12,43 19,90
8 152,19 145,07 -7,12 -4,68
9 121,66 119,06 -2,60 -2,14
10 115,76 119,06 3,30 2,85
11 119,76 119,06 -0,70 -0,58
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Tabela 16 - Valores de consisténcia experimentais, previsto pelo modelo e desvios do planeamento

Resultado Previsao Desvio

Ensaio experimental Modelo absoluto Desvio relativo
1 1757,94 1534,67 -223,27 -12,70
2 1281,03 1151,05 -129,98 -10,15
3 2372,33 2459,66 87,33 3,68
4 2197,15 2076,04 -121,11 -5,51
5 1976,11 2033,53 57,42 2,91
6 1352,18 1492,63 140,45 10,39
7 986,04 1199,34 213,30 21,63
8 2520,06 2503,57 -16,49 -0,65
9 2148,93 2126,77 -22,16 -1,03
10 2038,54 2126,77 88,23 4,33
11 2192,85 2126,77 -66,08 -3,01

Tabela 17 - Valores de coesividade experimentais, previsto pelo modelo e desvios do planeamento

Ensaio ReSl_JItado Previséo Desvio Desvio relativo
experimental Modelo absoluto
1 60,33 58,18 -2,15 -2,15
2 64,84 58,18 -6,66 -6,66
3 119,57 122,29 2,72 2,72
4 104,45 122,29 17,84 17,84
5 100,08 96,72 -3,36 -3,36
6 83,13 96,72 13,59 13,59
7 30,98 38,64 7,66 7,66
8 142,40 129,02 -13,38 -13,38
9 99,97 96,72 -3,25 -3,25
10 94,50 96,72 2,22 2,22
11 111,77 96,72 -15,05 -15,05

Tabela 18 - Valores de trabalho de coes@o experimentais, previsto pelo modelo e desvios do
planeamento

. Resultado Previsdo Desvio . .
Ensaio - Desvio relativo
experimental Modelo absoluto
1 78,17 91,13 12,96 16,58
2 115,08 91,13 -23,95 -20,81
3 217,67 201,27 -16,40 -7,53
4 187,25 201,27 14,02 7,49
5 166,60 161,92 -4,68 -2,81
6 124,73 161,92 37,19 29,81
7 46,21 53,02 6,81 14,73
8 208,07 208,32 0,25 0,12
9 166,34 161,92 -4,42 -2,66
10 157,03 161,92 4,89 3,11
11 188,20 161,92 -26,28 -13,97
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Ap0s este estudo pode-se concluir que a combinacdo dos fatores que levam a uma
textura do gel mais firmes, consistentes e coesos foram os seguintes: concentracdo de biomassa
de 22% e pH 5,6.

3.3. Sinérese

Segundo Van Dijk & Walstra (1984) um gel formado por reticulacdo fisica entre
macromoléculas ou particulas solidas, como é o caso do gel formado pela biomassa de S.
platensis, pode sofrer o processo de sinérese, pois a agregacdo das moléculas ndo é homogénea
e reticulacdo adicional pode ser formada apds o processo de gelificacdo. Ou seja, a contracao
do hidrogel pode resultar na expulsdo de agua do mesmo.

O grafico apresentado na Figura 15 mostra a evolucao da sinérese ao longo do tempo,
nomeadamente logo apds a formacdo do hidrogel, apos 7 dias e apds 14 dias. Ao analisar o
gréafico, percebeu-se que a taxa de sinérese varou com o tempo, o que se deve a estabilizacao
das interagdes moleculares resultantes do processo de gelificagéo.
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Figura 15 - Analise de sinérese para os hidrogéis de S. platensis em diferentes tempos

As amostras que apresentaram menor taxa de sinérese foram os ensaios 3 e 8, 0 que se
justifica devido a maior concentragdo de biomassa. No trabalho desenvolvido por Laranjim
(2014), foi avaliada a adicdo de gelatina em géis de amido de mandioca. Os resultados da
sinérese demonstraram que em sistemas com elevada concentracdo de proteina, hd uma
tendéncia a diminuir a sinérese. Tal pode ser explicado pela menor mobilidade molecular, e,

consequentemente, haver uma limitacao ao desenvolvimento de instabilidade dos géis e, assim,
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a libertacdo de &gua. Neste sentido, as amostras incorporando concentracdes superiores de
biomassa, e em consequéncia de proteinas, tal como as amostras 3 e 8, apresentaram menor
sinérese. Este fator foi de encontro com os resultados apresentados no DCCR, onde amostras
com maior concentracdo de biomassa e produzidas com pH entre 5 e 6 possuiam maior firmeza

e consisténcia.
3.4. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varrimento (MEV) é uma técnica utilizada para a
caracterizacdo de diversos materiais, entre eles, hidrogéis poliméricos. A analise por MEV
permite examinar a microestrutura resultante da reticulagéo fisica das cadeias de polimero.

A Figura 16 apresenta, inicialmente, a estrutura da biomassa de S. platensis seca sem
tratamento. Possui formato de esferas irregulares e tamanhos variaveis, com estrutura rigida e
sem presenca de poros. Estruturas parecidas com estas foram observadas no estudo
desenvolvido por Dotto et al. (2013), onde foram observadas particulas de S. platensis de

forma e tamanhos variados e com superficies rugosas.

AccV SpotMagn Det WD Exp pb—————— 500pm AccV SpotMagn Det WD Exp p——— 100 pum
250KV 30 65« SE 1431 250kV 30 200x SE 144 1

Figura 16 - Microscopia da superficie da biomassa de S. platensis seca ampliada em (A) 65x e (B)
200x

A Figura 17 apresenta a andlise microscopica efetuada ao hidrogel liofilizado
(formulacdo: 22% de biomassa e pH 5,6), considerada uma das mais promissoras ap0s 0
delineamento experimental). E importante ressaltar que a liofilizag&o do hidrogel fez com que
0 mesmo colapsasse, desta forma perdendo parte da sua estrutura e forma original.

Na microscopia apresentada na Figura 17 é possivel ver a superficie do hidrogel de S.
platensis. E possivel inferir que a amostra apresentou superficies rugosas com alguma

homogeneidade. Na Figura 17C e 17D é possivel observar alguns agregados, caracteristica
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tipica de géis particulados. No trabalho realizado por Wang et al. (2019), foram obtidas
estruturas similares para géis de proteina de soro de leite produzidos a pH 5,2. Para estas
condicbes a amostra formava géis particulados compostos por particulas grosseiramente
agregadas, demonstrando, portanto, que as proteinas se agregaram em estruturas maiores

porem com menos Coeséo.

Figura 17 - Microscopia da superficie do hidrogel de S. platensis liofilizado ampliado em (A) e (B)
200x e (C) e (D) 1000x

Desta forma é possivel concluir que a liofilizagdo do hidrogel tornou invidvel uma
andlise mais aprofundada, dada a natureza quebradiga do material que resulta na perda parcial
da sua estrutura. Esta analise mostra que a aplicacdo do gel poderia ser mais interessante para
aplicacbes onde 0 mesmo se utilize hiumido sem a necessidade do processo de secagem.

3.5. Capacidade de absorc¢ao de agua

Uma caracteristica importante dos hidrogéis é a sua capacidade de reter grandes
quantidades de dgua. A Figura 18 apresenta a curva de absorcao de agua do hidrogel a partir de

uma amostra liofilizada (formula¢do com 22% de biomassa e pH 5,6).
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Figura 18 - Capacidade de absorcéo de agua do hidrogel de S. platensis

Pode-se inferir que a maior absorcao de &gua ocorreu na primeira hora de exposicao do
gel seco a 4gua. Esta tendeu depois a estabilizar, o que € um comportamento esperado para 0s
hidrogéis. Neste &mbito, Devi & Venkataraman (1984) estudaram a capacidade de absorcao de
agua pela biomassa de S. platensis e de seu concentrado proteico, obtendo como resultado uma
absorcéo de 220 g e 109 g/100g de amostra, valores inferiores aos apresentados neste estudo,
que sdo de aproximadamente 250%. Os autores ressaltam ainda que outros componentes da
biomassa para além das proteinas, tais como os carboidratos, que constituem boa parte da
matéria seca total, podem auxiliar nesta funcionalidade. A analise demonstrou que o gel possui
elevada capacidade de absorc¢do de agua quando comparado com outros sistemas desenvolvidos
baseados em S. platensis e derivados, tal como apresentado no estudo de Devi & Venkataraman
(1984).

3.6. Analise estrutural da biomassa e do gel de S. platensis por espectroscopia de

infravermelho por transformada de Fourier

Na Figura 19 apresenta-se o espectro de FTIR da biomassa e do hidrogel formado a
partir de S. platensis.

A andlise do espectro FTIR apresentou bandas pronunciadas a 1076 cm™ e 1026 cm™
que podem estar associadas aos carboidratos presentes na biomassa da S. platensis, visto que
foi utilizada a biomassa integral. Esta gama de vibragdes associada aos carboidratos pode

também observar-se para as proteinas (Xin et al., 2014). As bandas a 1647 cm™ e 1627 cm™
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correspondentes a biomassa e o hidrogel de S. platensis, respectivamente, estdo associadas ao
grupo amida | (estiramento da ligag&o dos grupos carbonilo, C=0) das liga¢des peptidicas. Esta
estrutura esta correlacionada com a formacéo de gel, pois favorece a interacdo das moléculas
com a agua favorecendo a formacéo de pontes de hidrogénio.

As bandas identificadas a 1541 cm™ e 1527 cm™, sdo caracteristicas do grupo amida
I, nomeadamente do estiramento C—N e dobramento N—H (Lupatini et al., 2018). As outras
bandas com maior intensidade, tais como as observadas a 2958 cm™ e 2923 cm resultam do
estiramento da ligagdo C—H, a banda 3274 cm resulta da deformagcéo axial da ligagdo N—H o

que esta associado as aminas secundérias (Soni et al., 2021).
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Figura 19 - Espectro de absorcdo do infravermelho para a biomassa e hidrogel de S. platensis

Resultados semelhantes foram reportados por Ramirez-Rodrigues et al. (2021),
analisando o espectro de FTIR das proteinas de S. platensis, identificando as seguintes bandas
caracteristicas: Amida | para 1600-1700 cm™ e amida Il para 1550cm™. Ainda Bataller &
Capareda (2018) identificaram as bandas amida | resultantes da ligacdo C=0 nos peptideos na
faixa entre 1774-1583 cm™ e para amida Il na faixa entre 1583-1484 cm. Identificaram ainda
as bandas caracteristicas de carboidratos pelo alongamento de C—O ¢ C—C em 955-1186 cm™.

No espectro de FTIR apresentado por Lencina (2013) para sintese de hidrogeis de

alginato e n-isopilacrilamida, verificou-se que os picos correspondentes ao C=0 (1740 cm™)
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apresentaram uma reducgdo significativa na frequéncia das bandas quando se formam géis,
justificado devido a formacgdo de ligagBes de hidrogénio no estado solido o que reduz a
frequéncia dessas vibragdes. Resultados similares foram encontrados neste estudo, onde se
verificou que as bandas caracteristicas do grupo carbonilo se deslocaram para menores
frequéncias no hidrogel se comparado a biomassa de S. platensis (1647 para 1627 cm™),
verificando-se também o desaparecimento da banda a 1740 cm™.

3.7. Andlise da estabilidade térmica do hidrogel

O termograma obtido por TGA do hidrogel (concentracdo de biomassa 22% e pH 5,6)
preparado e liofilizado é mostrado na Figura 20. A curva DTG representa a derivada da curva
da decomposicao térmica e representa a velocidade de perda de massa da amostra em funcao

da temperatura analisada.
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Figura 20 — Curvas de perda de massa e DTG da andlise termogravimétrica do hidrogel de S. platensis

Foram observados trés estagios, um primeiro evento entre 30 °C e 147 °C que foi
associado a perda de agua pela amostra (aproximadamente 7 %). O segundo estagio de interesse
ocorreu na gama de temperaturas entre 160 °C e 460 °C, onde foi observada a maior perda de
massa para 0 gel devido & degradacdo dos compostos organicos presentes no mesmo
(aproximadamente 61%), o que € esperado visto que o hidrogel é formado apenas pela biomassa

integral de S. platensis. O terceiro e Gltimo estagio ocorre a partir de 460 °C até 800 °C onde se
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observou uma perda de massa baixa que se pode, possivelmente, atribuir & decomposicdo de
componentes carbonaceos (aproximadamente 5%). A massa residual apds a degradacéo foi de
25 %. Resultados semelhantes foram descritos por Azizi et al (2017) que analisou a degradacao

térmica da biomassa de S. platensis.
3.8. Reologia e viscosidade

Para estas analises foram utilizadas duas amostras para comparar as caracteristicas
mecanicas, uma amostra com textura mais firme e consistente produzida na condi¢éo otimizada
previamente definida (22%; pH 5,6) e outra com menor concentracdo de biomassa de S.

platensis com textura menos firme e consistente (12%; pH 5,6).
3.8.1. Viscosidade do gel

Foram realizados testes de “flow curve”, para determinar a viscosidade do gel, variando
a taxa de cisalhamento (Figura 21). A partir deste teste, também, foi definido o valor de
amplitude de tenséo a ser usado nos testes oscilatorios a ser apresentados posteriormente na
seccdo 3.8.2.
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Figura 21 - Gréfico da variacdo da viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 21 os fluidos apresentaram
comportamento  ndo-newtoniano,  particularmente  indicaram um  comportamento
pseudoplastico, isto porque que a viscosidade aparente observada diminuiu com a taxa de
cisalhamento aplicada na amostra (Oliveira et al., 2018). Para a amostra produzida nas
condicBes otimizadas neste trabalho, a viscosidade foi superior & da amostra produzida com
menor concentragdo de S. platensis, tal como seria de esperar devido & maior concentracdo de

solidos na amostra, 22% comparativamente com 12% .
3.8.2. Testes oscilatorios dindmicos

O teste de oscilagdo da tensdo mede a estabilidade mecénica da amostra e consiste na
medi¢ao do modulo de carga ou modulo elastico (G”) e do mddulo de perda ou médulo viscoso
(G””) aplicando uma tenséo gradual a uma frequéncia constante. Desta forma, a deformagéo é
exercida na amostra evidenciando o ponto em que as ligacdes entre as moléculas ou agregados
sdo destruidos, sendo parte da energia libertada como calor (Moura, 2014).

Na Figura 22 apresenta-se o resultado do teste de oscilagdo variando a tensdo a uma
frequéncia constante de 10 Hz. Estes resultados permitiram obter informagdes importantes
como a tensdo critica, indicando o0 momento em que o gel passa a se comportar como um fluido.
Adicionalmente definir a regido viscoelastica linear, regido em que a amostra se comporta como
um gel (sélido aparente) e, portanto, a regido de interesse para realizar a analise de variacao de
frequéncia.

Para as duas amostras testadas o G’ foi maior que o G”, indicando que estas possuem
propriedades elasticas. Observou-se ainda que o G’ ¢é superior para a amostra produzida com
uma concentracdo de biomassa de 22%, comparativamente a de 12%, o que ocorre devido a
estrutura do gel mais efetiva que deriva da maior concentracdo de biomassa na amostra. Em
uma tensdo de 0,01% a aproximadamente 0,22%, as amostras encontram-se na regido
viscoelastica linear (LVR), uma faixa onde a tensdo é insuficiente para causar ruturas na
estrutura da amostra. Assim, foi fixada uma tensdo de 0,1% para o teste de oscilacdo de

frequéncia.
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Figura 22 - Comportamento reologico do hidrogel em funcéo da tensdo de oscilagéo.

Na figura 23 apresenta-se o resultado do teste de oscilagdo da frequéncia. A partir do
gréfico foi possivel definir que a amostra possuiu um comportamento de gel devido ao mddulo
de carga (G’) ser maior que o modulo de perda (G”). Adicionalmente, este comportamento é

independente da tangente (5) até se atingir uma frequéncia de 10 Hz.
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Figura 23 - Comportamento reoldgico do hidrogel em funcéo da variacéo da frequéncia.
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A amostra com concentracdo de biomassa de 22% apresentou um mdédulo de carga
superior a0 modulo de perda demonstrando um comportamento caracteristico de gel. Apesar da
amostra com concentracdo de 12% de biomassa de S. platensis apresentar também um
comportamento reoldgico caracteristico de gel, mesmo apds o tratamento térmico para a sua
formacao, esta ndo apresentou o caracter de forma sélida, o que pode ser justificado devido a
menor concentracdo de sélidos na preparacdo, nomeadamente por ndo atingir a concentracdo
critica necessaria.

Segundo Kasapis & Bannikova (2017) existem quatro categorias principais para 0s
comportamentos observados para os materiais alimentares semi-sélidos quanto aos parametros
mecanicos. Exemplos desses comportamentos séo o leite, sumo de frutas, sopa de amido, geleia,
ketchup, entre outros. Na figura 24 apresenta-se, as curvas dos modulos de carga e de perda em

funcdo da frequéncia para os comportamentos tipicos de matrizes alimentares semi-sélidas.
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Figura 24 - Principais categorias mecanicas de matrizes alimentares semi-sélidas; (a) solugéo diluida,
(b) solucdo emaranhada, (c) gel forte, (d) gel fraco
Fonte: Adaptado de Kasapis & Bannikova (2017)
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Comparando os registos graficos das Figuras 22 e 23, podemos perceber uma tendéncia
das amostras para um comportamento de gel fraco na faixa de frequéncia analisada. Esta
caracteristica € comumente observada em sistemas reticulados fisicamente pois sdo descritos
no geral como géis com fraca estabilidade estrutural e propriedades mecanicas reduzidas
(Moura, 2014).

Na Figura 25 apresenta-se o teste de recuperacdo da amostra produzida com 22% de
biomassa. Inicialmente foi aplicada uma taxa de cisalhamento baixa (0,1%) durante 200s,
seguida de 200s sob uma taxa de cisalhamento elevada (200%), visando simular a quebra da
estrutura da amostra, e finalmente voltou-se a aplicar uma taxa de cisalhamento de 0,1% para
demonstrar as propriedades de recuperacdo da estrutura do material, o processo foi repetido

duas vezes.
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Figura 25 - Curvas obtidas para o teste de recuperacdo do médulo de carga e perda sob baixa e elevada

taxa de cisalhamento em fungdo do tempo.

Quando a amostra é submetida a uma taxa de cisalhamento elevada esta adquire um
comportamento “mais liquido” (G” > G’). Ao retornar ao processo de menor taxa, a amostra
volta a demonstrar um comportamento “mais solido” (G > G”). Este comportamento foi
observado nos testes descritos na Figura 25. As amostras inicialmente comportaram-se como
solidos a baixas taxas de cisalhamento (ciclo 1), passando depois a comportar-se como liquidos

a altas taxas de cisalhamento (ciclo 2 e 4). Quando se reverte para baixa taxa de cisalhamento
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(ciclo 3 e 5, respetivamente) as amostras voltam a assumir um comportamento mais sélido,
demonstrando uma recuperacdo parcial da estrutura do material (aproximadamente 30%). A
amostra com concentracdo de 12% possui uma taxa de recuperacdo ainda menor de

aproximadamente 25%.

3.9. Testes preliminares de impressdo 3D

Para avaliar se as amostras de geis podem ser impressas por extrusdo foi realizado o
teste de formacdo de filamento apresentado na Figura 26. Este foi positivo apenas para a
amostra produzida com 22% de biomassa. Para a amostra com 12% de biomassa, ndo foi
possivel formar filamento dado esta possuir caracteristicas muito fluidas, ndo sendo, portanto,

possivel imprimir.

Figura 26 - Teste de formacéo de filamento do gel

Na Figura 27 apresenta-se a impressdao de malhas a partir do gel da biomassa de S.
platensis com concentracdo de 22%. A figura 27A e 27B mostram as malhas impressas com
uma capilar de diametro 0,84 mm, velocidade de impressdo de 1mm/s e distancia entre camadas
de 1 mm, sendo o fluxo de 55% (malha da Figura 27A) e 60% (malha da Figura 27B). E possivel
perceber que na figura 27A o filamento produzido foi fino resultando em descontinuidades no
processo de impressdo. Este facto poderia ser devido as caracteristicas do material e ao baixo

fluxo.
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Figura 27 - Teste de impressao de malha por extrusdo por motor

Para as impressoes registadas nas Figuras 27C e 27D, foi utilizada a ponta de um
capilar de diametro superior (1,2 mm) tendo-se obtido amostras com um filamento de maior
espessura, porém com maior continuidade do filamento produzido durante o processo de
impressao.

As amostras apresentadas na Figura 28 demonstram a impressao de uma malha com a
extrusao pneumatica, tendo-se utilizado os seguintes parametros: ponta da seringa de 1,2 mm
velocidade de impressao de 1mm/s, altura entre camadas de 1mm e fluxo a 60 %. O ajuste da
pressao foi feito manualmente (0,8 bar) para que a amostra fluisse pela ponta da seringa.

Na figura 28A mostra-se o teste inicial realizado para determinar a pressao para a qual
se iniciava o fluxo da amostra. Houve dificuldades no controle da mesma visto que o material
apresenta uma queda brusca da viscosidade com o aumento do stress aplicado, de acordo com
os dados dos estudos reolégicos, dificultando desta forma o controle manual da pressdo para
impressdo. A malha formada na figura 28B possuiu filamentos grossos, com baixa resolucéo e
fidelidade de impressdo, devido também a dificuldade do controle da presséo de ar para o fluxo

da amostra pela seringa.
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Figura 28 - Teste de impressdo de malha por extrusdo pneumatica

A partir dos testes realizados foi definido que a impresséo por extrusdo com motor era
a mais adequada para a amostra do gel produzido devido as suas propriedades reoldgicas e aos
resultados de impressao. Desta forma, foram impressos cilindros com didmetro 15 mme 1 cm
de altura. A distancia entre camadas foi de Imm (Figura 29A) e de 1,7mm (Figura 29B).

E possivel perceber pelo registo fotografico da Figura 29A que o cilindro impresso
n&o possuiu uma altura de 1 cm. Tal resultou do facto de a distancia entre camadas ser de 1 mm
ndo permitindo a ponta da seringa posicionar-se a uma altura suficiente para imprimir a outra
camada sem danificar a anterior. Para a amostra registada na Figura 29B a distancia entre
camadas foi ajustada permitindo imprimir um cilindro que no final do processo mantinha sua

estrutura.

Figura 29 - Teste de impressao de cilindros por extrusdo por motor
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4. Conclusoes

Este trabalho teve como objetivo estudar a capacidade de gelificacdo e formacdo de
hidrogel da biomassa integral de S. platensis. Para o efeito, o trabalho iniciou-se com a
realizacdo de testes preliminares de formacéo de gel a partir da biomassa integral de S. platensis.
Estes permitiram concluir que ndo ocorre a formacdo de gel para baixas concentracbes de
biomassa, tal como verificado pelo teste da inversdo de frascos. Outras variaveis selecionadas
para a realizacéo inicial do Planeamento Fatorial Fracionado foram a temperatura, pH, tempo
de aquecimento, tempo e velocidade de agitacdo e a concentracdo de biomassa, tendo as
mesmas sido selecionadas com base em estudos anteriores disponiveis na literatura.

A partir dos resultados do Planeamento Fatorial Fracionario foi possivel concluir que as
variaveis significativas, entre as avaliadas para o processo de formacdo de gel pela biomassa
integral de S. platensis, foram o pH e a concentracdo de biomassa. Assim, o Delineamento
Composto Central Rotacional permitiu estudar o processo, possibilitando a determinacéo das
condicBes Otimas para formacdo dos géis (concentracdo de biomassa 22% e pH 5,6), visando
maior firmeza e consisténcia.

Os géis, mais promissores foram caracterizados por diversas técnicas. A microscopia
eletronica de varrimento, permitiu observar que o gel colapsa quando liofilizado, demonstrando
assim maior potencial para aplicac6es diretas sem a necessidade de secagem, como por exemplo
na sua adicdo como componente alimentar, aplica¢fes farmacéuticas e impressdo 3D. A anélise
da estabilidade térmica permitiu verificar que o inicio da degradacdo do material se inicia a
temperatura aproximada de 160°C.

A caracterizacdo por FTIR, nomeadamente a analise dos grupos funcionais, permitiu
identificar padrdes tipicos associados a formacgédo dos géis e desenvolvimento de interacdes que
favorecem a captacdo de agua (deslocacdo das bandas correspondentes aos grupos carbonilo
para frequéncias mais baixas, associadas ao desenvolvimento de ligacdes de hidrogénio com a
agua), o que foi corroborado com a andlise de absorcao de dgua, onde se verificou que o hidrogel
apresentou uma capacidade elevada (superior a 250% da sua massa).

A partir da andlise de viscosidade identificou-se que o hidrogel possui um
comportamento tipo pseudoplastico. Os testes oscilatdrios demonstraram ainda que a amostra
possui comportamento solido para a faixa de frequéncia de 0,1 a 10 Hz, tendo o teste de
recuperacao indicado uma baixa recuperacgéo da estrutura do material (aproximadamente 30%).

Para finalizar o trabalho, e visando a avaliagdo do processamento dos géis formados por

impressdo 3D, foram realizados testes preliminares de impressdo do gel produzido com uma
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concentracédo de biomassa de 22% de biomassa e pH 5,6. As amostras impressas demonstraram
boa estabilidade apds a impressdo mantendo sua estrutura, o que foi associado a elevada

viscosidade e médulo elastico do material.

5. Trabalhos futuros

Face aos resultados obtidos propde-se para continuidade deste trabalho as seguintes atividades:

e Elucidar os mecanismos de formacéo do gel baseado na biomassa integral de S. platensis,
visto que sdo escassos os trabalhos focados neste tema;

e Avaliar a adicdo de outros compostos (por exemplo amido) para investigar o
comportamento da formacéo do gel e como estes podem afetar a sua estrutura e estabilidade
e melhorar aspetos reoldgicos e de textura;

e Analisar as bioatividades do hidrogel produzido, para comprovar a funcionalidade do gel;

e Estudar a viabilidade da aplicacdo do gel em matrizes alimentares e/ou em outros setores

como em produtos de cosmética e na area farmacéutica.
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7. Anexos

Anexo A: Tabelas com as variaveis reparametrizadas estudadas no Delineamento Composto

Central Rotacional (DCCR).

Tabela A. 1 - Coeficientes de regressdo reparametrizados do DCCR 2?2 para as respostas de firmeza e

consisténcia

Firmeza Consisténcia
Fatores Efeito ErroPadrdo t(6) p-valor | Efeito  ErroPadrdo t(6) p-valor
Média 119,06 5,64 21,10 0,00* |2126,77 96,60 22,02 0,00*
x1(L) -9,62 3,46 -2,78 0,03* | -191,81 59,15 -3,24 0,02*
x1(Q) -9,02 4,11 -2,19 0,07 |-182,94 70,41 -2,60 0,04*
x2 (L) 24,88 3,46 7,20 0,00* | 462,49 59,15 7,82 0,00*
x2(Q) -4,56 4,11 -1,11 0,31 |-138,48 70,41 -1,97 0,10

*Valor significativo (p-valor < 0,05); x1— pH; X2 - concentracéo de biomassa (%).

Tabela A. 2 - Coeficientes de regressio reparametrizados do DCCR 22 para as respostas de coesividade e

trabalho de coesdo

Coesividade Trabalho de coeséo
Fatores N ~ . ~
Efeito  ErroPadrdo  t(8) p-valor | Efeito ErroPadrdo t(8) p-valor
Média 96,72 4,80 20,14 0,00* |161,92 8,64 18,73 0,00*
x2 (L) 32,05 4,04 7,93 0,00 | 55,07 7,27 7,57  0,00*
X2 (Q) -6,48 4,60 -1,41 0,20 | -15,72 8,28 -1,90 0,09*

*Valor significativo (p-valor < 0,05); x; - concentracéo de biomassa (%).
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