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EXPLORING THE SUBANTARCTIC BROWN MACROALGA Durvillaea antarctica: EXTRACTION AND
CHARACTERIZATION OF ALGINATES AND FUCOIDANS. Durvillaea antarctica is a brown macroalga of significant economic
and biotechnological importance in Chile, notable for its composition of valuable biopolymers such as alginate and fucoidan, in
addition to essential minerals and unsaturated fatty acids. This study aimed to optimize the alginate extraction method using a full-
factorial design to maximize polysaccharide yield. The macroalgae and its extracts were characterized using established analytical
techniques, including Kjeldahl (protein), Bligh and Dyer (lipids), gravimetry (ash and moisture), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), and chromatography. The results demonstrated an alginate extraction yield of 40.9% with a mannuronic-to-
guluronic acid ratio (M/G) of 4.57 under optimized conditions, highlighting the efficiency of the established protocol. The presence
of omega-3 and omega-6 fatty acids, as well as Fe, Na, and K, was confirmed, together with a low lipid content (0.74%). FTIR and
NMR (nuclear magnetic resonance) analyses indicated the successful extraction of alginate and fucoidan, with spectral features
consistent with those reported in the literature for these biopolymers, confirming their spectroscopic compatibility rather than strict
analytical identity. Overall, this work reinforces the potential of D. antarctica as a sustainable source of high-value compounds and
provides a reproducible approach for efficient alginate extraction.
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INTRODUCAO

As macroalgas marinhas sdo organismos que podem ser
encontrados em todos os habitats aquaticos, incluindo oceanos,
rios, lagoas e dguas residuais.! Além disso, estas sdo conhecidas hd
séculos por sua relevancia na dieta de pafses do extremo oriente como
Japdo e Coreia,” pois sdo ricas em nutrientes e fontes importantes de
polissacarideos complexos, minerais, proteinas e vitaminas, além
de diversos fitoquimicos. Seu consumo estd alinhado a crescente
demanda por produtos orgénicos e ambientalmente sustentdveis.?
As macroalgas, também conhecidas como algas marinhas, habitam
as zonas costeiras e incluem variedades (algas verdes, marrons e
vermelhas).? Dentre estas, as algas marrons sdo as mais consumidas
(66,5%), seguidas pelas vermelhas (33%) e verdes (5%).*

Dentre as algas marrons, as Phaeophyceae destacam-se pelo
alto teor de fitoquimicos e pelas propriedades terapéuticas, o
que as torna candidatas promissoras como agentes bioativos em
setores como o de alimentos funcionais, saide, industria, produtos
farmacéuticos, cosmecéuticos, dentre outros.® As algas marrons,
ricas em polissacarideos com diversas atividades bioldgicas, t€ém
recebido crescente atencdo, destacando-se especialmente a fucoidana,
um composto de grande interesse proveniente desses organismos
marinhos. As fucoidanas sdo polissacarideos sulfatados extraidos
de algas marrons, compostas principalmente de fucose.® Pesquisas
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Editor Associado responsdvel pelo artigo: Eduardo M. Richter

recentes investigam suas aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo
efeitos antitumorais,’ anticoagulantes,® antivirais,’ antimicrobianos,'°
antibacterianos,' antidiabéticos,'? nefroprotetores,'? antioxidantes,'*
anti-inflamatérios e imunomoduladores.'

O alginato como polissacarideo, se encontra preso a parede celular
da alga e € formado por mondmeros de acido $-D manur6nico (M)
e a-L gulurénico (G), conformados em estruturas homogéneas MM
e GG ou heterogéneas MG e GM conectados por ligagdo glicosidica
B(1—4) ou a(1—4)." Por ser o principal subproduto da D. antarctica,
este atua comercialmente como: emulsificante, texturizante, amaciante
de carnes, filmes biodegraddveis, substituto de gorduras, revestimento
comestivel natural, matriz de encapsulamento e nanofibra para areas
como a de alimentos, cosméticos, farmacéuticos e biotecnologia.
Suas principais caracteristicas que veiculam essas utilizacdes
incluem atoxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e alta
viscosidade.'” Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi de extrair
a fucoidana, aprimorar a extracdo de alginato e caracterizar a alga
chilena Durvillaea antarctica e seus polimeros.

PARTE EXPERIMENTAL
Aquisicao da alga

A macroalga Durvillaea antarctica foi coletada em janeiro de
2020 em dguas com temperatura média de 11 °C naregifio subantdrtica

de Punta Arenas (53°38°24.5” S, 70°56°47.2” W) e dreas adjacentes,
na Patagdnia Chilena (Figura 1). Apds a coleta, as amostras de
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algas foram preparadas conforme descrito por dos Santos et al.'®
O material foi mantido sob refrigeragdo nas mesmas condi¢des do
momento da coleta, a 11,3 °C por 24 h. Em seguida, as algas foram
lavadas e desidratadas em estufa a 35 °C por, no minimo, 120 h.
Ap6s a desidratacdo completa, a alga foi moida em um moinho de
facas por aproximadamente 10 min e armazenada em sacos plasticos
hermeticamente fechados, contendo silica gel no interior para garantir
a manuten¢do da auséncia de umidade.

Caracterizacio da macroalga

Proteina bruta

O teor de proteina foi determinado com microssistema de bloco
digestor digital (Kjeldahl). A biomassa liofilizada (cerca de 300 mg)
foi transferida para o tubo de digestdo Kjeldahl e adicionados 2 g
de mistura catalitica e 10 mL de acido sulfiirico concentrado. As
amostras sofreram digestdo por cerca de 4 h a temperatura de 350 °C,
e foram removidas do bloco digestor ap6s apresentarem uma cor
verde clara. Apés o resfriamento, o contetido da biomassa digerida
foi transferido com auxilio de 50 mL de 4gua destilada e acoplados ao
destilador de protefnas. Para a destilagdo foram utilizados 40 mL de
hidréxido de sédio a 50% (m/v), deixando o terminal do condensador
completamente imerso em um Erlenmeyer de 250 mL contendo
30 mL de solucdo de 4cido bdrico a 4% e 3 gotas de indicador misto.
Foram coletados cerca de 70 mL do destilado, que posteriormente foi
titulado com écido cloridrico até o indicador passar de verde pararosa.
Foi realizado um branco apenas com os solventes e sem a amostra e a
proteina foi calculada como nitrogénio x6,25 de acordo com Official
Methods of Analysis, 18* ed., (AOAC)" seguindo a Equac@o 1.

Lipidios

Para a determinacdo dos lipidios foi realizado o método
adaptado de Bligh e Dyer.? Inicialmente foi pesado cerca de 1 g da
amostra liofilizada e em seguida foram adicionados 6 mL de uma
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Figura 1. Localizagdo da coleta da alga Durvillaea antarctica
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mistura de cloroférmio:metanol (2:1). Os frascos fechados foram
homogeneizados por 1 h. Apés centrifugados por 20 min a 3.000 rpm,
sendo a parte intermedidria que contém os lipideos, recuperada com
auxilio de uma pipeta. A fracdo lipidica foi seca com nitrogénio e o
teor lipidico determinado por gravimetria.

100 x 0,014 x 6,25 x (Va— Vb) x fx N
P

Proteina (%) = (D

onde: Va corresponde ao volume da solug@o de dcido sulftrico para
titulagdo do material em mL; Vb € o volume da solucio de 4cido
sulfiirico para titulagdo do branco em mL; N € a normalidade da
solucdo de dcido sulftrico; f € o fator de corregao da solucdo de dcido
sulftirico, e P € o peso do material em g.

Determinacdo de carboidratos
O contetido total de carboidratos foi determinado por diferenca
conforme Equagdo 2:

Total de carboidratos (%) = 100 — [%umidade + %cinzas +
Jogordura + %proteinas + %fibras] 2)

Cinzas
Para as cinzas, a amostra de alga foi incinerada em forno a 550 °C
por 6 h e pesadas (AOAC)."

Fibra bruta

A andlise da fibra bruta foi realizada submetendo a biomassa da
macroalga liofilizada a digestdo dcida, com solugdo de acido sulfiirico
a 1,25% por 30 min, seguida de digestdo alcalina com hidréxido de
sodio a 1,25% por mais 30 min, com posterior filtragdo a vacuo, e
lavagem do cadinho com acetona e dlcool etilico. O cadinho foi seco
em estufa por 1 h e depois mantido em mufla por 3 h.2° O teor de fibra
bruta foi calculado por gravimetria.
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Espectrometria de absorcio e emissao atdmica

Para a determinagdo dos elementos cromo (Cr), cobre (Cu), ferro
(Fe), niquel (Ni) e zinco (Zn) foi utilizado um espectrometro de
absor¢do atdmica em chama (F AAS), enquanto que para potdssio (K)
e s6dio (Na) um espectrometro de emissdo atdmica em chama (F AES)
modelo AAnalyst 200 (PerkinElmer, Singapura), equipado com uma
lampada de cdtodo oco para cada analito a ser determinado (Lumina,
PerkinElmer) e uma lampada de arco de deutério como corretor
de fundo, exceto para o Na e K que tiveram as suas determinacdes
realizadas no modo de emissdo atomica. Além disto, foi utilizado como
géas combustivel o acetileno (Linde, Barueri, SP, Brasil) e como gis
oxidante o ar comprimido. A altura do atomizador utilizada foi de 0,5 cm
e a vazdo do gés acetileno foi de 2,5 L min™ para todos os analitos.

A decomposi¢ido dcida seguiu o método descrito por
Antunes ef al.,*! o qual consiste em pesar aproximadamente 250 mg
de amostra, diretamente nos tubos de borossilicato. Posteriormente,
foram adicionados 5,0 mL de acido nitrico (HNO,), acoplado o
sistema de refluxo e colocado no bloco digestor a 150 °C por 2 h. Ap6s
este periodo, foi adicionado 1,0 mL de peréxido de hidrogénio (H,0,)
e a solucdo retornou ao bloco por mais 30 min a 150 °C. Ao final,
as amostras foram retiradas do bloco, deixadas esfriar, transferidas
para frascos de polipropileno e aferidas a 20 mL com dgua destilada.

Extracio dos acidos graxos

A extracdo dos dcidos graxos da biomassa algal foi realizada pelo
método adaptado de Bligh e Dyer.” Inicialmente, em um baldo de
100 mL foi adicionado 1 g da amostra, 10 mL de cloroférmio, 20 mL
de metanol e 10 mL de uma solucéo de sulfato de sédio 1,5%. Em
seguida, foi deixado sob agita¢@o a temperatura ambiente por 30 min.
Ap0s, foi adicionado mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solugio
de sulfato de sdédio 1,5% e deixado sob agitacdo por mais 1 min. Ao
fim deste processo, a solugdo foi transferida para Falcons de 15 mL e
deixado na centrifuga durante 10 min. Apds a centrifugacio, a parte
inferior foi retirada, transferida para um baldo de fundo redondo e
levada ao evaporador rotativo para evaporacio do cloroférmio. Apds
a secagem, o extrato foi rediluido com 2 mL de hexano e levado ao
evaporador rotativo novamente. Por fim, o baldo foi pesado e foi
submetido a derivatizacao por BF;.

Derivatizagdo com BF;

Ap0s a extragdo, foi realizada a derivatizagdo utilizando trifluoreto
de boro (BF;). O extrato foi inicialmente lavado com hexano, e
250 mg foram pesados em um baldo de fundo redondo. Em seguida,
foram adicionados 6 mL de uma soluciio metandlica de hidréxido
de sodio a 2% m/v, agitando-se o baldo. O sistema foi submetido a
refluxo por 5 min. Apés esse periodo, foram adicionados 5 mL do
derivatizante BF;/MeOH, mantendo-se o refluxo por mais 5 min.
Posteriormente, a solugdo foi transferida para um funil de separagdo,
onde foram adicionados 20 mL de hexano para promover a separaciio
das fases. A fase aquosa inferior foi descartada, enquanto a fase
organica superior foi filtrada com sulfato de sédio anidro e coletada
em um baldo. A solugdo foi entdo concentrada em rotaevaporador
até a completa evaporacio do solvente. Por fim, o residuo foi lavado
com 1 mL de hexano grau HPLC (cromatografia liquida de alta
performance) e transferido para um vial para andlise posterior em
cromatografia gasosa.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

Para obtencdo da composi¢do dos dcidos graxos foi utilizado
um cromatégrafo gasoso (Shimadzu, modelo GC-2010) acoplado a
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um espectrometro de massas (GCMS-QP2020), equipado com uma
coluna capilar de silica fundida SP 2560 (100 m x 0,25 mm x 0,10 pm).
O método utilizado foi adaptado de dos Santos et al.> O volume de
amostra injetado foi de 8 pL na proporc¢ao de 1:50 no modo split.
As condicdes de temperaturas de interface e da fonte de fons foram
de 280 e 200 °C, respectivamente. Para o injetor, foi estabelecida a
temperatura de 200 °C utilizando o gds de arraste hélio com vazio
de 3 mL min™'. Enquanto para a coluna, a temperatura inicial foi de
100 °C permanecendo por 5 min nesta condi¢do. Posteriormente, a
temperatura foi aumentada a uma taxa constante de aquecimento de
5 °C min™! até 250 °C, totalizando o tempo de andlise em 55 min.

Design da extracao de alginato

O planejamento fatorial escolhido foi um planejamento de
experimento de superficie de resposta executado utilizando-se do
Minitab® Statistical Software 22 (Minitab, LLC., State College, PA,
2024), gerando um experimento blocado, rotacional, aleatorizado,
com trés varidveis: temperatura, tempo e concentracdo de base;
e em dois niveis diferentes e seis replicagdes do ponto central
(Tabela 1S, Material Suplementar). Para fins de validacdo, os
testes foram submetidos ao teste de normalidade Ryan-Joiner e
de homocedacidade, para entdio realizacdo do teste de andlise de
variancia (ANOVA).

Extragdo de alginato

A extrag@o se deu utilizando uma metodologia adaptada de
Lorbeer et al.,”® onde se utilizou 20 mL de dlcool 96% para cada
grama de alga, mantendo a propor¢ao de 1:20 (m/v), para o processo
de pré-tratamento, sendo colocado em temperatura ambiente sob
agitacdo por 3 h, para ento a solucio ser filtrada e o s6lido recaptado,
este processo foi repetido mais uma vez. Por fim, para eliminacgio do
etanol o sélido € deixado secando a 40 °C durante a noite em estufa.
Entao o residuo sélido sem o etanol foi submetido a uma acidificacao,
utilizando-se 20 mL de écido cloridrico 0,1 M por grama inicial
da alga, mantendo a propor¢do de 1:20 (m/v), por 3 h a 45 °C, sob
agitacdo. Apds, a reacdo foi interrompida, sendo colocada em banho
de gelo e neutralizada gota a gota com hidréxido de sédio (NaOH)
2 M, filtrado para retirar o excesso de liquido e o sélido foi congelado
a—20 °C até ser submetido a reagdo.

Por fim, o dltimo residuo sélido foi submetido a um processo de
basificagdo utilizando-se de 20 mL de carbonato de sédio (Na,COs;)
por grama inicial de alga, mantendo a propor¢do de 1:20 (m/v),
demais condicdes como temperatura, tempo e concentracdo de
base foram utilizadas conforme descrito no planejamento composto
central, demonstrado na Tabela 1. Apés esse processo e as condi¢des
pré-estabelecidas, a solugdo resultante foi centrifugada a 4000 rpm
e a fase liquida foi captada e o mesmo volume de etanol 96% foi
adicionado para precipitar o alginato, deixando a solu¢ao em processo
de precipitacdo por 24 h, de 2-8 °C. Por fim o alginato foi captado
por filtragdo a vacuo e ressuspendido em solu¢do de etanol 50% para
ser purificado. Apds esse processo de lavagem, o alginato foi filtrado,
sendo esse processo repetido mais uma vez, e o mesmo foi seco a
50 °C até atingir o peso constante.

Extracao de fucoidana

Inicialmente, 50 g da macroalga Durvillaea antarctica foram
lavadas com 500 mL de dlcool etilico absoluto sob agitagdo mecanica
a temperatura ambiente por 24 h, visando a remocdo de pigmentos,
proteinas,* manitol e alguns sais.” A alga resultante foi separada por
centrifugacdo e, em seguida, seca em estufaa40 °C por2he a 50 °C
por mais 1 h. Para a extracdo de fucoidana, seguiu-se o protocolo

3of 11



Santa-Barbara ef al.

Tabela 1. Design do processo de extracdo de superficie de resposta

Explorando a macroalga subantdrtica Durvillaea antarctica: extracao e caracterizagio de alginato e funcoidana

Valor codificado Valor real Resposta

Ordem A B c Base / % Temperatura / °C Tempo / h Rendimento / %

(Base) (Temperatura) (Tempo)
01 -1 -1 -1 1,3 30,0 2,00 29,10 £ 0,77
02 1 -1 -1 3,7 30,0 2,00 32,64 + 0,70
03 -1 1 -1 1,3 60,0 2,00 31,44 + 0,67
04 1 1 -1 3,7 60,0 2,00 36,51 + 0,80
05 -1 -1 1 1,3 30,0 3,00 30,43 +0,92
06 1 -1 1 3,7 30,0 3,00 35,14+ 1,04
07 -1 1 1 1,3 60,0 3,00 32,59 +0,72
08 1 1 1 3,7 60,0 3,00 39,35 + 1,26
09 -1,68 0 0,5 45,0 2,50 27,27 £ 1,28
10 +1,68 0 4,5 45,0 2,50 35,48 £ 0,85
11 0 -1,68 0 2,5 19,8 2,50 30,61 £ 0,70
12 0 +1,68 0 2,5 70,2 2,50 36,40 + 0,61
13 0 0 —-1,68 2,5 45,0 1,65 34,82 0,74
14 0 0 +1,68 2,5 45,0 3,34 38,38 £ 1,15
15 0 0 0 2,5 45,0 2,50 40,24 = 1,05
16 0 0 0 2,5 45,0 2,50 40,27 £ 1,77
17 0 0 0 2,5 45,0 2,50 40,24 + 1,64
18 0 0 0 2,5 45,0 2,50 39,94 + 1,03
19 0 0 0 2,5 45,0 2,50 40,83 = 1,00
20 0 0 0 2,5 45,0 2,50 39,67 + 1,01
Os valores foram expressos em média + desvio padrao (n = 3).
descrito por Yang et al.*® Foram pesadas 25 g da alga previamente e assim chegar a proporcdo M/G.
limpa e seca, e 250 mL de solu¢@o de cloreto de cdlcio 0,1 mol L™ Foram utilizadas as seguintes equacdes:
foram adicionados & amostra. A mistura foi mantida sob agitacio
constante a 65 °C por 2 h. Apés esse periodo, o sobrenadante foi FG =Al/ (AIl + AIII) 3)
removido e o processo de extragdo repetido. Em seguida, a solugdo FGG = Alll / (AII+AIII) 4)
foi centrifugada e o sobrenadante rotavaporador até atingir 1/10 do FGM = FMG = FG - FGG 5)
volume inicial. Posteriormente, a solu¢io foi centrifugada novamente, FMM = FM - FMG (6)
e o sobrenadante obtido foi precipitado pela adi¢do de etanol em um M/G = (1 -FG)/FG (7)
volume quatro vezes superior. O precipitado foi entdo seco em estufa n =FGM / (FM x FG) (8)

a 40 °C em placas de Petri.

Caracterizagdo das extragoes

Diluiu-se a fucoidana extraida em DMSO-d, (dimetilsulféxido
hexadeuterado) e o alginato em D,O para realizaciio da andlise de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Para isso, foi utilizado um
espectrometro Bruker Avance III HD a 400 MHz, para o alginato
ainda foi utilizado pressurizag¢do em 4.698 ppm. O espectro foi obtido
com 150.000 varreduras para andlise de '*C, para a fucoidana e para
o alginato foi utilizado um espectro de 64 varreduras para andlise de
'H. Assim como no trabalho realizado por Zank et al.”’” para comparar
as estruturas da carragenana comercial e extraida, para identificar
os grupos funcionais da fucoidana e do alginato, foi realizada
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
Para esta andlise, foi utilizado um espectrometro de infravermelho
Shimadzu, modelo SPIRIT, combinado com refletincia total atenuada
(ATR). As varreduras foram realizadas na faixa espectral de 400 a
4000 cm™ com uma resolug@o de 4 cm™ e 45 scans. Para a anélise
da proporcdo M/G do alginato utilizou-se a metodologia aplicada
em Belattmania et al.,”® onde se aplica da integragdo dos picos do
espectro de NMR 'H entre as zonas de 4,2 a 5,4 ppm de modo a poder
expressar as quantidades dos mondmeros que compdem o alginato.
Dessa forma € possivel calcular suas fragdes de M (FM) e de G (FG)
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onde Al: drea do pico referente ao préton anomérico dos residuos
de dcido gulurdnico (G); All: drea do pico referente aos prétons
anoméricos sobrepostos dos residuos de dcido manurdnico (M) e
gulurdnico (G); AlIL: drea do pico referente aos prétons anoméricos
dos blocos GG (residuos de 4cido guluronico adjacentes); FG: fracio
de residuos de 4cido gulurdnico (G); FM: fragdo de residuos de
dcido manuro6nico (M), sendo FM = 1 — FG; FGG: fracdo de diades
GG (blocos de gulurdnico); FGM: fragdo de diades GM; FMG: fracdo
de diades MG (igual a FGM); FMM: fracdo de diades MM (blocos
de manuro6nico); n: parametro de homogeneidade (ou distribuicdo
de blocos), relacionado ao grau de alternancia entre residuos M e G.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo da macroalga

A Tabela 2 apresenta a composicdo nutricional da alga
marinha em estudo. A umidade foi determinada apds os processos
de lavagem, tritura¢do e secagem em estufa. O teor de umidade
encontrado, de 14,22%, € superior ao reportado por Caballero et al.”
para Durvillaea antarctica, que foi de 8,15%. O teor de lipideos,
determinado apds a extragdo, foi de 0,74% em peso seco, conforme
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Tabela 2. Composigio fisico-quimica da macroalga Durvillaea antarctica

Nutriente Percentual / %
Umidade 14,22 + 0,17
Lipideos 0,74 +0,11
Proteina 6,80 + 1,35
Carboidratos 57,00 + 0,20
Cinzas 20,09 = 0,10
Fibras 1,16 0,15

Os valores foram expressos em média + desvio padrdo (n = 3).

apresentado na Tabela 2. Esse valor estd em concordancia com outros
estudos reportados na literatura.”* O teor de proteina determinado
no presente estudo foi de 6,8% em peso seco, um valor inferior
ao reportado anteriormente na literatura,?3* que encontraram
valores entre 10,4 e 11,6% em peso seco para a fragdo proteica de
Durvillaea antarctica. No entanto, € sabido que o teor de proteina
em algas marrons geralmente varia entre 5 e 15%. Além disso,
fatores como o grau de maturidade, a localizag@o e a época de coleta
influenciam diretamente esses valores.’!

Os carboidratos foram os nutrientes mais abundantes em
Durvillaea antarctica, representando 57% do peso seco (Tabela 2).
Segundo Caballero e al.,”® o teor de polissacarideos em macroalgas
pode variar de 4 a 76% em peso seco, dependendo da esta¢do do
ano e da espécie. Polissacarideos como dgar, alginato e carragenana,
extraidos de macroalgas, correspondem a mais de 50% do mercado
global de hidrocoloides.”” Entre os carboidratos, as fucoidanas
destacam-se como polissacarideos sulfatados presentes na parede
celular de algas marrons, compostas por L-fucose e grupos sulfato.’! A
busca por biomassas ricas em hidrocoloides como a fucoidana deve-
se as suas propriedades tecnoldgicas, como a formacdo de hidrogeéis,
que podem ser utilizadas como agentes espessantes, gelificantes ou
formadores de filme em revestimentos farmacéuticos e embalagens.”
O teor de cinzas encontrado foi de 20,09% em base seca, valor
semelhante ao reportado em outros estudos.?** Por outro lado, o
teor de fibra bruta foi inferior aos valores previamente reportados,*
que variam de 3,11 a 4,22%. Sabe-se que a composicdo nutricional
das algas varia significativamente conforme a época de colheita. Por
exemplo, macroalgas coletadas na primavera apresentam maior teor
de proteinas e cinzas, enquanto as coletadas no verdo apresentam
niveis mais altos de lipideos e fibras. No inverno, observa-se maior
proporgio de carboidratos.*

Os resultados dos elementos encontrados na alga podem ser
observados na Tabela 3. Em ordem decrescente as concentracdes
obtidas na alga Durvillaea antarctica foram Na > K > Fe > Zn >
Ni > Cr. O Cu apresentou concentracao abaixo do limite de detec¢ao
do método (< 2,8 mg kg™). O Cr é um elemento necessério para
organismos em pequenas quantidades. Sua alta concentra¢do em
dgua e no solo pode provocar intimeros efeitos toxicos fisiolégicos,

Tabela 3. Concentracdes dos elementos presentes na alga
Durvillaea antarctica

Metal Durvillaea antarctica / (mg kg™)
Cr 4,18 +0,27

Cu <LD

Fe 20,5+ 1,1

K 23,836 + 1,408

Na 42,664 + 2,568

Ni 6,11 +0,31

Zn 9,81 +0,85

< LD ¢€ equivalente a abaixo do limite de deteccdo. Média + desvio padrdo
(n=3).
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morfoldgicos e bioquimicos nas plantas e representar sérios riscos a
sadde humana por meio das cadeias alimentares.** Enquanto o Cr'!
¢ a espécie mais estavel e menos toxica, o Cr¥! altamente soltivel em
dgua € considerado altamente téxico e mutagénico, atravessando
prontamente a membrana das células eucaridticas e procaridticas e
gerando radicais livres com estresse oxidativo.®

O Ni apresentou baixa concentragio e em pequenas quantidades
¢ essencial para algumas enzimas, mas em concentragdes maiores
pode ser tdxico, afetando a saide humana, causando distirbios
renais e pulmonares, dermatites e danos gastrointestinais.* O Zn
e o Fe apresentaram-se em pequenas concentracdes na alga. Sdo
micronutrientes essenciais em muitos organismos vivos, incluindo
algas, uma vez que participam da atividade enzimética e de outras
fungdes bioldgicas como regulacdo do crescimento, fotossintese e
reproducdo.’’ As algas marrons sdo as mais eficientes na bioadsor¢ao
de metais, uma vez que suas paredes celulares sao ricas em alginatos,
os quais t€m alta afinidade por cdtions divalentes e os polissacarideos
sulfatados explicam a absor¢do de cdtions trivalente.*

Ja Na e K foram os elementos que apresentaram as maiores
concentragdes nessa alga. Estudos mostram que essas algas
podem conter concentragdes muito altas de K em suas células,
frequentemente superiores a 20.000 mg kg™' de peso seco. Isso
reflete a necessidade desse elemento para a manutengdo da atividade
fisiol6gica em ambientes marinhos. Em comparagdo com algas verdes
e vermelhas, as algas marrons costumam ter uma maior capacidade
de acumular K, o que estd relacionado ao seu ambiente natural, uma
vez que a regulacdo osmdtica € critica para a sobrevivéncia.*** O Na
¢ outro elemento importante nas algas, pois participa do transporte
ativo de nutrientes e outros fons através das membranas celulares.
Muitas proteinas de membrana, como bombas de Na, ajudam a manter
os gradientes eletroquimicos que s@o necessdrios para o transporte
de outros nutrientes, como nitrato e fosfato, para dentro das células.
Em sinergia com o K, o Na ajuda a manter o equilibrio i0nico interno
das células, essencial para a sobrevivéncia das algas em ambientes
de alta salinidade.?

O cromatograma dos dcidos graxos pode ser observado na
Figura 2, com os componentes descritos na Tabela 4. A andlise por
CG-EM revelou uma predominancia de dcidos graxos poli-insaturados
na composicio da Durvillaea antarctica. As condigdes ambientais
extremas da regido subantdrtica, como baixa temperatura da dgua,
disponibilidade limitada de nutrientes, alta exposicdo a radiacdo
ultravioleta, varia¢des no fotoperiodo e elevada salinidade, promovem
o desenvolvimento de estratégias de adaptacao, alterando a composicao
bioquimica da alga.*' A ativacdo de metabdlitos secundarios nessas
macroalgas resulta em um aumento na producio de lipidios, esterois,
polissacarideos, aminodcidos, flavonoides e terpenoides.*!

Os 4dcidos graxos saturados identificados foram miristico,
palmitico e estedrico, corroborando estudos anteriores realizados com
algas coletadas na regido do Chile."®*? Entre os dcidos graxos poli-
insaturados encontrados estio os dcidos docosapentaenoico, linoleico,
araquiddnico e eicosapentaenoico, em concordancia com relatos
prévios.? A alta concentracdo de dcidos graxos poli-insaturados
contribui para a estabilidade das membranas celulares em baixas
temperaturas.*'+* Além disso, fatores como a exposicdo a radia¢do
solar e o estresse hiperosmotico podem influenciar a variagdo na
concentracdo desses acidos graxos.*

A classe de 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA) de grande
interesse para a saide humana € a de 6mega-3 e 6 essenciais, que nao
séo sintetizados pelos organismos humanos.* Além disso, estudos sobre
essa classe de PUFA mostram que eles podem estar relacionados com
a redugdo do risco de doencas cardiacas* e cincer.”’ Por fim, o dcido
graxo monoinsaturado encontrado foi o dcido palmitoleico e dcido
graxo trans encontrado foi o elaidico, isdomero do dcido graxo oleico.
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Figura 2. Cromatograma dos dcidos graxos da alga Durvillaea antarctica

Tabela 4. Acidos graxos encontrados na alga Durvillaea antarctica

Pico Composto TemNpo de. Classificacdo
reten¢d@o / min
1 4cido miristico 20,319 saturado
2 acido palmitoleico 26,197 monoinsaturado
4cido palmitico 26,915 saturado
4 dcido docosapentaenoico 31743 poli-insaturado
(omega-3)
5 dcido linoleico 32,045 poli-insaturado
(omega-6)
acido elaidico 32,245 monoinsaturado
acido estedrico 33,043 saturado
8 dcido araquiddnico 36,749 poli-insaturado
(omega-6)
9 dcido eicosapentaenoico 36.935 poli-insaturado

(omega-3)

Todos os dcidos graxos encontrados na Durvillaea antarctica
sdo de extrema relevancia. Dentre suas principais propriedades é
possivel citar que o 4cido miristico, o qual € utilizado na sintese
de compostos lipidicos e € importante na modificagdo de proteinas
para ancord-las na membrana celular.*® O 4cido palmitoleico tem
sido reconhecido por seu papel potencial na regulacdo de doencas
metabdlicas, como diabetes e doencas cardiovasculares. Além disso,
ele atua como uma lipocina, regulando processos metabdlicos como
a sensibilidade a insulina.*

O 4cido palmitico € o dcido graxo saturado mais comum no
corpo humano e estd envolvido em funcdes fisioldgicas cruciais,
incluindo a manuteng@o das propriedades fisicas das membranas
celulares.* O 4cido linoleico desempenha um papel essencial na satide
cardiovascular. Estudos mostram que dietas ricas em 4dcidos graxos
poli-insaturados, como o linoleico, podem reduzir o contetido de
acidos graxos saturados no soro, contribuindo para uma melhor satide
metabdlica.”! O dcido docosapentaenoico € um dcido graxo 6mega-3
que tem sido estudado por suas propriedades anti-inflamatdrias e sua
contribui¢@o para a saide cardiovascular.>

O 4cido elaidico € um dcido graxo trans, cuja presenca no soro
tende a diminuir com a perda de peso significativa, como observado
apds cirurgias baridtricas.> O 4cido estedrico é um dcido graxo saturado
que, diferentemente de outros dcidos graxos saturados, pode ter menos
impacto negativo na satide cardiovascular. Estudos sugerem que ele
pode ser convertido em dcido oleico no organismo, o que pode mitigar
potenciais efeitos adversos.* O dcido araquidénico é um precursor
importante de eicosanoides, que s3o mediadores inflamatérios no corpo.
Ele desempenha um papel essencial na resposta inflamatdria e em varias
fungdes fisioldgicas, mas seu excesso pode estar associado a processos
inflamatdrios exacerbados.® O dcido eicosapentaenoico (EPA) € um
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dcido graxo dmega-3 amplamente estudado por suas propriedades anti-
inflamatdrias e seu papel na prevencdo de doengas cardiovasculares. O
EPA € essencial na produ¢@o de resolvinas, compostos que possuem
atividade anti-inflamatdria.>

Caracterizacio de fucoidana

Na Figura 3 € possivel observar o espectro de infravermelho da
fucoidana extraida comparado com a fucoidana comercial. O mesmo
apresentou bandas na regiao de 3500 a 2900 cm™, sendo a primeira
indicativa de uma ligacdo O-H e a segunda de uma ligagdo C—H. Outra
banda foi observada em torno de 1600 cm™, relacionada a grupos
carbonila presentes no dcido urénico. A banda entre 1220-1230 cm™
¢ atribuida a ligagdo S=O, sugerindo a presenca de sulfato. A regido
de 1000-1100 cm™ representa a ligacdo C-O dos polissacarideos,®
enquanto uma banda em torno de 840 cm™' indica a flexdao C-O-S."
As mesmas bandas foram observadas tanto na fucoidana extraida
quanto na fucoidana comercial, indicando assim a extragdo bem
sucedida da mesma.

100

/—\/\/\\\/\J\ \

NVA

/ /
~ 98- / Y
s /W’\ / /VVW
©
\ J
T 96 -
7]
c
o
= 944
—— Comercial
-
T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 3. Espectro de infra-vermelho com transformada de Fourier das

fucoidanas

A espectroscopia de RMN de *C foi realizada para elucidar a
estrutura quimica do extrato e da fucoidana comercial, conforme
Figura 4. O espectro de '*C da fucoidana comercial apresenta sinais
correspondentes a ligagdes glicosidicas em 60 a 85 ppm na posicao
C-2 a C-5. Em 82-80 ppm e corresponde a um carbono ligado a
hidroxilas ou sulfatos.>® O deslocamento quimico em 96-105 ppm &
caracteristico de C-1 de diferentes carboidratos. O aparecimento de
picos em 70-80 ppm indica préton ligado ao carbono contendo um
grupo sulfato.”” Sinais similares foram observados no extrato. Assim
como outras fucoidanas de algas marrons relatadas na literatura, a
mesma apresentou um espectro de RMN de *C complexo. Além
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Figura 4. Espectro de RMN °C da fucoidana comercial (a) e do extrato (b)

disso, a mesma continha vérios sinais intensos nas regides andmicas
(100-105 ppm), que sido tipicos dos a-fucopiranosideos.*® Resultados
semelhantes foram relatados por Leitzke ef al.”

Extracio de alginato

O modelo de regressdo obtido para o rendimento da metodologia
de extragdo de alginato apresentou um coeficiente de determinagio
(R?) de 0,96, indicando que 96% da variabilidade dos dados é
explicada pelo modelo. O modelo segue distribui¢do normal, sem
evidéncia de homocedasticidade. A andlise de varidncia (ANOVA),
demonstrado na Tabela 5, revelou que o modelo foi estatisticamente
significativo (p < 0,000), com um valor-p para lack-of-fit ndo
significativo (p >0,994), validando a adequagdo do modelo aos dados
experimentais (Montgomery)® e a equagdo de regressao final para
o rendimento de alginato (%) (Equagdo 9) em termos de fatores nao
codificados foi:

Rendimento = 40,200 + 2,481A + 1,634B + 1,011C - 3,128A2 —
2,375B% - 1,280C? + 0,448AB + 0,358AC + 0,018BC )

onde A (concentragio de base), B (temperatura) e C (tempo) s@o as
varidveis independentes.

Todas as varidveis de primeira ordem e segunda ordem
apresentaram valor de significancia (p < 0,000), enquanto a
interacdo entre os fatores teve resultados distintos, concentragio de
base e temperatura (p = 0,025) foi significativa e concentragdo de
base e tempo (p = 0,071) com significAncia marginal também foi
relevante para o rendimento, entretanto tempo e temperatura foram
insignificantes.

A interagdo dos efeitos quadraticos no rendimento aponta a
uma curvatura acentuada na funcgdo e alto efeito sobre o grifico
(F-valor). Ja a equacdo de regressdo, demonstrando um ponto
de maximo, dessa forma, o grifico forma uma concavidade para
baixo. Dos fatores lineares a concentracio de base e a temperatura
sd3o os que desempenharam papel significativo no aumento do
rendimento no processo, ademais a base foi fator quadrético de maior
influéncia no processo, esses dados corroboram com os achados
de Mohammed et al.,’' sendo visivel nos graficos de contorno e de
superficie de resposta (Figuras 5 e 1S, Material Suplementar).
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Tabela 5. Andlise das variancias do modelo de superficie

Fonte SQ QM GL F-valor p-valor
Modelo 1047,3 116,366 9 128,22 < 0,000
Linear 403,45 134,482 3 148,18 < 0,000
A 252,25 252,245 1 277,95 < 0,000
B 109,36 109,357 1 120,5 < 0,000
C 41,84 41,843 1 46,11 < 0,000
Quadrado 635,94 211,979 3 233,58 < 0,000
A? 344,53 422913 1 466 < 0,000
B? 220,54 243,773 1 268,61 < 0,000
C? 70,87 70,867 1 78,09 < 0,000
Interagdo 791 2,638 3 291 0,044
AB 4,82 4,824 1 5,32 0,025
AC 3,08 3,082 1 34 0,071
BC 0,01 0,008 1 0,01 0,925
Residuos 45,38 0,908

Erro puro 0,44 0,088 45 0,09

Falta de ajuste 44,94 0,999 5 128,22 0,994
SQTotal 1092,67 116,366 59

Precisdo adequada 44,14

R? 95,85

R, 94,29

R% 95,10

SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; GL: graus de liberdade;
A: concentragdo de base; B: temperatura; C: tempo; R* coeficiente de
determinagao.

As melhores condi¢des de extracdo (Figura 2S, Material
Suplementar) foram identificadas como tempo de 2,73 h, temperatura de
51 °C e concentracdo de Na,CO, 3,1%, resultando em um rendimento
previsto de 41,3%. A validagdo experimental sob essas condi¢des
confirmou um rendimento médio de 40,9 + 0,5%, concordando com
o valor previsto e comprovando a eficdcia do modelo de supertficie de
resposta na otimiza¢@o do processo. O rendimento encontra-se dentro
de valores reconhecidos na literatura, de 37-51%.% Condigdes como
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Figura 5. Grdfico de contorno da intersecgdo das varidveis independentes codificado

etapa de desenvolvimento, més de coleta, e moagem da alga também
podem afetar o rendimento da extragao.

O impacto das varidveis operacionais na extragdo de alginato
¢ amplamente discutido na literatura, onde um rendimento
satisfatdrio, alcangado em temperaturas moderadas proximas a 51 °C,
demonstra potencial para preservar a razao M/G, o peso molecular
e a viscosidade do polimero, enquanto uma concentragdo de base
inferior a 5% previne a hidrdlise alcalina degradativa, e um tempo
de extragdo em torno de trés horas minimiza os efeitos sinérgicos
de degradacdo por temperatura e pH, conforme evidenciado por
Saji et al.®? e Bojorges et al.'” Nesse contexto, o ponto identificado
otimiza rendimento e qualidade, embora testes complementares, como
viscosidade intrinseca e analise de peso molecular, sejam necessarios
para validar a integridade estrutural e funcional do alginato obtido.

Caracterizacio do alginato

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(Figura 6) demonstrou a presenca de bandas caracteristicas dos
grupamentos de polissacarideos tipicos do alginato. O espectro
caracteristico exibiu uma banda larga em 3280 cm™, atribuida aos
modos de estiramento vibracional de grupos hidroxila (O-H). A
banda proeminente em 1598 cm™' foi associada ao estiramento
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Figura 6. Espectro de infravermelho com transformada de Fourier do extrato
e do alginato de sodio comercial
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assimétrico dos grupos carboxilato (COO"), uma marca registrada
dos residuos de dcido gulurénico e manurdnico que constituem a
estrutura do alginato. A presenca de uma absor¢ido em 1255 cm™
estd relacionada a vibragdes de éster sulfato (S=O) residuais,
um indicativo de que o biopolimero € extraido, reteve tragos de
polissacarideos sulfatados nativos da matriz algal, conforme
observado no estudo de referéncia.®® O intenso pico em 1027 cm™
¢é caracteristico de estiramentos de ligacdes C—O-C de anéis de
piranose, enquanto a banda em 818 cm™ € sugestiva de deformagoes
angulares tipicas de residuos de manuronato. A assinatura espectral
obtida demonstra notdvel similaridade com o perfil reportado por
Queiroz et al.,** que identifica alginato com pureza semelhante a
metodologia empregada.

Na andlise de RMN 'H (Figura 7), os picos apresentam grande
similaridade aos identificados como mondmeros que compdem o
alginato, responsdvel assim por alterar todas as caracteristicas do
polimero. Sendo assim foram associados os pontos: 5.132 ppm a
todos os G (0,15), 4.805 ppm M e dgua (0,11), 4.766 ppm os blocos
GG (0,05), 4.715 ppm € um sinal claro de contaminagdo por dgua
(0,29), 4.582, 4.545,4.513 e 4.487 ppm a diade MM (0,32). Assim
sendo, a composicao do extrato demonstrou uma alta complexidade
e um fator de mistura que torna as regides de 4,40-4,750 e 4,78-4,90
meramente qualitativas. Assim sendo ficamos com uma maior
propor¢do de FM com 85%, enriquecida em blocos de acido
manurdnico (MM) com 75%, seguida pela propor¢ado de blocos FG
com 15%, e com 0,05% de blocos homopoliméricos e uma menor
fracdo restante de FMG com 10%, logo, este alginato se caracteriza
como um alginato com propor¢do M/G com 5,67 e com n = 0,78
apresenta grandes tendencias a formacdo de blocos MM e baixa
tendéncia de formagdo de blocos GG ao longo do polimero.®

Com base nos dados de RMN apresentados, a estrutura em
blocos do alginato extraido possui implica¢des significativas
em suas propriedades funcionais. A elevada predominéncia de
sequéncias homopoliméricas de dcido manurdnico (FMM = 75%)
confere ao polimero uma maior flexibilidade conformacional e
capacidade de reteng¢do hidrica, resultando em géis menos rigidos
e mais eldsticos quando comparados a alginatos ricos em G. Além
disso, a presenca expressiva de blocos heteropoliméricos (FMG/
FGM = 19,59%) introduz sitios de transicdo que podem modular
a cinética de formacdo do gel e sua interagdo com fons divalentes,
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H de alginato de sédio extraido de Durvillaea antarctica

como o célcio.®® O pardmetro de aleatoriedade (n) corrobora a
forte tendéncia de organizagdo em blocos homopoliméricos (MM
e GG), indicando uma distribui¢do ndo aleatéria dos mondmeros ao
longo da cadeia polimérica. Este perfil sequencial € caracteristico
de alginatos derivados de macroalgas do género Durvillaea.®
A razdo M/G de 4,57 confirma a natureza predominantemente
rica em manuronato, resultando em géis menos rigidos e mais
flexiveis, com maior capacidade de retencdo de dgua e viscosidade
elevada, direcionando suas aplicagdes para sistemas onde a
estabilidade coloidal é mais critica do que a forga gelificante.®’
Consequentemente, este alginato € promissor para aplicacdes
em espessamento, estabiliza¢do, formacdo de filmes flexiveis e
biomedicina, onde sua menor susceptibilidade a hidrélise acido
catalisada favorece uma degradag@o mais lenta in vivo.

CONCLUSOES

A macroalga Durvillaea antarctica demonstra notdvel potencial
biotecnoldgico e nutricional, constituindo uma fonte valiosa de
minerais, dcidos graxos poli-insaturados (PUFAs) como os dcidos
docosapentaenoico, linoleico, araquiddnico e eicosapentaenoico e
seus polissacarideos estruturais funcionais: o alginato e fucoidana.
Apresentou uma série de compostos bioativos que confere a esta
espécie um perfil diferenciado para aplicagdes na industria de
alimentos sauddveis e suplementos nutricionais. A extragdo pela
metodologia de fucoidana e caracterizagdo com propriedades
bioativas acrescentam valor farmacoldgico ao extrato, enquanto a
optimizacdo do processo de extragdo de alginato via planejamento
fatorial permitiu obter um polimero com predominancia de blocos M,
caracteristica que confere maior flexibilidade e capacidade de
formacédo de géis menos rigidos, porém mais eldsticos, adequados
para aplicagdes biomédicas que requerem adaptabilidade mecanica.
Estes resultados demonstram o potencial da Durvillaea antarctica
como recurso sustentdvel e multifuncional, com possibilidades de
aproveitamento integral em setores que demandam matérias-primas
renovaveis, biocompativeis e de baixo impacto ambiental.

MATERIAL SUPLEMENTAR
A tabela de valores individuais de cada experimento aleatorizado e os
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graficos de superficie estdo disponiveis em https:/quimicanova.sbq.org.br,
de acesso livre, no formato PDF.
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