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Resumo

SANTI, Ivandra Ignés de. Lipideos de Macroalgas Antarticas: Andlises por
Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas e estudos preliminares das
atividades antioxidante e antibacteriana. Orientada pelo Prof. Dr. Claudio Martin
Pereira de Pereira. 2020. 144 f. Tese (Doutor em Ciéncias) — Programa de PG4s-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo, Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A Antartica compreende um reservatorio de micro-organismos e macro-
organismos, dentre eles, as macroalgas, conhecidas por sua riqueza em
compostos fitoquimicos. As macroalgas sdo consideradas um fonte de
esteroides e &cidos graxos, classes de metabolitos envolvidos na fluidez e
permeabilidade da membrana. O presente estudo tem por objetivo a extracao e
quantificacdo de esterdis de quatro macroalgas vermelhas da Antartica: Palmaria
decipiens, Plocamium cartilagineum, Iridaea cordata e Pyropia endiviifolia, em
que a extracdo de esterdis envolve hidrdlise alcalina da biomassa de algas. A
quantificacdo de colesterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol, -
sitosterol e fucosterol foi realizada por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM). Avaliou-se também o perfil de lipideos por
meio de analises cromatograficas e espectroscopicas de cinco macroalgas da
Antartica, Adenocystis utricularis, Desmarestia confervoides, Curdiea racovitzae,
Myriogramme manginii e Ulva intestinales bem como avaliou-se também as
atividades antioxidante e antibacteriana. Na quantificacdo de esteroides, o
colesterol foi o0 composto mais abundante (216,32 a 3195,69 mg kg™), seguido
de B-sitosterol (131,42 a 654,18 mg kg™), estigmasterol (68,35 a 393,20 mg kg
1), brassicasterol (68,56 a 337,43 mg kg!), campesterol (64,95 a 277,78 mg kg
1) e fucosterol (57,67 a 286,18 mg kg!). O brassicasterol ndo foi encontrado em
I. cordata, mas foi identificado nas outras trés amostras. No resultado do perfil
de lipideos das cinco macroalgas e foram identificados 31 componentes
compreendendo principalmente em &cidos graxos (48,73 -331,91 mg.Kg1),
esterois (14,74 - 321,25 mg.kg! e alcoois (13,07 - 91,87 mg.kgl). Além disso,
Desmarestia confervoides apresentou uma atividade antioxidante de 86,03 % de
inibicdo do radical DPPH a 1 mg.mL™. A avaliacdo antibacteriana mostrou que
extratos de Ulva intestinales, Curdiea racovitzae e Adenocystis utricularis
inibiram o crescimento de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028) em
concentracdes de 1,5 a 6 mg.mL2. Assim, as macroalgas Antarticas avaliadas
neste estudo possuem potencial em compostos quimicos que incluem
representantes de lipideos e além disso, apresentam atividades promissoras
como agentes antioxidantes e antibacterianos que podem ser aplicadas pelas
industrias farmacéutica, biotecnolégica e alimenticia.

Palavras-chave: atividade bioldgica, esteroides, acidos graxos, cromatografia
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Abstract

SANTI, Ivandra Ignés de. Antarctic Macroalgae Lipids: Analysis by Gas
Chromatography and Mass Spectrometry and preliminary studies of antioxidant
and antibacterial activities. Supervised by Prof. Dr. Claudio Martin Pereira de
Pereira. 2020. 144 f. Thesis (Doctor of Sciences) - Graduate Program in
Biochemistry and Bioprospecting, Center for Chemical, Pharmaceutical and Food
Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2020

Antarctica comprises a reservoir of microorganisms and macroorganisms,
including macroalgae, known for their richness in phytochemicals. Macroalgae
are considered a source of steroids and fatty acids, classes of metabolites
involved in the fluidity and permeability of the membrane. This study aims to
extract and quantify sterols from four red Antarctic macroalgae: Palmaria
decipiens, Plocamium cartilagineum, Iridaea cordata and Pyropia endiviifolia, in
which the extraction of sterols involves alkaline hydrolysis of algae biomass. The
quantification of cholesterol, brassicasterol, campesterol, stigmasterol, [-
sitosterol and fucosterol was performed by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS). The lipid profile was also evaluated using
chromatographic and spectroscopic analyzes of five Antarctic macroalgae,
Adenocystis utricularis, Desmarestia confervoides, Curdiea racovitzae,
Myriogramme manginii and Ulva intestinales, as well as antioxidant and
antibacterial activities. In the quantification of steroids, cholesterol was the most
abundant compound (216.32 to 3195.69 mg kg?), followed by B-sitosterol
(131.42 to 654.18 mg kg), stigmasterol (68.35 at 393.20 mg kg?), brassicasterol
(68.56 to 337.43 mg kgt), campesterol (64.95 to 277.78 mg kg*-1) and fucosterol
(57.67 to 286.18 mg kg™). Brassicasterol was not found in I. cordata, but was
identified in the other three samples. As a result of the lipid profile of the five
macroalgae, 31 components were identified, comprising mainly fatty acids (48.73
-331.91 mg.Kg?), sterols (14.74 - 321.25 mg.kg'and alcohols) (13.07 - 91.87
mg.kg?). In addition, Desmarestia confervoides showed an antioxidant activity of
86.03% inhibition of the DPPH radical at 1 mg.mL"1. The antibacterial evaluation
showed that extracts Ulva intestinales, Curdiea racovitzae and Adenocystis
utricularis inhibited the growth of Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) and Salmonella typhimurium (ATCC 14028) in
concentrations of 1.5 to 6 mg.mL-1. evaluated in this study have potential in
chemical compounds that include representatives of lipids and, in addition, have
promising activities as antioxidant and antibacterial agents that can be applied by
the pharmaceutical, biotechnological and food industries..

Key- words: biological activity, steroids, fatty acids, chromatography
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1 Introducéo

As algas marinhas, também conhecidas como macroalgas, sao
classificadas de acordo com sua pigmentacdo, aspectos bioguimicos e
morfolégicos compreendendo Rhodophyta (algas vermelha), Ochrophyta (algas
pardas ou marrons) e Chlorophyta (algas verdes) (SILVA et al., 2013; DAPPER
et al., 2014; OUCIF et al., 2020). As macroalgas que vivem na Antartica, devido
as adversidades climaticas sdo induzidas a produzir metabdlitos secundarios
como mecanismos de sobrevivéncia. Dentre esses destacam-se 0s acidos
graxos (saturados e poli-insaturados), carboidratos, terpenoides, polifendis,
dentre outros. Muitos desses metabdlitos encontrados em macroalgas sao
essenciais para a alimentacdo humana (ALENCAR et al., 2011; PEREIRA et al.,
2012; DE ALMEIDA et al., 2011; OUCIF et al., 2020).

Alguns compostos quimicos encontrados em macroalgas e que possuem
atividade biologica pertencem a classe dos terpenoides, compostos fendlicos e
polissacarideos sulfatados. Ja compostos extraidos das macroalgas como os
ficocoloides, que séo classificados em agar, carragenana e alginato, sdo muito
utilizados na manufatura de medicamentos, cosméticos e alimentos (ALENCAR,
et al., 2011; PERES, et al., 2012; DAPPER, et al., 2014). Dentro da classe dos
terpenos, temos os esterdis, como o colesterol e o desmosterol, encontrados nas
macroalgas vermelhas (NASIRI, et al., 2011), que sédo de grande importancia
para a industria farmacéutica.

As macroalgas vem sendo consideradas como alimento, devido a presenca
de diversos compostos quimicos que apresentam beneficios a salde humana.
As proteinas, carboidratos, fibras, micronutrientes e acidos graxos sao alguns
exemplos de compostos fitoquimicos que constituem essas macroalgas. Além
desses, 0s esteroides presente nas macroalgas, podendo ser encontrado na
forma livre ou como acidos graxos esterificados ou envolvidos em conjugados
glicosilados. Eles sdo responsaveis por diversas atividades biolégicas como
antioxidante, antinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral e antidiabética
(BALBOA et al. 2013, PLAZA et al.,, 2008; PLAZA, CIFUENTES & IBANEZ,
2008).

O colesterol, fucosterol, sitosterol, campesterol, stigmasterol, ergosterol,

brassicasterol, sdo alguns exemplos de esteroides. A concentracdo desses
15



esteroides presentes em macroalgas variam bastante, e esta relacionada a
diversos fatores como o tipo de alga, local de coleta e ao periodo de coleta. Por
apresentarem propriedades benéficas a satde humana, alguns esteroides tem-
se destacado como o sitosterol, estigmasterol, campesterol, brassicasterol,
isofucosterol, que apresentam efeitos redutores na inibicdo da absorcdo do
colesterol (ALENCAR et al., 2011; SAEIDNIA et al., 2014; KENDEL et al., 2015;
PEREIRA et al., 2016). E o B-sitosterol € utilizado para o tratamento do cancer
de prostata, e estimula enzimas antioxidantes (SAEIDNIA et al., 2014).

Para a caracterizacdo desses esteroides, tem-se usado técnicas
avancadas de isolamento, assim € possivel compreender a composicéo quimica
presente nas algas. A cromatografia em fase gasosa com detecg¢ao por ionizagao
de chama (CG-FID) ou cromatografia em fase gasosa com deteccdo por
espectrometria de massa (CG-MS) sao tradicionalmente utilizadas para a analise
desses esteroides. Essas analises geralmente sdo rapidas e possibilitam
identificar e quantificar um grande ndmero de compostos quimicos
simultaneamente (LOPES et al., 2013; PEREIRA et al.,, 2016). Além dos
esteroides, AGs e seus derivados também sdo analisados pelas mesmas
técnicas, fornecendo uma ampla compreensao desses compostos.

Outros compostos que ganharam atencao por prevenir diversas doencas,
dentre elas cardiovasculares, neurolégicas e diabetes foram os AGs (OUCIF et
al.,, 2020). Além de prevenir varias doencas, eles apresentam diversas
propriedades bioldgicas, dentre elas, atividade antimicrobiana, antioxidantes,
antitumorais (OUCIF et al., 2020; PEREIRA et al., 2012; BALBOA et al., 2013;
VILLAREAL et al., 2018). Os AGs extraido da macroalga Adenocystis urticularis
mostrou uma reducéo na proliferacdo e induziu a apoptose em células de cancer
de mama. E os AGs da Mazzaella laminarioides também apresentou reducdo na
proliferacdo em células de cancer de bexiga (PACHECO et al.,, 2018; do
AMARAL et al., 2020).

O extrato de acetato de etila da Himantothallus grandifolius mostrou notavel

atividade antifangica contra todos as cepas de fungos do género Candida. A
atividade antibacteriana de extratos de macroalgas podem estar associados a

presenca de AGs em sua constituicdo. Entre os motivos que podem explicar essa

atividade estdo nas caracteristicas anfipaticos dessas moléculas que podem
16



interagir e penetrar nas membranas induzindo danos e permitindo a difusédo de
outras moléculas que podem afetar ainda mais outras processos como lise
celular e diminuicdo de absor¢do de nutrientes (MARTINS et al. 2018;
PACHECO et al. 2018; CORTES et. al. 2014).

Além disso, as macroalgas representam uma fonte de substancias
antioxidantes naturais, uma vez que essas, possuem um sistema de
antioxidantes bem desenvolvidos, pois esses organismos sdo submetidos a
rapidas variacoes de intensidade de luz, temperaturas, concentracdo de Oz e
CO2 ao longo da plataforma continental (ROCHA, et al., 2007; VILLAREAL-
GOMEZ, et al., 2010; SILVA, et al., 2013; RAUTENBERGUER, et al., 2015).
Devido a essas atividades, tornam interessante a busca por novos compostos
com propriedades antimicrobiana e antioxidante. Apesar da grande diversidade
e do potencial das algas, a porcentagem de algas da Antértica estudadas ainda
€ bastante baixa, uma média de 5%, permitindo assim, uma maior exploracao de
fonte vidveis na aplicacdo biologica e alimentar (ANDRADE et al.,, 2013;
BERNEIRA et al., 2020).

Nesse contexto, torna-se importante o estudo de novos compostos
quimicos presentes em macroalgas da Antartica. Dessa forma, € grande o
interesse na caracterizacdo para obter novos compostos quimicos com

atividades biologicas.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Caracterizacdo de compostos quimicos de extratos lipofilico extraidos de
macroalgas da Antartica, e avaliar a triagem das atividades antioxidante e

antibacteriana

2.2 Objetivos especificos

Identificar e quantificar seis esterois (colesterol, brassicasterol,
campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e fucosterol) de macroalgas vermelhas
da Antértica: Palmaria decipiens, Plocamium cartilagineum, Iridaea cordata e

Pyropia endiviifolia.

Analisar os compostos quimicos presentes em extratos lipofilico de
macroalgas Antéarticas (Adenocystis utricularis, Desmarestia confervoides,

Curdiea racovitzae, Myriogramme manginii, € Ulva intestinales).

Determinar a atividade antioxidante dos cinco extratos lipofilico das

macroalgas da Antértica pelo método DPPH.

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos lipofilico das macroalgas da

Antartica frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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3 Revisdo da Literatura
3.1 Antartica

O Continente Antértico, localizado no polo Sul, € um ambiente que se
caracteriza por um extremo no clima, onde seus aspectos biogeogréficos e
habitats, tornam-se bastante particulares. Variacbes na temperatura e
salinidade, alta incidéncia de radiacao ultravioleta revezado por longos periodos
de auséncia de luz, mudancas climéticas continuas e acentuadas, ciclo de
congelamento e degelo sdo variacfes que influenciam na distribuicdo de agua e
consequente alteracdes no clima (MEDEIROS, 2013; RAUTENBERGUER et al.,
2015).

Os organismos que vivem nesse ambiente antartico, se adaptam aos
fatores ambientais como, a claridade que no inverno chega a 5 h enquanto que
no verdo chega a 20 h, bem como a temperaturas do oceano de -1,8° C no
inverno a +2° C no verao. Outra alteracdo que varia de acordo com a época do
ano é o pH que varia entre 8,0 e 8,6 e a radiagdo ultravioleta (UV) que tém
aumentado nos ultimos anos (SCHOENROCK et al., 2015).

Devido ao seu isolamento geogréfico e condi¢des climaticas, o continente
antartico, possui um fonte interessante de espécies endémicas de algas, que
permanece relativamente inexplorada de biodiversidade (PEREIRA et al., 2017).
Muitas pesquisas vem sendo realizadas nesse continente, na Estacdo Antéartica
Brasileira Comandante Ferraz (EACF) (Figura 1) localizada na llha Rei George,
tem uma area de aproximadamente 131 Km?, mas a porcentagem de estudo
relacionados sobre as algas da Antartica ainda é escasso (MEDEIROS, 2013).
Com isso, ainda temos muito a descobrir dos organismos marinhos que vivem

nesse local e que possuem um sistema de adaptacao ao clima.
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Figura 1 Mapa do Continente Antartico https://www.coladaweb.com/wp-
content/uploads/2014/12/antartida-e1427291083951.jpg .acessado em 21/06/2020.

3.2 Algas

As algas sao um grupo heterogéneo e apresentam uma grande diversidade
de formas e tamanhos, podendo ser organismos microscépicos unicelulares
(microalgas) a multicelulares de grande tamanho (macroalgas), constituindo um
total de 25.000 a 30.000 espécies. Elas vivem em habitats complexos
submetidos a condi¢cdes extremas como salinidade, temperatura, nutrientes,
irradiacbes UV. Portanto se adaptam rapidamente a essas mudancas
ambientais, produzindo assim uma grande variedade de compostos quimicos
biologicamente ativos (metabdlitos secundarios). Além disso, as algas sdo de
facil cultivo, crescimento rapido (para algumas algas) e a possibilidade de
controlar a producdo de compostos bioativos de interesse, manipulando as
condi¢bes de cultivo (PLAZA, CIFUENTES & IBANEZ, 2008). O conhecimento
de algumas algas sao mais detalhadas, isto é devido ao facil acesso aos locais
de coleta, e outras sdo mais deficientes devido aos locais de coleta serem mais
arduos (PALACIOS et al., 2015).
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As algas sédo divididas em Ochvophyta (algas pardas ou marrons),
Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes) (Figura 2) (SILVA
et al.,, 2013; DAPPER et al.,, 2014). A classificagdo das algas marinhas,
conhecidas popularmente como macroalgas, € baseada em algumas
caracteristicas como a anatomia, pigmentacao, morfologia, composi¢cao quimica
entre outras (OUCIF et al., 2020).

As algas vermelhas sao encontradas em aguas tropicais e quentes, porém
em regifes mais frias do mundo algumas espécies sao encontradas. Existem
cerca de 4.000 — 5.000 espécies dessas algas. Podendo se citar as macroalgas
antarticas como Palmaria decipiens, Plocamium cartilagineum, Iridaea cordata,
Pyropia endiviifolia, Curidea racovitzae e Myriogramme manginii.
Polissacarideos, agar ou carragenana, amido, carotenoides como o
betacaroteno e luteina, pigmento ficoeritrina, sdo encontrados em algas do filo
Rhodophyta. A alga vermelha Porphya, coloracdo roxo-avermelhado, € muito
utilizada em involucro em sushi em todo mundo, além disso, muitas dessas algas
vermelhas contém compostos farmacéuticos com diversos efeitos, dentre eles a
atividade antibacteriano (NAUER & LOPES FILHO, 2017; CHAPMAN, 2013).

As algas verdes (filo Chlorophyta) representam cerca de 6.000 a 8.000
espécies. Apresentam uma grande variagdo de formas e tamanhos. A Ulva
intestinales € um exemplo de algas verdes. Sao encontradas em diversos
habitats, aquéticos, terrestres e em associagdo simbioticas com fungos. Unico
grupo de organismos fotossintetizantes a possuirem clorofilas. Além disso,
carotenoides como a luteina e betacaroteno séo encontrados (NAUER & LOPES
FILHO, 2017; CHAPMAN, 2013).

Algas pardas ou marrons como a Adenocystis urticularis e a Desmarestia
confervoides pertencentes ao filo Ochrophyta, sdo mais abundantes em regides
mais frias do globo. As algas marrons podem variar de formas microscopicas a
formas macroscoépicas de até 60 metros de comprimento. Existem 1.500 a 2.000
espécies ou mais. Nas paredes celulares sdo encontradas o acido alginico um
polissacarideo comercialmente importante na industria alimenticia e
farmacéutica, a celulose, os carotenoides como betacaroteno e grandes
guantidades de fucoxantina, além da violoxantina (NAUER & LOPES FILHO,
2017; CHAPMAN, 2013).
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Figura 2: Exemplos de Macroalgas Parda (Sargassun sp), Vermelha (Chlamydomonas nivalis) e
Verde (Ulva intestinalis). acessado em 21/06/2020.
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.paversul.com.br

Nas ultimas décadas tem aumentado a descoberta de novos compostos
guimicos extraidos de organismos marinhos com atividade biolégica antitumoral,
antiviral, antimicrobiana, inseticida, citotoxico e acdes fitotdxicas
(RAUTENBERGUER et al.,, 2015). Alguns estudos sugerem que algumas
macroalgas apresentam uma nova e ilimitada fonte de ingredientes alimentares
funcionais. Além disso, as algas representam uma fonte de substancias
antioxidantes naturais, uma vez que, possuem um sistema antioxidante bem
desenvolvido, pois esses organismos estdo sendo sempre submetidos a rapidas
variacOes de intensidade de luz, temperaturas, concentragcéo de oxigénio (O2) e
gas carbonico (CO2) ao longo da plataforma continental (ROCHA et al., 2007;
VILLAREAL-GOMEZ et al., 2010; PLAZA et al., 2010; PERES et al., 2012; SILVA
et al., 2013; RAUTENBERGUER et al., 2015).

3.3 Metabolismo Secundéario

As plantas produzem metabdlitos primarios e secundarios que incluem uma
ampla funcéo fisiolégica. Os metabolitos primarios como aminoéacidos, agucares
simples, acidos nucleicos e lipideos sao responsaveis pelos processos vitais do
desenvolvimento das planta. Ja os metabolitos secundarios séo produzidos em
resposta a um estresse, em defesa contra parasitas ou predadores. A origem
dos metabolitos secundarios podem ser resumidos a partir do metabolismo da

glicose (metabolito primério), via dos intermediarios do acido chiquimico e da
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acetilcolinesterase (Acetil-CoA), conforme representado na Figura 3 (SIMOES,
et al., 2010).

Glicose
|
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I
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Figura 3: Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios. Fonte: SIMOES et al., 2010.

A biodiversidade terrestre oferece um grande arsenal de produtos naturais
a serem explorados, no entanto a farmacognosia marinha também tem sua
importancia, visto que a mesma vem construindo sua propria linha de pesquisa.
A variedade biolégica marinha apresenta um grande numero de espécies e
essas ocupam um espaco geografico aquatico de cerca de 70% do Planeta,
dentre esses estao as algas (SIMOES et al., 2010).

O interesse em produtos naturais marinhos se deu a partir de descobertas
de compostos quimicos de fontes marinhas, como exemplo a azidovudina (AZT),
um importante recurso quimioterapico disponivel ao combate do virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) (MONTES, 2012). Algumas caracteristicas
produzidas em ambientes marinhos séo resultados do habitat em que elas vivem,
que diferem muito do ambiente terrestre. Visto que, nesses ambientes ha ions
importantes, como o sulfato, o cloreto, o brometo, e o iodeto. Com isso, &
evidenciado a presenca de compostos halogenados e sulfatados presentes
nesses organismos marinhos, o que diferencia das plantas terrestres (DE

CARVALHO & ROQUE, 2000).
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As algas vermelhas sdo responsaveis por sintetizar metabolitos
halogenados de grande diversidade, pertencentes em diversas classes como,
hidrocarbonetos de baixo peso molecular, cetonas, fendis, acetogeninas e
terpenos. Além disso, elas séo eficientes na producdo de polissacarideos
sulfatados, carragenana e o agar. Diferente das algas marrons e verdes, que
produzem menos compostos quimicos halogenados e as algas marrons
apresentam polissacarideos sulfatados (DE CARVALHO & ROQUE, 2000).

Assim como as plantas que apresentam uma grande variedade de
compostos quimicos, as macroalgas também apresentam uma variacdo de
compostos quimicos. Esses podem estar relacionadas a diversos fatores
ambientais (Figura 4) como habitat, luz, poluicdo, genética, localizacdo e
sazonalidade, maturidade, estacdo de coleta, salinidade, disponibilidade de
nutrientes. Outros fatores que apresentam relacdo na composicdo quimica das
algas sédo os métodos aplicados na extracdo desses compostos quimicos e no
método utilizado para a sua identificacdo (PEREIRA et al., 2012: OUCIF et al.,
2020).

Ritmo circadiano
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..\\\ N
indice pluvioméfrico
Sazonalidade Radiaco UV
‘ / Composicao
atmostérica

Figura 4: Principais fatores que influenciam no diversificagdo de metabolitos secundarios
(Gobbo-Neto, L., & Lopes, N. P. 2007).
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3.4 Principais Compostos Quimicos presentes em algas

As algas marinhas tem despertado o interesse devido a diversidade de
seus compostos quimicos. Exemplos desses, temos as proteinas, carboidratos,
fibras, micronutrientes e acidos graxos (Figura 5) ALENCAR et al., 2011,
PEREIRA et al., 2012). Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) apresentam
maior propor¢do em algas do que em plantas terrestres. Os PUFAs sé&o
moléculas anfipaticas que possuem func¢des bioldégicas essenciais, como
manutencdo da fluidez da membrana e permeabilidade da membrana celular
(OUCIF et al., 2020). Elas também ganharam atencéo especial devido ao seu
desempenho na salde humana, na prevencdo de varias doencas, dentre elas,
cardiovasculares, osteoartrite e diabetes. Além disso, propriedades benéficas
tem sido atribuidas aos PUFAs, como antimicrobianas, antivirais, anti-
inflamatorias, antioxidantes e antitumorais (PEREIRA et al., 2012; BALBOA et
al., 2013; PEREIRA et al., 2012; VILLAREAL et al., 2018).

=

OH

Figura 5: Exemplos de Acido graxos (A) Acido Elaidico; (B) Acido Palmitico e (C) Acido Linoleico.

AGs essenciais como acido docosahexaendico (DHA), acido
eicosapentaenoico (EPA), acido a-linolénico (ALA) e acido docosapentaendico

(DPA) que sao &cidos vitais para a nutricdo humana, encontrados em
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macroalgas. O EPA e o DHA sé&o responsaveis pela reducdo de doencas
cardiacas, reducdo do colesterol e hipertensdo (SANTOS et al., 2017). Plaza,
Cifuentes & Ibanez (2008) também demonstraram que o EPA (C20: 5w3) exerce
efeito na reducdo de doencas coronarias, trombose e arteriosclerose.

Outro estudo recente realizado por Pacheco e colaboradores (2018)
mostrou que os acidos graxos monossaturados (MUFAS) e PUFAs, extraidos da
macroalga da antartica Adenocystis urticularis, tem um potencial na reducéo da
proliferacéo e induz a apoptose em células de cancer de mama. Amaral et al.,
(2020) utilizou AGs extraidos da macroalga Mazzaella laminarioides, em que
apresentou um potencial para a reducéo da proliferacdo em células de cancer
de bexiga.

Além dos compostos quimicos citados anteriormente, 0s compostos
organicos volateis (COV) também estdo entre os metabolitos secundarios
produzidas pelas macroalgas. Esses apresentam atividade antimicrobiana e
antincrustantes (PAUL & POHNERT, 2011). Berneira e colaboradores (2020)
analisaram o perfil dos COV em macroalgas da antartica, revelando a presenca
de aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas, alcoois e derivados de furano. O Hexanal
e benzaldeido, por exemplo, sdo compostos quimicos utilizados pela industria.
Outro exemplo sdo os aldeidos, que confere atividade antimicrobiana, importante
aplicacao bioldgica. As cetonas, como a 2-heptanona, por exemplo, é utilizada
como aditivo em alimentos de consumo humano (de ALENCAR et al., 2017).

Outra classe de compostos quimicos encontrados nas algas sdo os
polissacarideos. Esses apresentam uma enorme variacdo estrutural e sdo
responsaveis por apresentar atividade protetora. Também possuem importantes
aplicacbes na industria alimenticia, farmacéutica e biotecnolégica, exemplos
desses polissacarideos temos o agar, carragenana, fucoidanas e o alginato
(DAPPER et al., 2014; PEREIRA et al., 2012).

O agar que é extraido de muitas algas vermelhas € empregado na
fabricacdo de gomas, laxantes ou como meio de cultura para bactérias, além
disso séo extraidos a carragenana. Essa utilizada pela industria farmacéutica
como anticoagulante e anti-inflamatério. Na industria de alimentos o
polissacarideo (carragenana) € utilizado na fabricacdo de alimentos como
iogurte, sorvete e achocolatados (VIDOTTI & ROLEMBERG, 2004).
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Os polissacarideos das algas marrons (Phaeophyta) mostraram eficacia no
controle de doencas de plantas. Exemplo desse, o polissacarideo laminarina,
isolado de Laminaria digitata € eficaz na defesa contra hospedeiros em plantas.
O extrato da alga Ascophyllum nodosum estimula a atividade de peroxidases e
sintese de fitoalexinas resultando em maior resisténcia (NASIRI et al., 2011;
PERES et al., 2012).

Outros compostos presente nas algas e que também possuem atividade
bioldgica pertence a classe dos terpenos, compostos fendlicos e polissacarideos
sulfatados. As algas vermelhas se destacam por ser o maior produtor de
compostos halogenados, seguidos pelas verdes e marrons. Exemplos
importantes de compostos quimicos bioativos como, terpenos halogenados é o
laurenditerpenol, isolado de Laurencia intricata, que inibe o processo de
angiogénese. O composto quimico 7-etil desoxiparguerol, isolado de Jania
rubens, apresentou atividade anti-helmintica e demonstrou ser eficaz contra
carcinoma. Dentro da classe dos terpenos, temos os esteréides, como o
colesterol e o desmosterol, encontrados nas algas vermelhas, que sédo de grande
importancia para a industria farmacéutica (PERES et al., 2012; DAPPER et al.,
2014).

Em relacdo as algas verdes, foram encontrados poucos estudos
relacionado, porém, o extrato da alga Ulva fasciata apresentou reducdo no
namero de coldnias em pé mofo (mofo comum em plantas de feijdo) (PERES et
al., 2012). Além das diversas aplicacdes das algas, elas também séo utilizadas
na agricultura como bioestimulantes e fertilizantes naturais (DAPPER et al.,
2014).

3.5 Esteroides

Os esteroides (Figura 6) séo lipideos essenciais presente na maioria das
células eucaridticas, que tem importantes fun¢des na fluidez da membrana
celular, auxiliando como mensageiro secundario de sinalizagdo do
desenvolvimento. O colesterol, estigmasterol e o ergosterol sdo os principais
esterdis presentes em vertebrados, plantas e fungos (VILLARELA et al., 2018).
As algas apresentam uma fonte interessante de esterdis, esses desempenham

um papel importante na regulacdo das membranas celulares (LOPES et al.,
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2011; PEREIRA et al.,, 2017). Na terapéutica, os esterbis tem diferentes
atividades biologicas que incluem atividade anti-inflamatdria, antioxidante,
antiviral, antidiabético e anticancer (LEE et al., 2003).

A variabilidade de esterois em algas € bastante diversificada (Figura 7). As
algas marrons apresentam o colesterol e o fucosterol, como o0s principais
esteroides. Nas algas vermelhas e verdes geralmente sdo encontradas o
colesterol e seus derivados (PAYGHAMI et al., 2015; BOUZIDI et al., 2008).

Figura 6: Estrutura basica dos esteroides.

Pereira e colaboradores (2017), quantificou os esteroides de diferentes
algas marrons (Adenocystis utricularis, Ascoseira mirabilis, Cystosphaera
jacquinotii, Desmarestia anceps, Desmarestia antarctica e Himantothallus
grandifolius), coletadas na antartica, onde o fucosterol foi o0 mais abundante (A.
urticularis 48,13 mg kg “1) seguido pelo B-sitosterol (A. mirabilis 16,49 mg kg).
O fucosterol encontrado nas algas apresenta efeitos benéficos, incluindo inibicéo
da absorcdo de colesterol, anticancerigeno, antioxidante, acdes antidiabéticas,
anti-inflamatérias, antibacterianas, antifiingicas e antiulcerativa (LEE et al., 2003;
PLAZA et al., 2008).

O sitosterol possui varias atividades biologicas, dentre elas anti-
inflamatoria, analgésica, guimioprotetora, anti-helminticas,
hipocolesterolémicas. Ja o estigmasterol tem sido frequentemente relatado pela
sua acao hipocolesterolémica, anti-inflamatoria, propriedades antiperoxidativas,
e hipoglicemicas (SAEIDNIA et al., 2014). Enquanto que o B-sitosterol, presente
na composi¢éo de medicamentos alguns fitoterapicos, é utilizado em tratamento
hiperplasia prostatica benigna. Aléem disso, ele estimula enzimas antioxidantes,
e é eficaz como agente antidiabético, neuroprotetor e quimioprotetor

(PAYGHAMI et al., 2015).
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O ergosterol é importante economicamente, pois € um precursor da
vitamina D2, tem potencial para o desenvolvimento de drogas anticancer, visto
que inibe o crescimento de diferentes linhas celulares de céncer in vitro
(VILLARELA et al., 2018).

’

. o]

Figura 7: Exemplos de esteroides encontrados em macroalgas (1) Colesterol, (2) Sitosterol,
(38) Campesterol, (4) Stigmasterol.

Outros esterdis como campesterol, brassicasterol, isofucosterol, séo
conhecidos por exibirem também efeitos redutores de colesterol, diminuindo a
absorcao intestinal de colesterol (KENDEL et al., 2015) Além disso, a atividade
dos fitoesterois em doencas cardiovasculares e suas potentes propriedades anti-
inflamatoérias também foram relatadas (PATCH et al., 2006). Além de
proporcionar efeitos benéficos na reducdo do colesterol do sangue, 0s
fitoesterois tem ac¢des antibacterianas, antifungicas, antioxidantes, antidiabéticas
e antitumoral (BALBOA et al. 2013, PLAZA et al., 2008; PLAZA, CIFUENTES &
IBANEZ 2008).
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3.6 Valor Nutricional das Algas

O consumo de algas marinhas pelos humanos esta documentada pela data
de 600 a.C., incluindo os paises como China, Japéo, Correia e Filipinas. O habito
de consumir algas marinhas é devido a presenca de proteinas, carboidratos,
fibras dietéticas, carotenoides além de micronutrientes e acidos graxos
essenciais que constituem as algas. Elementos esses, essenciais para a funcao
fisiolégica do corpo humano (ALENCAR et al., 2011; PEREIRA et al., 2012). As
algas vermelhas e verdes, sdo ricas em carboidratos enquanto que as algas
marrons sdo abundantes em iodo e fibras sollveis. Além disso, as algas
marinhas séo ricas em vitaminas A, B1, B12, C, D e E, em minerais como Calcio
(Ca), Fosforo (P) e Potassio (K) (OUCIF et al., 2020).

Os AGs essenciais (refere-se aos nutrientes necessarios para processos
biol6gicos que ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano, e deve ser obtido
por fontes externas) devem ser ingeridos na dieta, incluindo acidos graxos n-3 e
n-6. Esses atuam modulando os processos inflamatérios e autoimunes como no
tratamento do cancer, asma, psoriase, artrite reumatoide, doenca inflamatéria
intestinal, depressao, alergias, e doencas cardiovasculares (PEREIRA et al.,
2012; BALBOA et al., 2013). Além dessas atividades associadas ao acidos
graxos 6mega-3 (n3), incluem, efeitos antibacterianos, antioxidantes e tem
destaque como nutracéuticos (BERNEIRA et al., 2020).

Os AGs também ganharam atencao especial devido ao seu papel na satde
humana, na prevencdo de varias doencas, dentre elas, cardiovasculares,
osteoartrite e diabetes. Além disso, propriedades benéficas tem sido atribuidas
aos PUFAs, como antimicrobianas, antivirais, anti-inflamatorias, antioxidantes e
antitumorais (OUCIF et al., 2020: PEREIRA et al., 2012; BALBOA et al., 2013;
PEREIRA et al., 2012; VILLAREAL et al., 2018).

AGs essenciais como DHA, EPA, ALA e DPA que sao acidos vitais para a
nutricdo do ser humano, onde o EPA e o DHA s&o responséaveis por reduzir os
riscos de doencas cardiacas, reducéo do colesterol e hipertenséo. Além disso, 0
EPA (C20: 5w3) exerce efeito na redugéo de doengas coronarias, trombose e
arteriosclerose (SANTOS et al., 2017; PLAZA, CIFUENTES & IBANEZ, 2008).

Outros AGS considerados essenciais foram encontrados em algas, séao

0S mesmos encontrados no leite humano, esses séo responsaveis por funcdes
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importantes no desenvolvimento mental e visual de uma crianca (BALBOA et al.,
2013).

3.7 Atividade Bioldgica

3.7.1.1 Antimicrobianos

Em 1928, Alexander Fleming descobriu acidentalmente a primeira
substancia antimicrobiana (penicilina) no laboratério em que trabalhava, por
consequéncia de uma placa de Petri contaminada com mofo, o qual matou as
bactérias que estavam em estudo. Em 12 anos, Fleming e outros pesquisadores,
transformaram essa descoberta em um medicamento potente para a sua época,
gue poderia curar pacientes com infec¢des bacterianas. Outros antimicrobianos
também foram descobertos, tornando-se um dos maiores avancos medicos do
século XX, nas quais doencas mortais como a pneumonia e tuberculose eram
tratadas (YAO & ROCK, 2017; O’NEILL, 2014).

Entretanto, o estimulo na busca de novos antibioticos se deu a partir da
demonstracao dos efeitos terapéuticos da penicilina G, assim, a estreptomicina,
cefalosporina C, eritromicina, tetraciclinas, entre outros antibidticos naturais,
isolados de fungos ou bactérias, esses descobertos por pesquisas
subsequentes, durante 20 anos. Avancos na biologia estrutural e quimica
medicinal permitiram que pesquisadores modificassem quimicamente 0s
produtos naturais para produzir antibiéticos semissintéticos com propriedades
clinicas mais eficazes. A maioria desses antibioticos sdo utilizados atualmente,
incluindo os B-lactamicos, tetraciclina e macrolideos (YAO & ROCK, 2017).

Entretanto, se observou entre 0os anos de 1968 e 2000 um longo periodo
sem descoberta de novos farmacos antimicrobianos. Assim, na atualidade o
avancgo da resisténcia bacteriana representa um problema de saude publica,
pois, se espalha mais rapido que o desenvolvimento de novos farmacos na
pratica clinica (ABDALLAH, 2011; CRF-SP, 2011; SAVOIA et al., 2012).

Essas resisténcias aos medicamentos antimicrobianos encontra-se em
todos os paises onde pacientes com doencas como a tuberculose, maléria e
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), expressa resisténcia aos
antimicrobianos de escolha. Alguns fatores como, automedicacéo, falsificacéo

dos antimicrobianos, disponibilidade e uso indiscriminado, sdo responsaveis pela
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resisténcia. Viagens internacionais abrem uma nova oportunidade para
patbgenos resistentes a antimicrobianos serem difundidos globalmente,
tornando-os mais resistentes ao compartilhar seu material genético, criando
assim novas cepas resistentes (O’NEILL, 2014; CALDAS-ARIAS, 2015).

Ja infecc¢des causadas por biofilmes séo de dificil eliminacéo, pois sdo mais
resistentes aos antimicrobianos que as bactérias formadoras de biofilmes.
Testes in vitro mostram que a sobrevivéncia € maior dessas bactérias apos o
tratamento com antimicrobiano, e a taxa de mutacdo também é elevada,
tornando-as resistentes. Essa resisténcia esta relacionada com a proximidade
de organismos microbianos dentro do biofilme e a abundancia de &cido
desoxirribonucleico (DNA) (DNA exdgeno) que facilita a transferéncia de genes
e a aquisicdo e propagacao de determinantes de resisténcia (CALDAS-ARIAS,
2015).

3.7.1.2 Acidos graxos

Os AGs constituem-se de uma cadeia de atomos de carbono ligada a
atomos de hidrogénio, e o nimero de atomos de carbono variam do tamanho da
cadeia. Em uma extremidade da cadeia de carbono existe um grupo carboxila (—
COOH) e, no outro extremo, um grupo metila (—CHs) (Figura 8). O grupo
carboxila € hidrofilico, e o carbono da cadeia é hidrofébica, o que torna a
molécula anfipatica (DESBOIS, & SMITH, 2010).

o

MH

Figura 8: Representac&o da Estrutura Quimica de um Acido Graxo.

Os AGs sao provenientes de uma extensa fonte como algas, animais e
plantas, e desempenham um papel importante como substancias nutritivas,
capacidade de defesa contra potenciais oportunistas e micro-organismos
patogénicos (LIMA, et al., 2011; DAVOODBASHA, et al., 2017). Além disso, séo
considerados quando em baixas concentragbes, como tendo pouca ou nenhuma

toxicidade, e isso tem atraido muito a atencdo da comunidade cientifica nos
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altimos 40 anos, de modo que eles tém sido testados quanto a sua atividade
antimicrobiana (ZANGH, et al., 2012).

A producéo de AGs a partir de vérias fontes, se torna importante devido a
sua ampla aplicagdo como matéria-prima tanto na industria de alimentos,
cosmeticos, farmacéutica (KHORAMNIA et al.,, 2013), sendo esses AGs
frequentemente identificados como componentes de medicamentos éticos e
fitoterapicos comercializados (DESBOIS, & SMITH, 2010).

3.7.1.3 Efeitos antimicrobianos de AGs

Muitos AGs sao descritos na literatura pelos seus efeitos antimicrobianos
contra microrganismos oportunistas e patogénicos, além de outras atividades
como antifingicos e antioxidantes (LIMA, et al., 2012; DAVOODBASHA, et al.,
2017) e essas atividades podem ter influéncia devido suas propriedades
estruturais, tais como comprimento da cadeia de carbono, insaturacao,
localizag&o das instauracdes, esterificagéo e grupos funcionais (KABARA, 1984;
ZHANG, et al., 2012).

Os efeitos antimicrobianos do acidos graxos de cadeia curta (AGCC) contra
bactérias, fungos e virus, foram estudados. O acido laurico e seus derivados,
séo eficazes agentes antimicrobianos em alimentos e cosméticos (KHORAMNIA
et al., 2013).

Em estudos realizados por Butt et al., (2018) com microemulsdes a base
de AGs no combate a oftalmia neonatal causada por Neisseria gonorrhoeae e
Staphylococcus aureus, 0s autores observaram que essas microemulsdes
exerceram efeitos antimicrobianos frente as bactérias. Esse estudo sugeriu que
o acido linolénico pode ser usado na terapia eficaz e estavel para o tratamento
da oftalmia neonatal causadas pelas bactérias causadoras da oftalmia.

Acidos Graxos e derivados (AGDs) foram testados contra Staphylococcus
aureus. Nesse estudo foi aplicado a MIC de todos os AGDs contra S. aureus e 0
resultados apresentado em -logMIC. Entre os AGDs, os monoglicerideos de
acidos graxos mostraram atividades mais potentes (3,968 - logMIC), as
atividades meédias de AGs e alcoois graxos foram 2,644 e 2,602
respectivamente. Os compostos com -logMIC=3.500 (com potente atividade
antimicrobiana) eram monoglicerideos de AGs com um comprimento de 10-14
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carbonos ou AGs insaturados com comprimento de cadeia superior a 18
carbonos. O &cido linolénico foi o AG mais potente, e monotridecanoina foi o
monoglicerideo mais potente (ZHANG, et al., 2012).

Ja Nobmann et al., (2009) investigaram a eficacia antimicrobiana de AGs
saturados e carboidratos derivados de AGs contra uma variedade de bactérias
patogénicas e deteriorantes focadas em Listéria monocytogenes. A eficacia
antimicrobiana dos compostos sintetizados foi comparada com compostos
comercialmente disponiveis, tais como monolaurina e monocaprilina, bem como
os AGs livres, acido laurico e acido caprilico, que tém comprovada atividade
antimicrobiana. Entre os derivados de carboidratos sintetizados, éter laurico de
metil a-D-glucopiranésido e éster laurico de metil-a-D-manopiranosideo
apresentaram o maior efeito inibitério do crescimento com valores de MIC de
0,04 mM, comparavel a monolaurina. Os carboidratos derivados de AGs foram
mais ativos contra bactérias gram positivas do que bactérias gram negativas,
sendo esses derivados com grande potencial para o desenvolvimento de
agentes antibacterianos para a industria de alimentos, particularmente para o
controle de Listeria ou outros patdégenos gram positivos.

Shanmughapriya, e colaboradores (2008) realizaram um estudo com
extratos (metanol: tolueno) de quatorze algas marinhas coletadas na india, onde
foram testadas contra dez patdégenos humanos. Destes, sete espécies foram
determinadas como altamente bioativas e selecionadas para os patdégenos
multirresistentes. Stocheospermum marginatum foi a Unica alga marinha que
mostrou atividade contra Klebsiella pneumoniae. O extrato de Gracilaria corticata
foi altamente ativo contra Proteus mirabilis.

Estudos realizados por Davoodbasha et al., (2017) com éster metilico de
AGs rico em C16 (extraido da microalga Scenedesmus intermedius), realizaram
testes contra bactérias gram positivas, gram negativas e fungos (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Streptococcus mutans; Candida albicans e Aspergillus parasiticus). Os
resultados foram evidenciados pela zona de inibicdo onde a maior atividade
apresentada foi contra bactérias gram positivas em relacdo as gram negativas.).
Esteres metilicos de AGs, exibem forte atividade antibacteriana quando
comparados a lipidios ou AGs livres. Esse é um comportamento influenciado
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pela modificacdo de espécies de carbonila nos AGs. Essas modificacfes foram
efetuadas através do processo de transesterificacdo, que produz &lcoois poli
hidricos que podem aumentar sua atividade biolégica.

Devido a isso, pesquisas estdo sendo realizadas na busca de novos
compostos quimicos com atividade antimicrobianas onde extratos de
macroalgas podem ser um promessa para essa atividade. Esse estimulo na
busca de novos antibiéticos se deu a partir da demonstracdo dos efeitos
terapéuticos da penicilina G, assim, a estreptomicina, cefalosporina C,
eritromicina, tetraciclinas, entre outros antibioticos naturais, isolados de fungos
ou bactérias, foram descobertas por pesquisas subsequentes, durante 20 anos.
Avancos na biologia estrutural e quimica medicinal permitiram que
pesquisadores modificassem quimicamente os produtos naturais para produzir
antibioticos semissintéticos com propriedades clinicas mais eficazes (YAO e
ROCK, 2017).

3.7.1.4 Mecanismo de acéo de AGs

O mecanismo de acao antimicrobiano dos AGs ainda ndo estd exatamente
esclarecido, mas o principal alvo parece ser a membrana celular bacteriana
(Figura 9). Sabe-se que AGs matam ou inibem o crescimento de bactérias ao
romper a membrana celular interferindo a cadeia de transporte de elétrons (CTE)
e o rompimento da fosforilagdo oxidativa. A CTE, localizada na membrana
interna da bactéria, é fonte essencial de energia para a bactéria. O rompimento
dessa é causado por ligacdo direta de AGs aos portadores de elétrons ou por
insercdo com a membrana interna, prejudicando a capacidade da CTE de
transferir elétrons. Isso resulta em reducéo do gradiente de protons, potencial de
membrana e da producdo de adenosina trifosfato (ATP) impedindo o
crescimento e/ou desenvolvimento da bactéria (DESBOIS & SMITH, 2010; BUTT
et al., 2018).

AGs também podem inibir o crescimento bacteriano por lise celular, inibicao
da atividade enzimatica, diminuicdo da absorcdo de nutrientes e geracao de

produtos de peroxidagao e auto oxidagao (BUTT et al., 2018).
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Figura 9: Representacdo esquemética de possiveis alvos e mecanismos celulares de agéo
antibacteriana de acidos graxos livres. Desbois, & Smith (2010).

A eficidcia do AGs de cadeia mais curta sobre o acido graxo de cadeia
média pode ser atribuido as diferencas na estrutura da membrana externa e a
permeabilidade entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, uma vez
ligando-se a membrana podem alterar o mecanismo celular (ZHANG, et al.,
2012). AGs podem agir na bactéria diretamente por acdo bactericida, ou inibir
seu crescimento (acdo bacteriostatica), que € reversivel e significa que a bactéria
permanece viavel, mas ndo pode sofrer divisdo celular na presenca dos AGL
(BUTT et al., 2018).

3.7.2 Atividade Antioxidante

Diferentes ensaios quimicos in vitro tem sido utilizados para determinar a
capacidade antioxidante de produtos naturais, incluindo o ORAC (captura do
radical peroxila), captura do radical organico (DPPH, ABTS), capacidade de
reducédo de ferro (FRAP; CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de
desoxirribose), quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacao de
lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxida¢do do -caroteno) e o mais recente
ensaio baseado em nanotecnologia, que utiliza nanossondas para avaliar a
capacidade de reducdo de metal de antioxidantes (LOPEZ-ALARCOM &
DENICOLA, 2013; FRANKEL e MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002;
ARUOMA, 2003). Dentre esses métodos o ORAC, DPPH, ABTS e FRAP sao
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alguns métodos mais utilizados atualmente (PEREZ-JIMENEZ e SAURA
CALIXTO, 20086).

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura
do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) por antioxidantes,
produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. A cor inicial violeta-escura

passa a cor violeta-clara a amarelada (Figura 10). O método DPPH é
considerado altamente sensivel, facil e preciso (OLIVEIRA, 2015).
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Figura 10: Mecanismos de reagao entre o radical DPPHe e um antioxidante através da
transferéncia de um atomo de hidrogénio. Fonte: OLIVEIRA, 2015.

Devido ao aumento da limitacdo a utilizacdo de antioxidantes sintéticos
como hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) que podem
implicar em muitos riscos para a saude, busca-se novas fontes de antioxidantes
obtidos a partir de fontes naturais. Varias estratégias tem sido adotadas para a
descoberta de novas substancias quimicas bioativos para o desenvolvimento de
novas compostos provenientes de fontes naturais alternativas (MOHDALY, et al.,
2010).

Nas algas marinhas a presenca da atividade antioxidante pode estar
associada a diversos fatores, dentre esses, esta a variabilidade do clima, que
induz as mesmas a biossintetizar metabolitos secundarios que atuam como
mecanismos quimicos de defesa, tal como ocorre em plantas terrestres. Esses
responsaveis pela sua defesa e sobrevivéncia. Por essa razdo, esses
organismos podem apresentar uma fonte importante de substancias quimicos
com atividade antioxidante, tanto para a induastria farmacéutica como de
alimentos. Exemplos desses constituintes temos 0s compostos fenolicos,

carboidratos, acidos graxos e esteroides. AGs como por exemplo o acido a-
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linolénico que apresenta importante atividade antioxidante (BERNEIRA et al.,
2020; PLAZA, CIFUENTES & IBANEZ, 2008: IKEDA et al., 2003).

Em algas marrons, o a-tocoferol é altamente estavel ao calor e aos acidos
e instavel ao alcalis, radiacdo UV e oxigénio, ele fixa os radicais livres devido a
presenca de um grupo fenol em sua estrutura. Ja os carotenoides apesentam
uma alta atividade antioxidante devido a sua grande variedade estrutural,
exemplo desses temos o xantofilas, que demonstrou atividade contra doengas
cerebrovasculares (PLAZA, CIFUENTES & IBANEZ, 2008: IKEDA et al., 2003).
Dentre os compostos fendlicos, os florotaninos que formam uma classe de
substancias naturais com potencial farmacolédgico estao entre 0s compostos que
apresentam atividade antioxidante. Yan e colaboradores (1996) avaliou a
atividade antioxidante contra a rancificacdo do 6leo de peixe dos florotaninos da
alga Sargassum kjellmanianum, onde constataram que o mesmo foi 2,6 vezes
maior que o BHT. Trabalho realizado por Xue e colaboradores (1998) testaram
polissacarideos hidrossollveis e lipossoluveis de macroalgas marinhas, como
resultado, todos o0s polissacarideos testados apresentaram atividade
antioxidante. Em outro trabalho realizado por Xue et al. (2001), com
polissacarideos de baixo peso molecular da alga parda Laminaria japénica,
mostrou que os mesmos foram ativos na protecao da oxidacéo de LDL induzida
por AAPH (dicloro de 2,2-azobis -2-amidinopropano).

Duan e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antioxidante da alga
vermelha, Polysiphonia urceolata, coletada na ilha costeira do Qingdao da
provincia de Shandong, Republica Popular da China. O resultado obtido
demonstrou que o0s extratos dessa alga apresentaram elevada atividade
antioxidante no ensaio de DPPH, em relagdo ao antioxidantes comerciais como
o acido ascorbico, acido galico e BHT. Zubia, Robledo & Freile-Pelegrin (2007)
avaliaram a atividade antioxidante da alga parda, Lobophora variegata e da alga
vermelha, Chondria baileyana, (ambas coletada no México), e as mesmas foram
equivalentes a atividade antioxidante comerciais como o BHT, BHA e acido
ascorbico. Outro estudo testou treze espécies de algas, essas coletadas na costa
de Kolimbari e Marathi, na Grécia. Os autores concluiram que 0s compostos
epitanodiol e taondiol encontrada na Taonia atomaria (alga verde), representou
uma atividade antioxidante superior ao acido ascorbico e ao trolox (NAHAS et al,

38



2007). Assim podemos determinar que as algas sao uma rica fonte de compostos
antioxidantes naturais e as mesmas podem ser aplicadas no ponto de vista
nutracéutico.

Apesar dos varios estudos encontrados na literatura com relacdo a
atividade antioxidantes das algas, ainda temos muitos a pesquisar. Pois estudos
relacionados com as macroalgas da antartica é relativamente baixos
(MEDEIROS, 2013).

3.8 Cromatografia

A cromatografia foi relatada pela primeira vez em meados de 1872 — 1919,
por Mikhail Semenovich Tswett. Cromatografia, que designava o processo de
separacao, teve sua origem do grego chroma, que significa “cor”. A palavra
cromatografia caracterizava o processo de separacdo, baseia-se em duas fases
(mével e estacionaria), possibilitando a utilizacdo de diferentes compostos
nessas fases, demonstrando a flexibilidade que o método ocasionava (COLLINS,
2006).

A partir da descoberta, a evolucdo da técnica iniciou-se na cromatografia
liquida de adsorcao seguida pela cromatografia de particdo. E a partir dessas,
outras técnicas foram descobertas, dentre elas as técnicas de cromatografia
gasosa (CG) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a mais recente a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) (MALDANER & JARDIM, 2009).

Os principais tipos de cromatografia utilizados sédo a cromatografia de papel
(CP), cromatografia em camada delgada (CCD), CG e a CLAE. A CP (Figura 11)
€ uma técnica de particao liquido-liquido, e se baseia na diferenca de solubilidade
das substancias quimicas entre duas fases misciveis. E uma técnica simples,
poucos instrumentos e € Util na separacdo de compostos polares. Ja a CCD
(Figura 12) é uma técnica de adsorc¢do liquido-solido, e a separacéo se da pela
diferenca de afinidade entre os componentes de uma mistura pela fase
estacionaria. E um método simples, rapido, econdmico e é utilizada no

acompanhamento de reagfes organicas (PERES, 2002).
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Figura 11: Exemplo de Cromatografia de papel.
https://www.google.com/url?sa=i&url=http%3A%2F%2Ffarmacognosiaws.no.comunidades.net
%2Fcromatografiaplanar&psig=A0OvVawONGNGtDAIgshWOJ1F6Y6uf&ust=1605005844516000
&source=images&cd=vfe&ved=2ahUKEwiX54jrpvXsAhWKBLKGHZk8DmoQr4kDegUIARCtAQ
acessado em 09/11/2020.
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Figura 12:Exemplo de Cromatografia de Camada Delgada
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fslideplayer.com.br%2Fslide%2F34205
6%2F&psig=A0vVaw36Ys42Ns42sSPo90wVG|jzC&ust=1605006043971000&source=images&
cd=vfe&ved=0CAIQ|RxgFwoTCKDmpc-n9ewCFOAAAAAJAAAAABAQ acessado em 09/11/20.

Outra técnica muito utilizada é a CG, o seu uso abrange diversas areas, e
sua funcionalidade s&o inumeras. A CG é uma técnica com poder de resolucao
excelente, tendo possibilidade de anéalise em volume pequeno de amostra em
uma vasta gama de substancias. (PINHO et al, 2009; COLLINS, 2006). O método
de CG proporciona muitas vantagens, mas a grande limitacdo que este método
apresenta é que a mostra tenha que ser volatil e termicamente estavel (PERES,
2002).

Outro método utilizados para analises de compostos é a CLAE, técnica
responsavel pelos avancos na area da cromatografia. Método adequado para

separacdo de espécies idnicas e macromoléculas. A mais atual a cromatografia
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liquida de ultra eficiéncia (CLUE), € um método de analises rapidas, menos
consumo de solventes, e eficiéncia maior que a CLAE. Essas técnicas
responsavel pela alta eficiéncia requer a utilizagdo de equipamentos especificos,
alto custo de manutencdo e do equipamento (PERES, 2002; DEGANI et al.,
1998; MALDANER & JARDIM, 2009).

A cromatografia multidimensional (CM), utiliza a técnica de separagdo
associada a técnicas de deteccdo. Além disso, utiliza o hifen para associar a
técnicas utilizadas, surgindo assim, diferentes siglas denominado essas
técnicas. A CM combina técnicas cromatograficas e métodos espectrais. Essa
cromatografia produz fragcdes puras ou proximas da pureza das substancias e a
espectrometria reflete as informacdes seletivas para a identificacdo das
substancias quimicas por meio de bibliotecas ou padrdes (CHINCHOLE et al.,
2012). A partir disso, o acoplamento da cromatografia a técnicas espectrais,
surgem siglas, dentre elas a cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotometria de massas (CG -EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectroscopia de infravermelho (CLAE - IR), cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometro de massa (CLAE — EM), dentre
outros (PATEL et al., 2010).

A CG é um dos métodos cromatograficos muito utilizados atualmente e se

destaca pela disponibilidade de uma amplo nimero de detectores, como a
espectrometria de massas, captura de elétrons, fotométrico de chama, entre
outros. Consiste em separar componentes a partir de misturas volateis e por
meio de reac¢des quimicas. Substancias ndo volateis podem ser transformadas
em produtos de baixo ponto de ebulicdo. Além disso, essas analises geralmente
sdo rapidas e possibilitam identificar e quantificar um grande nuamero de
compostos quimicos simultaneamente (PINHO et al, 2009; COLLINS, 2006).
A cromatografia em fase gasosa com deteccdo por ionizacdo de chama (CG-
FID) ou cromatografia em fase gasosa com deteccdo por espectrometria de
massa (CG-MS) séo os equipamentos utilizados atualmente para a analise de
esteroides e AGs. (LOPES et al., 2013; PEREIRA et al., 2016).
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Abstract

Antarctica is considered a major reservoir of microorganisms and macroorganisms, including
seaweed, which can biosynthesize secondary metabolites with unique structures and specific
biological activities. Macroalgae are considered an interesting source of steroids, a class of
metabolites involved in the control of membrane fluidity and permeability. This study reports
the extraction and quantification of sterols in four red macroalgal species from Antarctica:
Palmaria decipiens, Plocamium cartilagineum, Iridaea cordata and Pyropia endiviifolia. The
extraction of sterols involved alkaline hydrolysis from algal biomass. The quantification of
cholesterol, brassicasterol, campesterol, stigmasterol, pg-sitosterol and fucosterol were
performed by gas chromatography hyphenated with mass spectrometry (GC-MS). In general,
cholesterol was the most abundant compound (216.32 to 3195.69 mg kg™), followed by f-
sitosterol (131.42 to 654.18 mg kg™?), stigmasterol (68.35 to 393.20 mg kg™), brassicasterol

I+


mailto:lahbbioufpel@gmail.com
https://www.editorialmanager.com/pobi/download.aspx?id=142346&guid=d790d99c-e838-4ce7-bbdd-6a74582862b8&scheme=1
https://www.editorialmanager.com/pobi/download.aspx?id=142346&guid=d790d99c-e838-4ce7-bbdd-6a74582862b8&scheme=1

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

(68.56 to 337.43 mg kg!), campesterol (64.95 to 277.78 mg kg?) and fucosterol (57.67 to
286.18 mg kg). Brassicasterol was not found in 1. cordata, but it was identified in the other
three samples. This work enriches the knowledge about the profile of steroids biosynthesized
by Antarctic macroalgae and supports research to discover bioactive compounds with

nutraceutical and pharmaceutical applications.

Keywords: Polar biota; King George Island; Marine algae; Rhodophyceae; Phytosterols

analysis.

Introduction

Polar regions like Antarctica are special ecosystems characterized by biota that differ
from elsewhere in the world (Rogers 2007; Lyon et al. 2014). The literature estimates the
existence of 124 species (Wiencke and Clayton 2002; Hommersand et al. 2011) of seaweed
present in the Antarctic regions, represented by Rhodophyta, Heterokontophyta and
Chlorophyta. The Antarctic marine flora is well adapted to extreme climatic conditions
(Bischoff-Basmann and Wiencle 1996), and it is characterized by a high degree of endemism
(Clayton 1994), with highest abundance among the Heterokontophyta (44%) and Rhodophyta
(36%) (Wiencle et al. 2014).

To survive in the Antarctic environment, seaweed and other polar organisms require
biochemical and physiological adaptations to low temperatures, strong winds, low nutrient
availability and high UV radiation (Santiago et al. 2015). As a result of these adaptations, the
organisms produce a significant diversity of secondary metabolites with unique chemical
structures (Lopes et al. 2011). Marine macroalgae are an important source of bioactive
compounds that are used in foods, textiles and pharmaceuticals (Rocha et al. 2007; Villarreal—
Godmes et al. 2007; Rautenberger et al. 2015; Lopes et al. 2011; Do Amaral et al. 2020).

The metabolites present in seaweed can be found in the form of heterocyclic
compounds, fatty acids, terpenes, polysaccharides, peptides, proteins, alkaloids and phenolic
compounds (Bhakuni and Rawat 2005; Leal et al. 2013; Percot et al. 2009; De Freitas et al.
2020). They are also a rich source of sterols, which can be found in their free form, as
esterified fatty acids, or at low concentrations involved in glycosylated conjugates (Lopes et
al. 2011). The presence and kind of sterols in macroalgae are diversified (Giner et al. 2008)
since these organisms have different origins, evolutionary and biochemical lines (Lee 2008).
Sterols are essential components of membranes and have the function of controlling

membrane fluidity and permeability. Sterols from plants, fungi and animals show marked



68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

differences due to their different biosynthesis pathways (Kim et al. 2011). The variations in
steroid structures in algae have implications for cellular plasticity and membrane permeability
(Gouveia et al. 2010).

Steroids are synthesized from mevalonate (MVA), which is contained in the cytosol
(Moreau et al. 2002). In algae, sterols can also be biosynthesized via 2-C-methyl-D-erythritol-
4-phosphate/1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate (MEP/DOXP), which is contained in plastids
(Hernandes-Ledesma and Herrero 2014). However, the biosynthesis of these compounds
shares compounds of the isoprenoid metabolic pathway, since the triterpenoid squalene is a
common intermediate in the two pathways (Lopes et al. 2011). The metabolic biosynthesis
route depends on the evolutionary background of each alga (Kumari et al. 2013). Although
there is a wide variety of sterols in algae, the most abundant in nature and available for human
consumption are g-sitosterol, campesterol and stigmasterol (Moreau et al. 2000; Kumari et al.
2013). On the other hand, in red algae cholesterol is generally the major compound (Al Easa
et al. 1995; Kendel et al. 2013; Kendel et al. 2015), followed by g-sitosterol, campesterol and
stigmasterol (Al Easa et al. 1995; Lopes et al. 2011; Kazlowska et al. 2013).

Phytosterols are recognized for their valuable health-promoting effects, such as
anticancer, anti-inflammatory, antibacterial and antifungal activities (Kim et al. 2011,
Menendes-Carrefio et al. 2012). They have also shown ability to lower ‘‘bad’’ low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels, being used in their free form or esterified in functional
food formulations (Kim et al. 2011; Menéndes-Carrefio et al. 2012). Demand for food and
derivatives rich in bioactive compounds is growing, and algae an excellent source of these
compounds. Their consumption is an interesting alternative from a nutraceutical point of view
(Menéndes-Carrefio et al. 2012).

In this context, the aim of this study was to identify and quantify six sterols
(cholesterol, brassicasterol, campesterol, stigmasterol, g-sitosterol and fucosterol) by a GC-
MS procedure in four Antarctic red macroalgae: Palmaria decipiens (Reinsch) R. W. Ricker,
Plocamium cartilagineum (Linnaeus) P. S. Dixon, Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-
Vincent and Pyropia endiviifolia (A.Gepp & E.Gepp) H. G. Choi & M. S. Hwang. In
addition, this work provides chemical information to support research into bioactive

compounds from Antarctic macroalgae.

Material and Methods

Reagents and chemicals
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Standards (minimal purity level in parentheses) of cholesterol (99%) (CAS number:
57-88-5), brassicasterol (87%) (CAS number: 474-67-9), ergosterol (95%) (CAS number: 57-
87-4), campesterol (65%) (CAS number: 474-62-4), stigmasterol (95%) (CAS number: 83-48-
7), and pg-sitosterol (95%) (CAS number: 83- 46-5) and fucosterol (93%) (CAS number:
17605-67-3) were obtained from Sigma (USA). All standards were prepared in HPLC-grade
n-hexane (Merck, Germany). Ethanol was purchased from Merck (Germany). Sodium
chloride, potassium hydroxide and anhydrous sodium sulfate were obtained from Sigma-
Aldrich (Germany).

Samples

Samples of red macroalgae P. decipiens, P. cartilagineum, 1. cordata and P.
endiviifolia were collected in different sites of King George Island (Antarctica), during the
low tide period, as described in Table 1. Each sample corresponds to a mixture of five
individuals of each species and all parts of the macroalgae were used. The authenticity of
collected algae biomass was identify by an expert in the area of phycology, Dr
Mutue Toyota Fujii. The material was compared to a database of Botanic Institute of Séo
Paulo. Part of this collection was reported previously in the literature by Fujii et al. (2014).
The samples were frozen at -80 °C, lyophilized and stored in plastic bags protected from light

until extraction of the compounds.

Table 1. Macroalgae collected at different sites of King George Island (Antarctica)

Extraction of sterols

Extraction of sterols from the samples was carried out in triplicate (n = 3) and was
performed as described by Lopes and co-workers (Lopes et al. 2011). In a 100 mL volumetric
flask, 0.5 g of freeze-dried algal biomass was saponified with 40 mL of ethanolic 10% KOH
solution (for 1 h) with constant stirring (1000 rpm) and temperature of 70 °C. The mixture
was kept at room temperature (25 °C), centrifuged (3 min at 5000 rpm) and decanted. The
sample was then transferred to a separation funnel with 20 mL of saturated NaCl solution and
10 mL of hexane (this process was repeated twice). The hexane extracts were combined and
dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and the solvent was evaporated to dryness. The

sample was suspended in 200 uL of n-hexane for GC-MS analyses.

Analyses of sterols by GC-MS
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Sterols were quantified with a gas chromatograph (GC-17A - Shimadzu / Class GC
2010) equipped with split/splitless injector and mass detector (MS), and an Elite 5 MS (30 m
x 0.25 mm x 0.25 um) capillary column. The following conditions were used: helium carrier
gas at flow rate of 1 mL min™ in mode splitless; 1 pL sample volume; and programmed oven
temperature starting at 150 °C, kept at this temperature for 1 min with a heating ramp at 10 °C
mint until 320 °C, maintained for 4 min. The injector was maintained at 250 °C. The ion
source of the mass spectrometer was set at 250 °C and the ionisation voltage was 70 eV.
Fragments were analyzed from m/z 40-700. The analyses were performed for 22 minutes.
The sterols were identified by comparison of the retention times and MS fragments found in
the extracts with those obtained from available steroid standards. The sterols concentrations
were estimated from calibration curves generated by plotting of the peaks area of standards

against their solutions at six different concentrations (1-100 pg mL™?).

Statistical analysis

Data on total concentration of sterol in different algal species are presented as mean +
SD. Evaluation of these results was performed applying one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism (Version 7.0, 2016) and the limit of statistical significance was set at p <
0.05.

Results

The steroids were extracted in triplicate from the algal biomass and were analyzed by
GC-MS. The ions were monitored at m/z 386 for cholesterol, 398 for brassicasterol, 400 for
campesterol, 412 for stigmasterol and fucosterol, and 414 for g-sitosterol, respectively. The
chromatogram of the sterol standards, their retention times and MS data are provided as
Online Resource 1 and 2.

The sterol concentrations quantified in the samples are presented in Table 2. The
sample that showed the highest total sterol concentration levels was 1. cordata (3.98 g kg™).
P. decipiens and P. cartilagineum showed intermediate values (2.47 and 1.42 g kg?,
respectively) and P. endiviifolia showed the lowest level of sterol concentration (0.64 g kg?)
among the samples evaluated. The results for sterol concentrations were significantly different
in most red macroalgae analyzed. In general, the relative standard deviation was smaller than
12%.
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Table 2. Total sterol concentrations quantified in Palmaria decipiens, Plocamium
cartilagineum, Iridaea cordata and Pyropia endiviifolia.

In general, the relative percentages of cholesterol quantified in these samples were
between 21.0 and 80.2% (216.32 and 3195.69 mg kg™), brassicasterol (if present) 4.6 and
13.7% (68.56 and 337.43 mg kg?), campesterol 3.3 and 11.3% (64.95 to 277.78 mg kg™),
stigmasterol 4.8 and 15.9% (68.35 and 393.20 mg kg™), S-sitosterol 7.6 and 26.5% (131.42
and 654.18 mg kg™), and fucosterol 3.9 and 11.6% (57.67 to 286.18 mg kg*) (Table 2 and 3).
Additionally, brassicasterol was not quantified in 1. cordata, but it was quantified in the other
three samples. Cholesterol, campesterol, stigmasterol, s-sitosterol and fucosterol were present
in all samples, with different concentrations. Cholesterol was the major compound in three
samples. In P. endiviifolia, cholesterol presented 33.6% concentration followed by f-sitosterol
(24.0%). In 1. cordata and P. cartilagineum, cholesterol was also the major compound (80.2
and 68.6%, respectively) followed by g-sitosterol (7.6 and 9.3%, respectively). However, in
P. decipiens the major compound was g-sitosterol (26.5%) followed by cholesterol (21%)
(Figure 1).

Figure 1. Percentages of fucosterol, p-sitosterol, stigmasterol, campesterol,

brassicasterol and cholesterol in relation to the total content of sterols.

Discussion

The species P. decipiens, I. cordata and P. endiviifolia included in this study have
relatively restricted geographic distribution, being endemic to Antarctica and sub-Antarctic
regions (Ricker 1987; Wiencke and Clayton 2002). On the other hand, P. cartilagineum is
widely distributed throughout the world’s oceans, including the cold waters of the Arctic and
Antarctic, temperate waters of Europe, Asia, Africa and the Americas, and tropical waters of
the Pacific, Atlantic and Indian Oceans (Young et al. 2013; Laturnus et al. 1997).

Seaweeds are a promising source of phytosterols and have attracted the attention of
researchers due of their health effects in human diets (Hernandes-Ledesma and Herrero 2014).
They are structural components of membranes, playing an important role in the control of
membrane fluidity and permeability, signal transduction and as hormones (Hernandes-
Ledesma and Herrero 2014).

In this study, the four species of red macroalgae evaluated (P. decipiens, P.
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cartilagineum, I. cordata and P. endiviifolia) showed a great diversity in their steroid profile
(Table 2). Although all species were collected in Antarctic significant differences in their
sterols composition and concentrations among the species were observed. Of the six steroids
identified in this study, cholesterol was the most abundant in three species (I. cordata, P.
endiviifolia and P. cartilagineum) and f-sitosterol was the major sterol in P. decipiens (Table
2). Ina previous work, we also found a significant variation in the sterol profile of six species
of brown macroalgae (Adenocystis utricularis, Ascoseira mirabilis, Cystosphaera jacquinotii,
Desmarestia anceps, Desmarestia antarctica, and Himantothallus grandifolius) from
Antarctic determined by LC-MS/MS (Pereira et al. 2017). This variation occurs because each
species produces a unique steroid profile as a result of biochemical and physiological
adaptations (Santiago et al. 2015). The sterols contents may be varying in concentrations due
to ecological conditions, the macroalgae life cycle and their development stage at the time
they are collected (Piironen et al. 2000; Lopes et al. 2011; Teixeira et al. 2019).

Literature data also suggest that sterol composition in algae can change due different
environmental conditions so as to fulfill their functions in cell membranes (Teixeira et al.
2019). It is known that changes in the membrane sterol composition affect the membrane
permeability and function (Valitova et al. 2010). In low temperatures as found in Antartic, one
of the protective mechanisms of algae to survive is increasing their membrane fluidity (Lyon
et al. 2014). However, the efficiency in membrane fluidity and permeability regulation varies
among the phytosterols. Cholesterol has shown the largest stabilizing effect on membranes,
followed by campesterol, g-sitosterol, and stigmasterol (Grunwald, 1971; Hodzic et al. 2008).

Table 3 shows comparison between the relative concentrations determined by us and
the results reported previously for the same types of red macroalgae. Lopes et al. (2011)
reported that the major relative sterol quantified by HPLC-DAD in P. cartilagineum from
Portuguese coastal waters was also cholesterol (53.5%) followed by fucosterol (31%).
However, they did not identify g-sitosterol. Sdnchez-Machado et al. (2014) also analyzed P.
decipiens (by LC-MS), but the proportion of cholesterol was 1.3% and g-sitosterol was not
analyzed. In addition, the authors showed that both methodologies using liquid
chromatography were not efficient to separate campesterol and stigmasterol (Lopes et al.
2011; Sanchez-Machado et al. 2014). However in this work, it was possible to separate and
quantify these two steroids by GC-MS.

Our findings showed that the steroid profile and concentration of macroalgae varied
significantly in relation to the species P. decipiens from Spain and P. cartilagenium from

western Portuguese coast previously reported in the literature. Table 3 shows that the species
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under study contain higher concentrations of the investigated sterols, with the exception of
campesterol, stigmasterol and fucosterol, which were higher in the P. cartilagenium species
described in the literature. g-sitosterol was found in a significant concentration in our samples,
however there are no reports in the literature of the presence of this sterol in P. decipiens and
P. cartilagineum species (Lopes et al. 2011; Sanchez-Machado et al. 2014). The unusual
sterol profile found in the species investigated in this study might be the result of biochemical
and physiological adaptations of macroalgae to survive in the Antarctic environment, such as
water low temperatures (below 0 °C most of the time), high UV radiation and salinity
variation (Santiago et al. 2015; Siddall et al. 2010; Kumari et al. 2013).

Table 3. Relative sterol contents from the literature and the present work found in red
macroalgae

In addition, sterols can be used as chemotaxonomic markers in macroalgae to
distinguish members of Rhodophyceae (red algae), Chlorophyceae (green algae) and
Phaeophycea (brown algae) (Hernandes-Ledesma and Herrero 2014). Cholesterol is the
predominant sterol in red Rodophyta (Al Easa et al. 1995; Kendel et al. 2013; Kendel et al.
2015), while fucosterol predominates in Phaeophyta and in Chlorophyta the major sterols are
isofucosterol in Uvales and clionasterol in Bryopsidales and Siphonocladales (Hernandes-
Ledesma and Herrero 2014; Kumari et al. 2013). Among microalgae, the distribution of
steroids is very diverse, with detection of dihydroxysterols in haptophytes, 24-
propylidenecholesterol in pelagophytic algae and 4-desmethyl-23,24-dimethyl steroids in
diatoms. Also, crinosterols, stigmasterols have been isolated from chlororachinophytes and
dinosterols and dinostanols from dinophytes, except for the Kareniaceae members and
Polarella glacialis (Kumari et al. 2013). Sterols can also show distinct patterns in fungi, with
ergosterol being the major sterol biosynthesized (Volkman 2003).

Tables 4 and 5 report the concentration levels of some sterols identified in other red
algae by gas and liquid chromatography, respectively. In the samples analyzed by gas
chromatography (Table 4), cholesterol was the major relative compound identified in Solieria
chordalis (C.Agardh) J. Agardh (80.3%), Chondria collinsiana M. Howe (72.9%), Palisada
thuyoides (Kitzing) Cassano, Senties, Gil-Rodriguez & M.T.Fujii (as Laurencia paniculata)
(100%), Palisada perforata (Bory) K.W.Nam (as Laurencia papillosa) (68.7%),
Melanothamnus ferulaceus (Suhr ex J.Agardh) Diaz-Tapia & Maggs (as Polysiphonia
ferulacea) (47.5%) and Grateloupia turuturu Yamada (87.7%). In Spyridia filamentosa
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(Wulfen) Harvey, the proportion of cholesterol (23.8%) (Al Easa et al. 1995) was the same as
the other compounds (which were not analyzed in our samples). In Chondria collinsiana, -
sitosterol had the second highest concentration while in Spyridia filamentosa it was the major
compound (Al Easa et al. 1995). In Palisada perforata, stigmasterol had the second highest
concentration (31.3%) (Al Easa et al. 1995). Digenea simplex (Wulfen) C.Agardh,
Polysiphonia brodiae (Dillwyn) Sprengel, Spyridia filamentosa and Chondria armata
(Kltzing) Okamura presented smaller concentrations of cholesterol (30.2, 32.0, 23.8, 12.0%,
respectively) than the other samples shown in Table 4 (Al Easa et al. 1995; Govenkar and
Wahidulla 2000).

As described above, the steroid composition can be useful in the taxonomic
classification of macroalgae. According literature data, cholesterol is the dominant sterol in
Rodophyta (Al Easa et al. 1995; Kendel et al. 2013; Kendel et al. 2015). In this study, with the
exception P. decipiens species (in which the major sterol was f-sitosterol), in all other species
evaluated cholesterol was the major sterol which support cholesterol-based chemotaxonomy
in Rodophyta macroalgae (Table 2; Figure 1).

Moreover, through the results shown in Table 4, some correlations between the
collection site and algal groups can be observed. S. chordalis and G. turuturu collected in
France showed similar relative cholesterol content and in both brassicasterol and fucosterol
were also identified. Through the analysis of steroid content of the Chondria genus, Chondria
collinsiana collected in Qatar showed higher content of steroids compared to the species
collected in Anjuna (C. armata). Regarding algae from Qatar, the Laurencia genus presented
substantial relative sterol contents, with cholesterol being the major compound. The
Polysiphonia genus had lower relative cholesterol content in comparison with the Laurencia
genus, but other sterols, such as g-sitosterol and ergosterol, were also identified. Ergosterol
was also detected in S. filamentosa. Although ergosterol is a fungal marker, it has also been
reported in green and red algae (Volkman, 2003; Al Easa et al. 1995). However, the presence
of ergosterol can also indicate contamination of macroalgae by their associated endophytic
fungi. It is known that macroalgae can form a secretion called mucilage which acts as an

attractive factor for colonizing microorganisms, such as fungi (Teixeira et al. 2019).

Table 4. Relative sterol contents from the literature in red macroalgae determined by GC-MS

In the results shown in Table 5, it is possible to observe that cholesterol was the major
relative compound in Asparagopsis armata Harvey, Osmundea pinnatifida (Hudson)
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Stackhouse, Schizymenia dubyi (Chauvin ex Duby) J.Agardh (52.1, 70.3, 88.4%, respectively)
(Lopes et al. 2011). However, it was also identified in smaller concentrations in Pyropia
dentata (Kjellman) N.Kikuchi & M.Miyata (as Porphyra dentata), Sphaerococcus
coronopifolius Stackhouse and Porphyra sp. (15.0, 34.1 and 8.6%, respectively) in
comparison with the other compounds (Lopes et al. 2011; Kasbowska et al. 2013). Among the
species of the genus Porphyra, the species collected in Portugal showed lower contents of
sterols. Additionally, fS-sitosterol was the major relative steroid found in Pyropia dentate
(Kasbowska et al. 2013).

Table 5. Relative sterol contents from the literature in red macroalgae determined by HPLC

According to our results, the macroalgae species under study showed a very diverse
composition of steroids when compared to other species of red algae reported in the literature.
Although cholesterol was the major compound in most of samples analyzed in this work and
in previous studies, variation in the compounds’ concentration levels can be observed. It is
possible to note that many of the steroids identified in this work as brassicasterol,
campesterol, stigmasterol, S-Sitosterol and fucosterol are not present in many red algae
reported in the literature. This can be explained by ecological differences, geographic origins,
salinity and temperature of seawater, the diversity of samples, collection settings and life time
(Kapetanovic” et al. 2005; Lopes et al. 2011; Lee 2008).

It is worth noting that the presence of sterols in macroalgae is important because they
have important ecological functions and biological activities. Fucosterol, for example, has an
ecological role in chemical defense against fish feeding (Majik et al. 2015). p-sitosterol,
stigmasterol and campesterol identified as main sterols in n-hexane extract of Prasiola crispa
from Antartic induced insecticidal activity in Nauphoeta cinerea cockroache (Lorensi et al.
2019). In addition, literature data also reported the therapeutic properties of fucosterol that
include inhibition of cholesterol absorption and anticancer, antidiabetic and antioxidant
activities (lkeda et al. 1988; MacKay and Jones 2012; Lagarda et al. 2006; Lee. et al. 2003).
Campesterol and brassicasterol likewise are known to exhibit cholesterol-lowering effects by
decreasing intestinal cholesterol absorption (Kendel, et al. 2015). p-sitosterol showed
anthelminthic, antioxidant and antidiabetic effects and stigmasterol has anti-inflammatory and
antihypercholesterolemic activities (Villasenor et al. 2002; Vivancos et al. 2005; Gupta et al.
2011; Gabay et al. 2010; Chandler et al. 1979).
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In summary, this study describes the identification and quantification of six sterols
(cholesterol, brassicasterol, campesterol, stigmasterol, S-sitosterol and fucosterol) from four
species of Antarctic red macroalgae (P. decipiens, P. cartilagineum, I. cordata and P.
endiviifolia) by GC-MS. Since there are few studies on steroids in macroalgae from
Antarctica, this study contributes to the knowledge of the chemical composition of the species
under study and their possible bioactive applications as nutraceuticals and pharmaceuticals. In
addition, the results reported here can be applied in future studies to investigate steroid
profiles in Antarctic macroalgae and other microorganisms found in polar regions, such as

microalgae and fungi.
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Table 1. Macroalgae collected at different sites of King George Island (Antarctica)

Species

Site and date of collection

P. decipiens

P. cartilagineum

|. cordata

P. endiviifolia

Demay Point ( 62° 13’ 13.93"” S, 58° 26’ 17.85" W) January 27, 2012
Demay Point ( 62° 13’ 13.93" S, 58° 26' 17.85" W) January 30, 2012
Demay Point ( 62° 13’ 13.93" S, 58° 26' 17.85" W) January 27, 2012

Punta Plaza ( 62° 13’ 21.01" S, 58° 26’ 36.59" W) January 27, 2012

Table 2. Total sterol concentrations quantified in Palmaria decipiens, Plocamium
cartilagineum, Iridaea cordata and Pyropia endiviifolia.

Sterol Red Algae
(mg kg DW £ SD)  P. decipiens P. cartilagineum I. cordata P. endiviifolia
Cholesterol 518.74 +0.68°  973.76 + 2.34° 3195.69 + 2.95°  216.32 + 1.76¢
Brassicasterol 337.43+0.04%  65.34+0.77° - 68.56 + 0.42"
Campesterol 277.78 £ 0.24°  68.39 + 0.31° 131.02 £0.09°  64.95 + 0.30™
Stigmasterol 393.20 + 0.21*°  68.35+ 0.31° 198.69 + 0.09° 81.35 + 0.43¢
p-sitosterol  654.18 +0.23%  131.42+0.91° 302.35 = 0.68° 154.56 + 0.48¢
Fucosterol  286.18 +0.078  111.99 + 0.99° 157.11 £ 0.04° 57.67 +0.09¢
Total Sterols 2467.50% 1419.24° 3984.86° 643.42¢

Results in mg kg-1 of dry weight =DW (values represent the mean and standard deviation for n = 3)

*Means followed by equal letters do not differ significantly by the Tukey test, at 5 % probability



618  Table 3. Relative sterol contents from the literature and the present work found in red
619  macroalgae

Sterols (%)
Species Technique Reference
Chol Bras Ergo Camp Stig p-sit Fuc O.c.

21.0 137 ng. 11.3 159 265 116 - GC-MS This work
P. decipiens Sanchez-
1.3 - - 1.6* - 15 926 HPLC-MS Machado
et al. (2004)
68.6 46 n.g 4.8 48 93 79 - GC-MS This work
P. cartilagineum Lopes et al
- - * - - ’
53.5 11.2 31 41 HPLC-DAD (2011)
I. cordata 80.2 ng. ng. 33 50 76 39 - GC-MS This work
P. endiviifolia 336 107 ng. 101 126 240 9.0 - GC-MS This work
620 -: not present, n.g.: not quantified, * compounds quantified together, Chol: cholesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp:

621 campesterol, Stig: stigmasterol, g-Sit: -Sitosterol and Fuc: fucosterol, O.c. other compounds
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Table 4. Relative sterol contents from the literature in red macroalgae determined by GC-MS

Sterols (%)

Species _ i Reference
Chol Bras Erg Camp Stig pg-sit Fuc O.c.
. . Kendel et al.
Solieria chordalis 80.3 4 - 3.2 - - 44 81
(2015)
. I Al Easa et al.
Chondria collinsiana 729 - - - 46 127 - 9.8
(1995)
) ) Al Easa et al.
Digenea simplex 302 111 - 3.8 93 119 - 33.7
(1995)
) ) Al Easa et al.
Laurencia paniculata 100 - - - - - - -
(1995)
) ) Al Easa et al.
Laurencia papillosa 68.7 - - - 313 - - -
(1995)
. . . Al Easa et al.
Polysiphonia brodiae 32.0 - 9.3 - 93 14 - 35.4
(1995)
. . Al Easa et al.
Polysiphonia ferulacea 47.5 8.9 4 - 7 9.7 - 22.9
(1995)
S Al Easa et al.
Spyridia filamentosa 23.8 - 8.2 - 13.7 305 - 23.8
(1995)
Govenkar and
Chondria armata 120 - - - - - - 88 Wahidulla
(2000)
] Kendel et al.
Grateloupia turuturu 87.7 1.3 - - - - 1.7
(2013)

-2 not reported, Chol: cholesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp: campesterol, Stig: stigmasterol, B-Sit: B-Sitosterol and Fuc:

fucosterol, O.c. other compounds
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Table 5. Relative sterol contents from the literature in red macroalgae determined by HPLC
. Sterols (%)
Species Chol Bras Erg Camp Stig p-sit Fuc O.c Detector  Reference
Kazlowska
Porphyra dentata 150 - - 300 - 55.0 - - ELSD etal. (2013)
Sphaerococcus i i * Lopes et al.
coronopifolius 34.1 46.6 139 54 DAD (2011)
Asparagopsis armata  52.1 - - - - 37 314 128 DAD I(_z%plels)et al.
Osmundea pinnatifid)a 703 - -  63* - 15 163 56 DAD '('z%plels)et al.
. . . Lopes et al.
Schizymenia dubyi 884 - - - - 7.2 44 - DAD (2011)
Porphyra sp. 86 - - 23 . - <1 84 MS '(-Z%plels)et al.

-2 not detect, *compounds quantified together, Chol: cholesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp: campesterol, Stig: stigmasterol,

B-Sito: B-Sitosterol and Fuco: fucosterol, O. c: other compounds
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Table 1. Macroalgae collected at different sites of King George Island (Antarctica)

Species Site and date of collection
P. decipiens Demay Point ( 62° 13’ 13.93"” S, 58° 26’ 17.85"” W) January 27, 2012
P. cartilagineum  Demay Point ( 62° 13 13.93” S, 58° 26’ 17.85" W) January 30, 2012
I. cordata Demay Point ( 62° 13" 13.93" S, 58° 26’ 17.85" W) January 27, 2012
P. endiviifolia

Punta Plaza ( 62° 13’ 21.01" S, 58° 26’ 36.59" W) January 27, 2012
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Table 2. Total sterol concentrations quantified in Palmaria decipiens, Plocamium
cartilagineum, Iridaea cordata and Pyropia endiviifolia.

Sterol Red Algae
(mg kg* DW £ SD)  P. decipiens P. cartilagineum I. cordata P. endiviifolia
Cholesterol 518.74 +0.68°  973.76 + 2.34° 3195.69 + 2.95°  216.32 + 1.76¢
Brassicasterol  337.43+0.04*  65.34 +0.77° - 68.56 + 0.42"
Campesterol 277.78 £0.24°  68.39 + 0.31° 131.02+0.09°  64.95 + 0.30™
Stigmasterol  393.20 £ 0.21*°  68.35 + 0.31° 198.69+0.09°  81.35+0.43¢
p-sitosterol  654.18 + 0.23%  131.42 + 0.91° 302.35+0.68°  154.56 + 0.48¢
Fucosterol  286.18 £ 0.07¢  111.99 + 0.99° 157.11 £ 0.04° 57.67 + 0.09¢
Total Sterols 2467.50% 1419.24° 3984.86° 643.42¢

Results in mg kg-1 of dry weight =DW (values represent the mean and standard deviation for n = 3)

*Means followed by equal letters do not differ significantly by the Tukey test, at 5 % probability
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Table 3. Relative sterol contents from the literature and the present work found in red

macroalgae
Sterols (%)
Species Technique Reference
Chol Bras Ergo Camp Stig pg-sit Fuc O.c.
210 137 ng. 113 159 265 116 - GC-MS This work
P. decipiens Sanchez-
1.3 - - 1.6* - 15 92,6 HPLC-MS Machado
et al. (2004)
68.6 46 n.g 4.8 48 93 79 - GC-MS This work
P. cartilagineum Lopes et al
- - * - - '
53.5 11.2 31 41 HPLC-DAD (2011)
I. cordata 80.2 ng. ng 33 50 76 39 - GC-MS This work
P. endiviifolia 33.6 10.7 ng. 101 126 240 90 - GC-MS This work

-: not present, n.g.: not quantified, * compounds quantified together, Chol: cholesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp:
campesterol, Stig: stigmasterol, g-Sit: g-Sitosterol and Fuc: fucosterol, O.c. other compounds
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Table 4. Relative sterol contents from the literature in red macroalgae determined by GC-MS

) Sterols (%)
Species _ i Reference
Chol Bras Erg Camp Stig pg-sit Fuc O.c.

o ) Kendel et al.
Solieria chordalis 80.3 4 - 3.2 - - 44 81
(2015)
. - Al Easa et al.
Chondria collinsiana 729 - - - 46 127 - 9.8
(1995)
. . Al Easa et al.
Digenea simplex 302 111 - 3.8 93 119 - 33.7
(1995)
) ) Al Easa et al.
Laurencia paniculata 100 - - - - - - -
(1995)
) ) Al Easa et al.
Laurencia papillosa 68.7 - - - 313 - - -
(1995)
) ] ) Al Easa et al.
Polysiphonia brodiae 320 - 9.3 - 93 14 - 35.4
(1995)
. . Al Easa et al.
Polysiphonia ferulacea 47.5 8.9 4 - 7 9.7 - 22.9
(1995)
g Al Easa et al.
Spyridia filamentosa 23.8 - 8.2 - 13.7 305 - 23.8
(1995)
Govenkar and
Chondria armata 120 - - - - - - 88 Wahidulla
(2000)
] Kendel et al.
Grateloupia turuturu 87.7 1.3 - - - - 1.7
(2013)

-: not reported, Chol: cholesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp: campesterol, Stig: stigmasterol, -Sit: B-Sitosterol and Fuc:
fucosterol, O.c. other compounds
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Table 5. Relative sterol contents from the literature in red macroalgae determined by HPLC

Sterols (%)

Species Chol Bras Erg Camp Stig B-sit Fuc O.c. Detector  Reference
Porphyra dentata 150 - - 300 - 55.0 - - ELSD (L(taazll'o(vzvglig)
igrfﬁggﬁ%?.cu”f 341 - - 466 - - 139 54 DAD '(-Z%plels)et al.
Asparagopsis armata 521 - - - - 37 314 128 DAD I(_Z%plels)et al.
Osmundea pinnatifida 703 - -  63* - 15 163 56 DAD I(_z%plels)et al.
Schizymenia dubyi 88.4 - - - - 72 44 - DAD '(-Z%plef)et al.
Porphyra sp. 86 - - 23* - - <1 884 MS |(-2%plels)et al.

-2 not detect, *compounds quantified together, Chol: cholesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp: campesterol, Stig: stigmasterol,

B-Sito: B-Sitosterol and Fuco: fucosterol, O. c: other compounds
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Abstract

Macroalgae comprise a vast group of aquatic organisms known for their richness in
phytochemicals. In this sense, the lipophilic profile from five Antarctic seaweeds was
characterized by chromatographic and spectroscopic analysis and had their antioxidant
and antimicrobial potential evaluated. Results showed that the specimens were composed
of 31 lipophilic components mainly divided into fatty acids (48.73 = 0.77 — 331.91
10.79 mg.Kg™), sterols (14.74 + 0.74 — 321.25 + 30.13 mg.Kg™) and alcohols (13.07 +
0.04 — 91.87 + 30.07 mg.Kg?). Moreover, Desmarestia confervoides had a noticeable
antioxidant activity inhibiting 86.03 + 1.47% of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radical at 1 mg.mL™. Antimicrobial evaluation showed that extracts from Ulva
intestinalis, Curdiea racovitzae and Adenocystis utricularis inhibited the growth of
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Salmonella
typhimurium (ATCC 14028) from concentrations of 1.5 to 6 mg.mL™. Therefore, the
evaluated brown, red and reen macroalgae were constituted of several phytochemicals
with promising biological activities that could be applied by pharmaceutical,

biotechnological and food industries.

Key-words: Lipophilic Extract; Bioactive Compounds; Macroalgae; Antioxidant

Activity; Antimicrobial Activity.
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1. Introduction

The marine environment is known for its biodiversity and for being a source of

more than 25,000 natural products *

. Among photosynthetic organisms that inhabit
aquatic ecosystems are macroalgae which can be divided into green, brown and red algae
depending on morphological and biochemical aspects 22. Given their biological, chemical
and breeding properties, seaweeds are becoming important marine resources as

harvesting grows approximately 15% per year with capture or aquaculture reaching as

much as 25 million tons in 2014 4°,

The high degree of adaptation of macroalgae led these organisms to inhabit several
environments that include tropical, subtropical, polar and Antarctic region *%7. In
complex habitats that include the Antarctic Peninsula, seaweeds are subjected to several
abiotic parameters such as low water temperature, restricted nutrient availability, high
exposure to ultraviolet radiation, limited photoperiod and high water salinity *8. The
extreme environmental conditions influence aquatic organisms to develop defense and
survival strategies including the activation of biochemical processes related to the

production of metabolites °.

It is known that secondary metabolites found in aquatic ecosystems have unique
structural and chemical moieties that are not commonly found in natural products from
terrestrial plants . According to previous reports, approximately 15,000 secondary
metabolites have been identified in macroalgae, which include, for instance, fatty acids
(FAs), sterols, polysaccharides, aminoacids, flavonoids, and terpenoids *%. In this sense,
seaweeds comprehend an important reserve of possible bioactive compounds that could

be further applied for antimicrobial or antioxidant use 2.
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The search for novel bioactive compounds is important to minimize antimicrobial
resistance. Due the increasing demand for novel therapeutic drugs, there is a growing
interest in metabolites found in marine organisms as several algae species have shown to
produce bactericidal or bacteriostatic substances. In this sense, macroalgae extracts could
provide important bioactive compounds to be used in biotechnological and

pharmaceutical areas, for instance 1.

As it can be observed, macroalgae comprise an almost unlimited reserve of
potential biochemical compounds that could be employed in several industrial
applications. It is worth noting that, despite more than 10,000 species of seaweeds have
been identified, only few representatives were chemically characterized in order to screen
for molecules with potential applications. Over the past years, our research group have
analyzed lipophilic components of sub-Antarctic or Antarctic macroalgae including FAs
46 and sterols 1° and successfully indicated their biological applications *. In this sense,
the aims of this work were to evaluate fatty acids, sterols and carboxylic, dicarboxylic
and tricarboxylic acid among other lipophilic constituents from five extracts of Antarctic

macroalgae and to evaluate their antioxidant and antibacterial activity.

2. Materials and Methods

2.1. Sampling

Approximately 5 to 10 individuals of each species of brown, red and green
Antarctic macroalgae were manually collected in the eulittoral or infralittoral zone in
several locations of the Antarctic Peninsula between November and December of 2015
(Table 1) as part of the XXXIV Operagdo Antartica expedition. Samples were washed

with seawater and further cleaned with distilled water in order to remove impurities,



©CO~NOOOTA~AWNPE

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

microorganisms and salt. After morphological identification, seaweeds were lyophilized,

milled and stored within hermetic dark bags at -20 °C before analyses.

[insert Table 1]

2.2. Chemicals and Materials

Pyridine, N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide, 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl-hydrate (DPPH), methyl nonedecanoate, cholesterol and 1-decanolwere
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, USA) while n-hexane and methanol were
obtained from J.T. Baker (Radnor, USA). All other solvents and reactants were analytical

grade.

2.3. Extraction

The lipophilic fraction of macroalgae (5 g) was extracted using n-hexane by means
of a Soxhlet apparatus for 6 h after the sample was soaked with solvent overnight.
Subsequently, the lipophilic extract was dried under reduced pressure. The procedure was
performed in triplicate (n=3) and followed the modified method of Santos et al. (2015)

replacing dichloromethane for n-hexane.

2.4. Chemical Composition

2.4.1. Hydrolysis and Derivatization

Briefly, 10 mg of the lipophilic extract and 10 mL of a 0.5 M solution if sodium
hydroxide in methanol: water (50:50, v/v) were constantly mixed and refluxed for 1 h.
Afterwards, the system was cooled and acidified to a pH of 2 by the gradual addition of

a 1 M solution of hydrochloric acid. Furthermore, samples were extracted three times
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with 5 mL of dichloromethane. Lipophilic layers were combined and dried under reduced
pressure. The hydrolyzed extracts were reconstituted in 100 pL of chloroform and further
derivatized with 100 pL of N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide and 100 pL
of pyridine under 70 °C for 30 min. Procedures were performed in triplicate (n=3) and

followed the method of Santos et al. (2015).

2.4.2. Chromatographic Analysis

Chromatographic analysis followed the method of Santos et al. (2015) and was
performed in a GC-MS model QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan) followed by the
injection of 1L in split mode (1:33) of the derivatized material into a Rtx-5MS capillary
column (30m x 0.25mm x 0.25um; Restek, Bellefonte, USA) with a gas flow of helium
of 1.50 mL.min. The injection port and interface operated at 250 °C and 290 °C,
respectively. Initial oven temperature was set at 80 °C maintaining for 5 min increasing
4 °C.min to 260 °C and growing 2 °C.min"! until the final oven temperature of 285 °C

that was kept for 8 min.

Mass spectrometer operated using an electron ionization at 70 eV with the ion
source scanning from m/z 30 to m/z 550. Identification of compounds was made using a
NISTO08s spectral library. Quantitation followed the method of Santos et al. (2015) and
was performed using pure references standards as representatives from the major
lipophilic families (methyl nonadecanoate, cholesterol and 1-decanol) in solutions of 1
mg.mL*?, 0.500 mg.mL?, 0.250 mg.mL*?, 0.125 mg.mL?, 0.625 mg.mL*? and 0.312

mg.mLtin n-hexane injected in triplicate (n=3).

2.4.3. Spectroscopic Analysis
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Approximately 10 pL of the lipophilic extracts were analyzed using an infrared
spectrometer coupled to Attenuated Total Reflection with Fourier Transform model
Shimadzu Prestige 21 (Shimadzu, Kyoto, Japan) analyzing the samples from 4000 cm™

to 600 cm™ with a resolution of 4 cm™.

2.5. Antioxidant Activity

Concentrations of 1 mg.mL™, 0.500 mg.mL?, 0.250 mg.mL* and 0.125 mg.mL™
of lipophilic extracts were evaluated for antioxidant activity by mixing them with 300 pL
of DPPH radical methanolic solution (0.394 mg.mL™) and 3 mL of methanol. Samples
were incubated at room temperature for 15 min in the dark and analyzed by
spectrophotometric means (UV-M51; Bel, Piracicaba, Brazil) at 517 nm. Positive
controls were performed using ascorbic acid at the same concentrations of the tested
samples. An analytical blank using 300 pL of DPPH radical mixed with 2.7 mL of
methanol was also performed. All experiments were made in triplicate (n=3) and followed
the method of Pellati et al. (2004). Inhibition of the DPPH radical at different

concentrations of the lipophilic extracts was measured by Equation 1.

% Inhibition = [ADPPH_(Aixtract_ABlank)] x 100(1)
DPPH

Where Apprh is the absorbance of the DPPH radical without samples, Aextract iS
the absorbance of lipophilic extracts mixed with DPPH radical and Agiank is the

absorbance of methanol.

2.6. Antibacterial Activity
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2.6.1. Test Organisms
Antimicrobial activity was performed using gram-positive standard strains
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococccus faecalis (ATCC 51299) as
well as gram-negative standard strains Escherichia coli (ATCC 25922) and Salmonella
typhimurium (ATCC 14028). Microorganisms were provided by the Oswaldo Cruz
Foundation (FIOCRUZ). The evaluated strains were maintained in Mueller-Hinton agar

at 4 °C and reactivated prior to antimicrobial evaluation.

2.6.2. Minimum Inhibitory Concentration
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined according to the broth
microdilution method following Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017)
guidelines. Firstly, n-hexane extracts from Antarctic macroalgae were diluted in brain-
heart infusion (BHI) broth from concentrations that ranged from 6 mg.mL™* to 0.0078
mg.mL* in 5% of ethanol. As negative control, 100 uL of BHI broth were used while a

positive control was made using 50 puL of bacterial suspension and 50 uL of BHI broth.

Microorganisms were cultured in BHI broth and standardized to 0.5 in the
McFarland scale resulting in an optical density between 0.08 and 0.1 at 630 nm.
Afterwards, 50 puL of cultured samples were diluted in 4,950 uL of BHI broth and 50 uL
of the suspensions were inserted in wells resulting in a final concentration of
microorganisms of 3.10* CFU.mL. MIC was made in triplicates (n=3) and plates were
incubated at 37 °C for 24 h. Subsequently, 20 uL of 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride
(0.5%, wiv) was placed in the wells that were further incubated for 20 min at 37 °C.

Finally, bacterial growth was evaluated by color development.
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2.6.3. Minimum Microbicidal Concentration
Samples that had antimicrobial activity had their Minimum Microbicidal
Concentration (MMC) determined. Briefly, 5 uL aliquots were pealed in Mueller-Hinton
agar plates and incubated at 37 °C for 24 h. Afterwards, presence or absence of bacterial
growth was evaluated for the determination of bacteriostatic or bactericidal activity. The

experiments were made in triplicate (n=3).

2.7. Statistical Analysis

Two-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey’s Test (p<0.05)
were applied to determine significant differences among the constituents of the samples
using Graphpad software version 7 (La Jolla, USA). Principal Component Analysis
(PCA) was used to evaluate similarities in the lipophilic composition of the algal extracts

employing Minitab software version 17 (State College, USA).

3. Results

3.1. Chemical Evaluation

Lipophilic yields of the studied Antarctic macroalgae (Table 2) were generally in
the range of 0.189 + 0.005 to 0.356 + 0.038% DW in brown seaweeds, 0.134 + 0.005 to
0.138 + 0.003% DW in red seaweeds and 0.187 + 0.021% DW in U. intestinalis (green
seaweed). Generally, brown macroalgae had the highest amounts of extracted lipophilic
compounds reaching as much as 0.356 = 0.038% DW in D. confervoides. On the other
hand, the lowest values of lipophilic yield was observed in M. manginii that had 0.134 +

0.005% DW.
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[insert Table 2]

Evaluation of chemical composition of the lipophilic extracts from Antarctic
macroalgae (Table 3) showed that combined the macroalgae had 31 distinct compounds
that could be distributed as FAs, alcohols, sterols, ketones, aldehydes, hydrocarbons and
other chemical classes. The highest number of compounds was found in Ochrophyta
representatives as D. confervoides and A. utricularis had 24 and 23 constituents,

respectively, while U. intestinalis had the lowest variety reaching 19 compounds.
[insert Table 3]

As it can be observed in Table 3, D. confervoides had most compounds found in
higher concentrations compared to the other analyzed specimens. Generally, 2-
ethylhexanoic acid (11.12 + 5.48—49.65 + 6.32 mg.kg™), hexadecanoic acid (7.92 + 0.09
—49.01 + 6.18 mg.kg?), 2-butoxyethanol (7.48 + 0.12 —56.37 + 26.20 mg.kg™) and
fucosterol (nd—282.96 + 29.02 mg.kg™) were the constituents found in noticeable
concentrations in the samples. The presence of these compounds made the lipophilic
extract dominated by FAs (48.73 + 0.77 —331.91 + 10.79 mg.kg?), sterols (14.74+

0.74— 321.25+ 30.13 mg.kg?) and alcohols (13.07 + 0.04—51.87 + 30.07 mg.kg™).

Spectroscopic analysis of the lipophilic extracts (Table 1S) showed that samples
were mainly composed of vibrations that corresponded to aliphatic carbon-hydrogen
bonds (2963 — 2855 cm, stretching; 1457 — 1371 cm, bending), carbonyl groups
(1742 — 1715 cm™®) and carbon-oxygen bonds (1230 — 1203 cm™). Moreover, extracts
from A. utricularis and D. confervoides had unsaturation (3009 — 3004 cm™) while M.
manginii and U. intestinalis had hydroxyl groups (3393 — 3357 cm™). IR Spectroscopy
spectra and GC-MS chromatograms of the lipophilic extracts can be seen in the

Supplementary Information section.
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3.2. Antioxidant Activity

Evaluation of antioxidant activity of the lipophilic extracts (Fig 1) showed that D.
confervoides inhibited 86.03 + 1.47% of the DPPH radical at 1 mg.mL™ maintaining
similar antioxidant potential at 0.500 mg.mL™and 0.250 mg.mL™, which inhibited 83.79
* 2.12% and 80.40 + 1.94%, respectively. Lower antioxidant capacity of the lipophilic
extract was observed at 0.125 mg.mL™ that had 63.39 + 0.49% of inhibition of the DPPH
radical. Moreover, comparing the samples with the positive control it can be noted all

lipophilic extracts had lower antioxidant activity than ascorbic acid.
[insert Figure 1]

As it can be seen in Fig 1, lipophilic extracts from A. utricularis, U. intestinalis,
M. manginii and C. racovitzae did not have noticeable antioxidant activity compared to
D. confervoides. Generally, samples inhibited the DPPH radical in major proportions at
1 mg.mL* reaching 15.21 + 1.01%, 10.30+ 1.26% and 8.70 + 0.91% of inhibition for M.
manginii, C. racovitzae and A. utricularis, respectively. Although at the maximum tested
concentration, U. intestinalis had little antioxidant capacity inhibiting 1.80 + 0.36% of
the DPPH radical. Lipophilic extracts were mostly acted as antioxidants at 0.500 mg.mL"
! however their potential decreased or could not be observed at concentrations lower than

0.250 mg.mL™2,

3.3. Antimicrobial Activity

Antimicrobial evaluation of n-hexane extracts from Antarctic macroalgae (Table

4) indicated that materials had activity against most tested microorganisms with the
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exception of Enterococccus faecalis, which had bacterial growth in the evaluated
concentrations (0.187 to 6 mg.mL™). It is worth noting that D. confervoides and M.
manginii extracts did not have antimicrobial activity in the experimental conditions. In
general lines, lipophilic extracts had MICs that ranged from 6 to 1.5 mg.mL™ varying
according to the specimen and the microorganism. Furthermore, MMC of the samples
indicated that concentrations that inhibited bacterial growth were bacteriostatic to the

tested organisms.

[insert Table 4]
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According to the results seen in Table 4, Escherichia coli had its growth inhibited
in concentrations above 1.5 mg.mL™ for A. utricularis and U. intestinalis extracts while
C. racovitzae had a MIC of 3 mg.mL™. In the case of Staphylococcus aureus, MIC for A.
utricularis and U. intestinalis extracts were 3 mg.mL™* while C. racovitzae inhibited
bacterial growth at 6 mg.mL™. Similar results were observed for Salmonella typhimurium
in which lipophilic extracts from C. racovitzae and A. utricularis had MIC of 6 mg.mL™* as

U. intestinalis had antimicrobial activity in concentrations above 3 mg.mL™.

3.4. Multivariate Analysis

PCA was applied to evaluate chemical composition, antioxidant activity and
antimicrobial activity among the studied specimens (Fig 2). For the multivariate analysis,
variables that had significant variations including hexadecanoic, eicosatetraenoic and
eicosapentaenoic acid as well as fucosterol and 2-butoxyethanol, for instance, were
chosen. The obtained loading plot (Fig 2b) indicated that most variables clustered in the
positive axis of the First Component (PC1) varying from negative to positive axis of the
Second Component (PC2). On the other hand, the antimicrobial activity of the tested

organisms was found in negative PC1 and PC2.

The resulting score plot (Fig 2a) showed that the studied Antarctic macroalgae
could be differentiated based on the chosen variables. In general lines, Ochrophyta
representatives could be found in the positive axis of PC1 while Rhodophyta and
Chlorophyta species were observed in the negative axis of PC1. Based on the results, it
can be indicated that the chemical composition and bioactive potential can be associated

to the phyla of seaweeds.

[insert Figure 2]
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4. Discussion
4.1. Chemical Evaluation

4.1.1. Extractive Yield and Spectroscopic Analysis

Previous reports in the literature indicate that lipophilic extracts of brown, green
and red macroalgae had values that ranged from 0.12 £ 0.01% DW to 1.74 £+ 0.08% DW
which agree with the results found in the current work *°. Martins et al. (2018) analyzed
Antarctic macroalgae having diminished extractive vyields in their specimens.
Nonetheless, the extracts had antimicrobial and antifungal activities indicating the

presence of potential bioactive substances .

Spectroscopic evaluation of the lipophilic extracts indicated that samples were
mainly possibly constituted of lipid esters as the main vibrations observed in the spectra
corresponded to carbon-hydrogen bonds, carbon-oxygen bonds and carbonyl groups 4.
Moreover, hydroxyl groups in the extracts from M. manginii and U. intestinalis could be
associated to unesterified lipids and alcohols seen at Table 3. It is worth noting that there
is little information regarding the spectroscopic profile of extracts from macroalgae

despite its importance to fully characterize the material.

4.1.2. Fatty acids

FAs are among the vast lipid classes found in macroalgae playing roles as
membrane constituents (e.g. phosphoglycerides) or as energy storage (e.g.
triacylglycerol) generally having higher concentrations than other lipids that include
sterols, hydrocarbons and fatty alcohols, for instance 7. In this sense, comparison
between the obtained results to the reported in the literature showed that majoritary FAs

found in U. intestinalis (hexadecanoic, hexadecanoic and octadecenoic acids) were also
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determined by Martins et al. (2016) that analyzed the same species collected in the sub-
Antarctic region ©. Regarding C. racovitzae and A. utricularis, qualitatively results were
similar to the literature, however concentration of PUFAs were diminished in the current
work compared to the reported by Pacheco et al. (2018). To the best of our knowledge,
M. manginii and D. confervoides did not have their FA profile previously determined in
the literature. Nonetheless, representatives from the same order had similar patterns to the

observed in the current study "*°.

Among the reasons that can explain variations among the obtained results and the
reported in the literature are the influences of the Antarctic environment that include
limited photoperiod, low water temperature, salinity, nutrient disposal and pH #%°. These
abiotic parameters influence the production of FAs in seaweeds inducing primarily the
biosynthesis of PUFAs in order to maintain the integrity of membranes 1*%°, Moreover,
differences in the extraction approaches may also have influenced the overall results as

the extraction of FAs is generally performed using solution of chloroform: methanol 2.

4.1.3. Carboxylic, dicarboxylic and tricarboxylic acids

The presence of carboxylic and dicarboxylic acids that include, for instance,
hexanedioic, octanedioic, nonanedioic, undecadioic acid have been widely reported as
constituents of seaweeds 3% These compounds have been associated to biological
activities such as antimicrobial action and treatment of skin hyperpigmentation 2.
Previous research works highlighted the presence of carboxylic and dicarboxylic acids in
macroalgae. Santos et al. (2016) detected octanedioic and 2-butenedioic acid as
majoritarian dicarboxylic acids in Undaria pinnatifida and Cystoseira tamariscifolia that

reached a total amount of 99.8 mg.kg™* DW and 2.2 mg.kg™* DW of dicarboxylic acids,
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respectively 3. Other report indicated that nonanedioic acid was found in higher
concentrations in green seaweeds compared to the other phylum while red macroalgae

were mostly composed of octanedioic acid °.

Benzoic acid derivatives comprise a class of aromatic carboxylic acids that are
formed during the Shikimate pathway 2. In the current work, benzoic, benzeneacetic and
benzenedicarboxylic acid have been found in green, red and brown Antarctic macroalgae,
although other compounds have been detected in seaweeds such as salicylic, gentisic,
vanilic and gallic acid ?*. Furthermore, benzeneacetic acid can be categorized as an auxin,
which is a plant hormone related to root development 2. To the best of our knowledge
this was the first time these carboxylic or dicarboxylic acids were detected in the studied

Antarctic macroalgae.

4.1.4. Sterols

Sterols comprehend a vast number of compounds that play roles as membrane
constituents and hormonal precursors in aquatic and terrestrial organisms °. According
to the literature, cholesterol and its derivatives are generally predominant in red and green
algae while fucosterol and its derivatives are commonly found in brown seaweeds, which
was also observed in the current research work 24, Sterols are known for their biological
activities that include, for instance, antioxidant, antitumor, antibacterial, antiviral,

antifungal and antiulcerative 242,

According to the literature, specimens of A. utricularis and Desmarestia anceps
collected in King George Island (Antarctica) also had fucosterol as the main sterol in the
macroalgae °. Moreover, other steroidal components were also determined in small

amounts including, for instance, stigmasterol, cholesterol and ergosterol that were not
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observed in the samples of the current work. Differences in extraction and analytical
approaches may have influenced the results as specimens were collected under similar
environmental conditions. Sterols were also found in noticeable concentrations in other
reports in the literature that evaluated Ulva lactuta and Sargassum muticum collected in

the Portuguese coast 3°.

It is worth noting that previous reports indicated that the content of steroids in
macroalgae considerably varies throughout the year reaching maximum values in winter
and decreasing summer showing that seasoning play an important role in the steroidal
biosynthesis within seaweeds >?’. As it can be observed in Table 1, samples were
collected in the Antarctic summer, which could have lowered the concentration of steroids
compared to what could be observed in other seasons of the year 2. Moreover, it is
thought that other abiotic conditions including water temperature and growth stage may

also affect the production of sterols in macroalgae 2728,

4.1.5. Other Constituents

Several other components that could be distributed into several chemical classes
including, for instance, ketones, aldehydes, hydrocarbons and amino acids were detected
in the analyzed macroalgae. The presence of these constituents can be related to several
biochemical mechanisms within seaweeds to survive in the Antarctic continent as these
compounds are linked to defense against oxidant agents and Ultraviolet radiation as well

as to chemical signaling among individuals 2°°.

Among the detected substances were a-tocopherol and phytol, which can be found
in lipid membranes and storage structures. According to the literature, the content of

tocopherols are higher in brown macroalgae than the other classes of seaweeds agreeing
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with the results of the current work as a-tocopherol was only observed in Ochrophyta
specimens. Moreover, concentrations previously reported of a-tocopherol indicated
values ranging from 9.6 to 14 pg.g* DW in Undaria pinnatifida, which was also found
in the current chemical evaluation of Antarctic macroalgae 2’. It is worth noting that the
consumption of a-tocopherol and phytol can have biological benefits due to the

antioxidant and anticancer activities of these compounds %2’

Evaluation of the lipophilic profile of Antarctic macroalgae showed the presence
of trimethylbenzene, which is thought to derive from sugar or carotenoid degradation 3L,
Other types of alkylbenzenes have also been detected in macroalgae including, for
instance, ethylbenzene, ethyltoluene and tetramethylbenzene in the analysis of volatile
organic compounds of Oscillatoria perornata and Palmaria palmate 2%, Tetradecane
was also observed in small amounts in the specimens and its presence could be associated

to chemical signals used in the algal reproductive cycle 2°.

Concerning other compounds found in the lipophilic profile, dihydroactinidiolide
is a carotenoid derivative widely reported in the volatile analysis of macroalgae and it is
associated to the prevention of coronary and tumor conditions in humans 2°.
Benzaldehyde was also detected in the specimens and its presence can be associated to
pathways of amino acid biosynthesis 4. Finally, L-cysteine was observed in the samples,
which can be related to defense mechanisms of seaweeds against antioxidant stress °.
Studying the metabolites of macroalgae, Belghit et al. (2017) also detected noticeable
amounts of L-cysteine in brown and red seaweeds agreeing with the results of the current

work %0,

4.2. Antioxidant Activity
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Antioxidant evaluation showed that lipophilic extracts from Antarctic macroalgae
have distinct degrees in the inhibition of the DPPH radical. Generally, brown algae had
more antioxidant activity than red and green representatives, which agree with data
reported by the literature *. In this sense, Paiva et al. (2016) indicated that extracts from
Ulva compressa, Gelidium microdon and Pterocladiella capillacea at concentrations of
2 mg.mL? inhibited the DPPH radical at 40.21 + 2.84%, 47.73 + 3.01% and 26.14 +
1.90% 37, Comparing these results to the obtained in the current research work, it can be
observed that D. confervoides had more antioxidant capacity than the indicated in the

literature while the other specimens had diminished antioxidant activity.

The presence of antioxidants in seaweeds can be associated to mechanisms of
defense and survival of these organisms to oxidative stress against abiotic parameters 3=°,
Generally, the antioxidant capacity of extracts can be related to certain constituents such
as phenolic compounds, carbohydrates, FAs and sterols %41, Among the components of
lipophilic extracts, octadecenoic and octadecadienoic acids as well as phytosterols have
been highlighted as compounds with antioxidant activity “°. Indeed, extracts of D.
confervoides, which had high amounts of these lipid components compared to the other
samples portrayed higher inhibition of the DPPH radical than the other macroalgae

extracts.

4.3. Antimicrobial Activity

Previous studies on the lipophilic extracts of macroalgae highlighted several
biological activities that include, for instance, antimicrobial, anti-inflammatory,
antifungal, anticoagulant, antitumor and antioxidant properties %%42 In this sense,

metabolites from seaweeds have been receiving increased attention from various areas
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including cosmetics, food and pharmaceutical industries due to their widely possible

applications 2.

According to previous research works, antibacterial activity of macroalgae
extracts can be associated to the presence of distinct FAs in their constitution 343, Based
on the results, these biomolecules were present in considerable amounts in the samples
compared to other biochemical classes. Despite generally having weak bioactivities when
isolated, several types of FAs in conjunct can promote bacterial inhibition probably due
to synergistic effects 3. Among the reasons that can explain the antimicrobial activity of
FAs are the amphipathic features of these molecules that can interact and penetrate
membranes inducing damages and allowing the diffusion of other molecules that can

further affect other biological processes %€,

The antimicrobial activity found in the extracts from U. intestinalis, C. racovitzae
and A. utricularis agree with previous reports that evaluated macroalgae extracts. In this
sense, Shanmughapriya et al. (2008) applied methanol:toluene extracts of Sargassum
wightii and indicated bacterial inhibition to E. faecalis, Staphylococcus epidermidis, E.
coli, S. aureus and Pseudomonas aeruginosa, for instance *. Moreover, Cortés et al. 2014
used dichloromethane extracts from Ceramium rubrum to Yersinia ruckeri and
Syspastospora parasitica having MICs of approximately 0.5 mg.mL™? and 2 mg.mL™.
Therefore, macroalgae extracts were potential antimicrobial agents with promising health

applications.

4.4. Multivariate Analysis

Evaluation of the results regarding PCA showed that Antarctic macroalgae could

be distinguished by their respective phylum according to parameters that involve
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biological activities and chemical composition. In this sense, D. confervoides was found
in the positive axis of PC1 possibly due to its higher antioxidant capacity while the
intermediate concentrations of bioactive compounds and antibacterial activity probably
influenced the results of A. utricularis. Similarly, antibacterial activity was probably a
key parameter for the presence of C. racovitzae and U. intestinalis in the negative axis of
PCL. Finally, intermediate concentrations of FAs, sterols and alcohols as well as little to
none biological potential possibly influenced the results of M. manginii pushing the

sample to the negative axis of PC1.

The results obtained in the multivariate analysis agree with the reported by Kumar
et al. (2011) in which the authors evaluated more than 20 macroalgae species from
Rodophyta, Chlorophyta and Ochrophyta phyla from the Indian coast . The study
indicated that PCA was influenced by the lower antioxidant activity of red macroalgae
compared to brown seaweeds which was observed in the current research work.
Moreover, the use of FAs as variables in the multivariate analysis allowed the

discrimination of phyla which was also seen in this report 454¢,

Conclusion

The lipophilic profile of n-hexane extracts from red, brown and green Antarctic
macroalgae was characterized indicating the presence of several compounds mainly as
sterols, FAs and other carboxylic acids. Several constituents are generally biosynthesized
within seaweeds as defense mechanisms to the extreme conditions of the Antarctic
environment. Moreover, PCA indicated that bioactive compounds and their biological
activities can be associated to phyla of macroalgae. Therefore, the analyzed species could

have could have noticeable potential in biotechnological, pharmaceutical and food areas
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since their lipophilic components are associated to biological activities including

antibacterial, antifungal and antioxidant potential.
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Figure 1. Antioxidant evaluation of lipophilic extracts from Antarctic macroalgae.
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670 Figure 2. Multivariate analysis of the chemical composition and bioactivity from
671  Antarctic macroalgae.



©CO~NOOOTA~AWNPE

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

32

Table 1. Sampling information of the brown, red and green Antarctic macroalgae.

Collection Site Coordinates

Collection Date

Ochrophyta

Adenocystis utricularis Greenwich Island  62°29° S x 59° 47" W

Desmarestia confervoides ~ Hennequim Point 62°7°Sx58°23 W

Rhodophyta

Curdiea racovitzae Punta Plaza 62°5° S x58°24° W

Myriogramme manginii Snow Island 62°46° S x61°31" W

Chlorophyta
Robert Island

Ulva intestinalis 62°22° Sx59°41°” W

December, 2015

November, 2015

November, 2015

December, 2015

December, 2015
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684  Table 2. Lipophilic extractive yields in dry weight (% DW) for brown, red and green

685  Antarctic macroalgae.

Sample

Extractive Yield (DW %o)

U. intestinalis
D. confervoides
A. utricularis
M. manginii

C. racovitzae

0.187 + 0.0213>¢
0.356 + 0.038"
0.189 # 0.005°
0.134 + 0.005

0.138 + 0.003%

Results expressed as mean + standard deviation of triplicates (n=3);

Different superscript letters indicate significant difference (p<0.05).

686

687
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Table 3. Chemical constitution of the lipophilic extracts of green, brown and red Antarctic macroalgae expressed as mg.kg* of dry material.

34

Compound C. racovitzae D. confervoides M. manginii U. intestinalis A. utricularis
2-Ethylhexanoic acid 11.12 +5.48? 49.65 + 6.32° 11.57 +0.48? 22.12 +0.07°¢ 30.91 £ 0.30°
5-Oxohexanoic acid 4.69 + 0.01° 12.42 +0.18% 4.50 + 0.03? 6.29 + 0.052 6.47 £ 0.032

Decanoic acid nd? nd? nd? 10.36 +0.03" nd?
Dodecanoic acid 5.27 +0.13% naP nd® 10.89 + 0.18° 10.42 £ 0.09°
Tetradecanoic acid 5.44 + 0.14%* 28.93+0.38° nd® 8.24 £ 0.15* 14.00 £ 1.00?
Hexadecenoic acid nd? 22.84+ 0.62° 5.08 £ 0.03* 13.54 £ 0.00° 8.69 £ 0.34°
Hexadecanoic acid 10.10+ 0.00% 49.01+ 6.18° 7.92 +0.09¢ 18.92 + 0.14% 24.73+1.93°
Octadecanoic acid 4.71 £ 0.00? 20.97 +0.32° 4.44 +0.01° 8.27 £0.25° 7.82 £0.60?
Octadecenoic acid 5.19+ 0.00? 75.89+ 1.55P 5.86 £ 0.12* 13.23 £ 0.19% 18.85 + 0.38°
trans-Octadecenoic acid 4.92+0.112 nd? 4.55 + 0.022 nd? nd?
Octadecadienoic acid 4.67 +0.13% 26.67 +0.01° nd® nd® 10.92 +1.60?
Octadecatrienoic acid nd? nd? nd? 6.37 £ 0.02% nd?
Eicosapentaenoic acid 4.96 £ 0.07%¢ 18.49 + 0.55P 4.79 £ 0.02%¢ nd° 9.69 +0.35%
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Eicosatetraenoic acid

Fatty acids

Hexanedioic acid

Nonanedioic acid

Benzoic acid

Benzeneacetic acid
Benzenedicarboxylic acid
Acetyltributylcitrate

Carboxylic acids

Cyclopentanol

2-Butoxyethanol

Methylcyclohexenol

Alcohols

Cholesterol

Hydroxymethylcholesterol

4.63+ 0.01%

66.75 £ 5.01°

nd?

nd?

4.77 £ 0.04°

4.69 £ 0.00°

nd?

4.79 £ 0.06°

14.26 £ 0.10°

5.17 £ 0.02*¢

30.98 £ 0.11°

7.81+£0.11°

43.97 £ 0.20°

28.82 + 0.40°

nd?

27.00+ 11.41°

331.91 + 10.79°

nad?
25.23+ 0.38°

nad?

nad?
13.67 +0.25°

nad?
38.90 + 0.64°
13.29 + 0.08%
56.37 + 26.20°
22.20 +3.79°
91.87 +30.07°
18.14 + 0.07°

20.15 + 1.02b¢

nd
48.73 £ 0.77°
5.20 + 0.03?
nad?
nad?
4.47 £0.03
4.88 + 0.03%
4.93 +0.08°
19.50 £ 0.172
nd°®
7.48 £0.12°
5.59 + 0.08%
13.07 £ 0.04°
14.74 +0.74°

nd?

nd
118.28 + 0.16¢
nd?
nd?
nd?
nd?
nd?
nd?
nd®
6.95 + 0.00%
12.92 + 0.20°
8.28 +0.01%
28.16 + 0.22¢
9.42+0.12°

nd?

7.51+0.37°
150.05 + 4.29°

nad?
nad?
nad?

7.07 £ 0.05
nad?
nad?

7.07 £ 0.05¢
nd°
55.14 + 9.64°
12.55 + 0.45%
67.70 + 10.09°
11.88 +0.75°

12.83 + 0.25°
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689

690

Fucosterol
Sterols

a-Tocopherol

Phytol

L-cysteine
Tetradecane
Dihydroactinolide
Benzaldehyde
Hydroxymethylpentanone
Trimethylbenzene

Others

nd?

28.82 £ 0.40°

nd?

5.66 £ 0.08°

nd?

5.08 £ 0.00*

nd?

nd?

5.21 £0.04%

5.27 £ 0.06%

21.22 £0.18°

282.96 + 29.02°
321.25 +30.13°
14.80 + 0.36"
27.40 + 1.08°
4.99 +0.09°
4.66 + 0.09%
13.45+0.11°
nad?
nad?

5.01 +0.072

70.32 + 1.61°

nad?
14.74 £ 0.74°
nad?
7.23 £0.09°
4.81 +0.00°
4.84 £ 0.03°
nad?
4.68 +0.10°
nad?
4,56 + 0.02°

26.16 £ 0.01*

12.02 £ 0.00°
21.45+ 0.11¢
nd?
13.14 £ 0.11°
nd?

7.92 +£0.142
8.09 + 0.42°
nd?
nd?

4.49 + 0.00°

33.65 £ 0.69¢

41.60 + 3.32¢
66.32 £ 4.33°
nad?
10.05 + 0.42°
nad?

6.51 + 0.00°
7.89 +0.35°
nad?
nad?

6.51 +0.37°

30.97 £ 0.43¢

Results expressed as mean * standard deviation of triplicates (n=3).

Results without a common superscript letter are significant different (p<0.05)
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26 Microorganism MIC of macroalgae extract (mg.mL™?)
27

gg U. intestinalis C. racovitzae A. utricularis

30
31
32
33 Staphylococcus aureus 3 6 3
34

35 Salmonella typhimurium 3 >6 6
36

g; Enterococccus faecalis >6 1.5 >6

Escherichia coli 15 3 15

39
40
41 ) .
42 microorganisms.

43

Note: Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Extracts from D. confervoides and M. manginii did not have antimicrobial activity in the tested
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4 Discusséao dos Artigos

Vérios estudos realizados com macroalgas da Antartica no laboratorio
(Laboratério Lipiddmica e Bio-organico, Grupo de Pesquisa Bioforense) vem
destacando a variacdo de compostos quimicos encontradas em algas verdes,
vermelhas e marrons. Nesse sentido Berneira e colaboradores (2020)
analisaram o perfil dos compostos organicos volateis (COV) em macroalgas da
Antartica, revelando a presenca de aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas, alcoois
e derivados de furano. Santos e colaboradores (2017) avaliaram o perfil de
extratos lipofilicos de quatro macroalgas vermelhas (Iridaea cordata, Palmaria
decipiens, Plocamium cartilagineum e Pyropia endiviifolia), identificando e
quantificando o acido linoleico (18: 2n-6), acido dihomo-y-linolénico (20: 3n-6) e
acido araquidénico (20: 4n-6). O acido eicosapentaenoico foi detectado em alta
concentracbes em todas as espécies, com aproximadamente 62,8% do total AGs
em P. endiviifolia, 75,4% em P. decipiens, 50,4% em |. cordata e 20,1% em P.
cartilagineum.

No estudo realizado por Pereira et al, (2017), diferentes esteroides foram
guantificados das algas marrons (Adenocystis utricularis, Ascoseira mirabilis,
Cystosphaera jacquinotii, Desmarestia anceps, Desmarestia antarctica e
Himantothallus grandifolius), sendo o fucosterol o mais abundante (A. urticularis
48,13 mg kg -1) seguido pelo B-sitosterol (A. mirabilis 16,49 mg kg'), colesterol,
stigmasterol e brassicasterol.

Além disso, as algas tem destaque também na atividade anticAncer e
antimicrobiana. Nesse sentido pode-se ressaltas o estudo de Pacheco e
colaboradores (2018) demonstrando que os acidos graxos monoinsaturados
(MUFASs) e poli-insaturados (PUFAs) extraidos da macroalga Adenocystis
urticularis, tem um potencial na reducédo da proliferacéo e inducdo da apoptose
em células de cancer de mama. Em outro trabalho recente realizado por Amaral
et al., (2020) utilizando AGs extraidos da macroalga Mazzaella laminarioides,
demonstrou o potencial desses compostos na proliferacdo em células de cancer
de bexiga. Com relacdo a atividade antimicrobiana, Martins e colaboradores
(2018) avaliaram extratos de quatro macroalgas (Cystosphaera jacquinotii,

Iridaea cordata, Himantothallus grandifolius e Pyropia endiviifolia) demonstrando
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que o extrato de acetato de etila da H. grandifolius apresentou atividade
antifingica contra todos as cepas de fungos do género Céandida testadas,
incluindo as amostras resistentes ao Fluconazol.

Dando continuidade aos estudos iniciados em nosso grupo de pesquisa, na
presente tese inicialmente foi determinada a composicdo de esteroides em
macroalgas vermelhas da Antartica. A amostra que apresentou a maior
concentracgédo total de esterol foi Iridea cordata (3,98 g Kgt). Palmaria decipiens
e Plocamium cartilagineum apresentaram valores intermediarios (2,47 e 1,42 g
Kg?, respectivamente) e Pyropia endiviifolia apresentou o menor nivel de
concentragdo de esterol (0,64 g Kg 1) entre as amostras avaliadas.

Em geral, as porcentagens relativas de colesterol quantificadas nessas
amostras variaram de 21,0 e 80,2%, brassicasterol (se presente) de 4,6 e 13,7%,
campesterol de 3,3 e 11,3%, estigmasterol de 4,8 e 15,9%, B-sitosterol de 7,6 e
26,5%, e fucosterol de 3,9 e 11,6%. Além disso, o brassicasterol ndo foi
quantificado em |. cordata, mas foi quantificado nas outras trés amostras.
Colesterol, campesterol, estigmasterol, [B-sitosterol e fucosterol estavam
presentes em todas as amostras, com diferentes concentracdes. O colesterol foi
o principal composto em trés amostras. Em P. endiviifolia, o colesterol
apresentou 33,6% de concentracdo seguido por B-sitosterol (24,0%). Em 1.
cordata e P. cartilagineum, o colesterol também foi o0 composto principal (80,2 e
68,6%, respectivamente) seguido por 3-sitosterol (7,6 e 9,3%, respectivamente).
No entanto, em P. decipiens o composto principal foi 3-sitosterol (26,5%) seguido
pelo colesterol (21%).

E no segundo manuscrito da presente tese avaliou-se a composi¢cao
guimica dos extratos lipofilicos das cinco macroalgas da Antarticas. Mostrou que
as macroalgas combinadas apresentam 31 compostos distintos que podem ser
AGs, alcoois, esterois, cetonas, aldeidos, hidrocarbonetos e outras classes
guimicas. O maior numero de compostos foi encontrado em representantes de
Ochrophyta, pois Desmarestia confervoides e Adenocystis utricularis
apresentaram 24 e 23 constituintes, respectivamente, enquanto Ulva intestinalis
teve a menor variedade, chegando a 19 compostos.

A alga D. confervoides teve a maioria dos compostos encontrados em
concentragbes mais elevadas em comparacdo com as demais amostras
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analisadas. Geralmente, acido 2-etilhexandico (11,12 +5,48-49, 65 + 6,32 mg.kg
1), &cido hexadecanéico (7,92 + 0,09 - 49,01 + 6,18 mg.kg™), 2-butoxietanol (7,48
+0,12 - 56,37 + 26,20 mg. Kg?) e fucosterol (nd - 282,96 + 29,02 mg.kg!) foram
0s constituintes encontrados com grandes concentracdes nas amostras. A
presenca desses compostos tornou o extrato lipofilico dominado por AGs (48,73
+ 0,77 - 331,91 + 10,79 mg.kg™), esterdis (14,74 + 0,74 - 321,25 + 30,13 mg.kg
1) e &lcoois (13,07 £ 0,04 - 51,87 + 30,07 mg.kg™).

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos lipofilicos mostrou que
D. confervoides inibiu 86,03 £ 1,47% do radical DPPH na concentracdo de 1
mg.mL* mantendo potencial antioxidante semelhante a 0,500 mg.mL! e 0,250
mg.mL"1, que inibiu 83,79 + 2,12% e 80,40 + 1,94%, respectivamente. A menor
capacidade antioxidante do extrato lipofilico foi observada em 0,125 mg.mL™* que
apresentou 63,39 + 0,49% de inibicdo do radical DPPH. Além disso, comparando
as amostras com o controle positivo (acido ascorbico) pode-se notar que todos
os extratos lipofilicos apresentaram menor atividade antioxidante que o padréao
utilizado.

Os extratos lipofilicos de A. utricularis, U. intestinalis, M. manginii e C.
racovitzae ndo apresentaram atividade antioxidante em comparacdo com D.
confervoides. As amostras inibiram o radical DPPH em grandes propor¢des a 1
mg.mL* atingindo 15,21 + 1,01%, 10,30 + 1,26% e 8,70 + 0,91% de inibicdo para
M. manginii, C. racovitzae e A. utricularis, respectivamente. Embora na
concentracdo maxima testada, U. intestinalis apresentou pouca capacidade
antioxidante inibindo 1,80 + 0,36% do radical DPPH. Extratos lipofilicos atuaram
principalmente como antioxidantes a 0,500 mg.mL™?, porém seu potencial ndo
pode ser observado em concentracdes inferiores a 0,250 mg.mL™.

A avaliacdo antimicrobiana de extratos de n-hexano de macroalgas
antarticas indicou que os extratos apresentaram atividade contra a maioria dos
microrganismos testados, com excecdo de Enterococccus faecalis, que
apresentou crescimento bacteriano nas concentracdes avaliadas (0,187 a 6
mg.mL1). E importante notar que os extratos de D. confervoides e M. manginii
nao apresentaram atividade antimicrobiana nas condigfes experimentais. Em
linhas gerais, os extratos lipofilicos apresentaram concentracbes que variaram
de 6 a 1,5 mg.mL™* variando de acordo com a amostra e 0 microrganismo. Além
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disso, as amostras indicaram que as concentracdes que inibiram o crescimento
bacteriano foram bacteriostaticas para os organismos testados.

De acordo com os resultados a Escherichia coli teve seu crescimento
inibido acima de 1,5 mg.mL! para os extratos de A. utricularis e U. intestinalis,
enquanto C. racovitzae teve CIM de 3 mg.mL™. No caso de Staphylococcus
aureus, a CIM para os extratos de A. utricularis e U. intestinalis foi de 3 mg.mL"
1, enquanto C. racovitzae inibiu o crescimento bacteriano em 6 mg.mL™.
Resultados semelhantes foram observados para Salmonella typhimurium em
que extratos lipofilicos de C. racovitzae e A. utricularis tiveram CIM de 6 mg.mL"
1, enguanto U. intestinalis teve atividade antimicrobiana acima de 3 mg.mL".

A avaliagcéo dos resultados em relagdo a analise do componente principal
(ACP) mostrou que as macroalgas antarticas podem ser diferenciadas por seus
respectivos filos de acordo com parametros que envolvem atividades biologicas
e composicdo quimica. Nesse sentido, D. confervoides encontrada no eixo
positivo de primeiro componente principal (PC1) possivelmente devido a sua
maior capacidade antioxidante enquanto que as concentracdes intermediarias
de compostos bioativos e atividade antibacteriana provavelmente influenciaram
os resultados de A. utricularis. Da mesma forma, a atividade antibacteriana foi
provavelmente um parametro chave para a presenca de C. racovitzae e U.
intestinalis encontradas no eixo negativo de PC1. Finalmente, concentracdes
intermediarias de AGs, esterdis e alcoois, bem como pouco ou nenhum potencial
bioldgico, possivelmente influenciaram os resultados de M. manginii empurrando
a amostra para o eixo negativo de PC1.

As espeécies P. decipiens, |. cordata e P. endiviifolia tém distribuicio
geografica relativamente restrita, sendo endémicas das regides Antartica e
subantartica (RICKER 1987; WIENCKE e CLAYTON 2002). Por outro lado, P.
cartilagineum é amplamente distribuida por todos os oceanos do mundo,
incluindo as 4guas frias do Artico e Antartico, guas temperadas da Europa, Asia,
Africa e Américas, e aguas tropicais dos oceanos Pacifico, Atlantico e indico
(YOUNG et al. 2013; LATURNUS et al. 1997).

Por apresentarem uma fonte promissora de fitoesterois, as algas marinhas
tém atraido a atencdo de pesquisadores devido aos seus efeitos para a saude
humana. Os esterois sdo componentes estruturais das membranas,
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desempenhando um papel importante no controle de fluidez e permeabilidade
da membrana, transducdo de sinal e como horménios (HERNANDES-
LEDESMA & HERRERO 2014).

Dos seis esteroides identificados neste estudo, o colesterol foi o mais
abundante em trés espécies (I. cordata, P. endiviifolia e P. cartilagineum) e B-
sitosterol foi o maior esterol em P. decipiens. Lopes e colaboradores (2011)
relataram que o principal esterol quantificado por HPLC-DAD em P.
cartilagineum das aguas costeiras portuguesas também foi o colesterol (53,5%)
seguido do fucosterol (31%). Sanchez-Machado et al. (2014) também analisou
P. decipiens (por LC-MS), mas a proporcéo de colesterol foi 1,3% e B-sitosterol
nao foi analisada. Além disso, os dois trabalhos relataram que néo foi possivel
separar o campesterol e o estigmasterol por meio de cromatografia liquida.
Contudo, no presente estudo, usando GC-MS foi possivel quantificar colesterol,
brassicasterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e fucosterol.

E importante mencionar que os esteréis podem ser usados como
marcadores quimiotaxonémicos em macroalgas para distinguir membros de
Rhodophyceae (algas vermelhas), Chlorophyceae (algas verdes) e
Phaeophycea (algas marrons) (HERNANDES-LEDESMA e HERRERO 2014). O
colesterol é o esterol predominante em Rodophyta (AL EASA et al. 1995;
KENDEL et al. 2013; KENDEL et al. 2015), enquanto o fucosterol predomina em
Phaeophyta e em Chlorophyta, os esterois principais séo isofucosterol em
Uvales o clionasterol em Bryopsidales e Siphonocladales (HERNANDES-
LEDESMA e HERRERO 2014; KUMARI et al. 2013). Entre as microalgas, a
distribuicdo de esteroides € muito diversa, com deteccao de diidroxisterois em
Haptophytes, 24- propilidenecolesterol em algas pelagofiticas e 4-desmetil-
23,24-dimetil esteroides em diatomaceas. Além disso, crinosterois,
estigmasterois foram isolados de clororraquinoéfitos e dinosterois de dindfitos,
exceto para os membros Kareniaceae e Polarella glacialis (KUMARI et al. 2013).
Os esterois também podem mostrar padrbes distintos em fungos, como o
ergosterol sendo o esterol principal biossintetizado (VOLKMAN, 2003).

Em amostras analisadas por cromatografia a gas(Tabela 1), o colesterol foi
o principal composto identificado em Solieria chordalis (C.Agardh) J. Agardh
(80,3%), Chondria collinsiana M. Howe (72,9%), Palisada thuyoides (Kitzing)
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Cassano, Senties, Gil-Rodriguez & M.T. Fujii (Laurencia paniculata) (100%),
Palisada perforata (Bory) K.W.Nam (como Laurencia papillosa) (68,7%),
Melanothamnus ferulaceus (Suhr ex J.Agardh) Diaz-Tapia & Maggs
(Polysiphonia ferulacea) (47,5%) e Grateloupia turuturu Yamada (87,7%). Em
Spyridia filamentosa (Wulfen) Harvey, a proporcdo de colesterol (23,8%) (AL
EASA et al. 1995) era a mesma que 0S outros compostos (que nao foram
analisados em nossas amostras). Em Chondria collinsiana, B- sitosterol teve a
segunda maior concentracdo, enquanto na Spyridia filamentosa foi o principal
composto (AL EASA et al. 1995). Na Palisada perforata, o estigmasterol teve o
segunda maior concentracdo (31,3%) (AL EASA et al. 1995). Digenea simplex
(Wulfen) C.Agardh, Polysiphonia brodiae (Dillwyn) Sprengel, Spyridia
filamentosa e Chondria armata (Kitzing) Okamura apresentou menores
concentracfes de colesterol (30,2, 32,0, 23,8, 12,0%, respectivamente) do que
as outras amostras (AL EASA et al. 1995; GOVENKAR & WAHIDULLA, 2000).
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Tabela 1-Teores relativos de esterois da literatura em macroalgas vermelhas
determinados por CG-MS.

. Esterol (%) )
Espécies i i Referéncias
Col Bras Erg Camp Stig pg-sit Fuc O.c.

L. . Kendel et al.
Solieria chordalis 80,3 4 - 3,2 - - 44 8,1
(2015)
Al Easa et al.
Chondria collinsiana 729 - - - 46 12,7 - 9,8
(1995)
) ) Al Easa et al.
Digenea simplex 30,2 111 3,8 93 119 - 33,7
(1995)
) ) Al Easa et al.
Laurencia paniculata 100 - - - - - - -
(1995)
. . Al Easa et al.
Laurencia papillosa 68,7 - - - 31,3 - - -
(1995)
. . . Al Easa et al.
Polysiphonia brodiae 32,0 - 93 - 93 140 - 35,4
(1995)
. . Al Easa et al.
Polysiphonia ferulacea 47,5 8,9 40 - 70 97 - 22,9
(1995)
S Al Easa et al.
Spyridia filamentosa 23,8 8,2 13,7 305 - 23,8
(1995)
Govenkar and
Chondria armata 120 - - - - - - 88,0 Wahidulla
(2000)
. Kendel et al.
Grateloupia turuturu 87,7 1,3 - - - - 1,7 9,3
(2013)

-2 ndo relatado, Col: colesterol, Bras: brassicasterol, Erg: Ergosterol, Camp: campesterol, Stig:
estigmasterol, 3-Sit: B-Sitosterol e Fuc: fucosterol, O.c. outros compostos.

Algumas correlacdes entre os locais de coleta e grupos de algas podem ser
observados. Solieria chordalis e Grateloupia turuturu coletados na Franga
apresentou teor de colesterol semelhante, o brassicasterol e o fucosterol
também foram identificados. Em relacdo as algas do Catar, o género Laurencia
apresentou substancial contetudo relativo de esterol, sendo o colesterol o
principal composto. O género Polysiphonia apresentou menor teor de colesterol
em comparacao com o género Laurencia, e outros esterois, como B-sitosterol e
ergosterol também foram identificados. Ergosterol foi detectado em Spyridia

filamentosa. Embora o ergosterol seja um marcador fungico, também foi relatado
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em algas verdes e vermelhas (VOLKMAN, 2003; AL EASA, et al., 1995). Em
relacdo ao conteudo de esteroides do género Chondria, Chondria collinsiana
coletado no Catar apresentou maior teor de esteroides em comparagdo com as
espécies coletadas em Anjuna (Chondria armata). O colesterol foi o principal
composto em Asparagopsis armata Harvey, Osmundea pinnatifida (Hudson)
Stackhouse, Schizymenia dubyi (Chauvin ex Duby) J.Agardh (52,1, 70,3, 88,4%,
respectivamente) (LOPES et al. 2011). No entanto, também foi identificado em
concentracbes menores na Piropia dentata (Kjellman) N.Kikuchi & M.Miyata
(como Porphyra dentata), Sphaerococcus coronopifolius Stackhousea e
Porphyra sp. (15,0, 34,1 e 8,6%, respectivamente) em comparacdo com 0S
outros compostos (LOPES et al. 2011; KASBOWSKA et al. 2013). Entre as
espécies do genero Porphyra, as recolhidas em Portugal apresentaram menores
teores de esterois. Além disso, p-sitosterol foi o principal esteroide encontrado
em Pyropia dentate (KASBOWSKA et al. 2013) (Tabela 2).

Tabela 2-Teores relativos de esterois da literatura em macroalgas vermelhas
determinados por HPLC.

Esterol (%)

Espécies Col Camp it Fuc O.c. Detector Referéncias
Porphyra dentata 150 300 550 - - ELSD eKtaE:I'IO("Z"S';g)
Sphaerococcus coronopifolius 34,1 46,6* - 139 54 DAD I(_Z%plef)et al.
Asparagopsis armata 52,1 37 314 128 DAD I(_Z%plef)et al.
Osmundea pinnatifida 703 63* 15 163 56 DAD l(_Z%plels)et al.
Schizymenia dubyi 88,4 72 44 - DAD é%plef)et al.
Porphyra sp. 86 23* - <1 884 MS |(—2%p1913)9t al.

- ndo detectado, * compostos quantificados juntos, Col: colesterol, Camp: campesterol, B-Sit:
B-sitosterol e Fuc: fucosterol, O. c: outros compostos.

Lopes e colaboradores (2011) constataram 300,5 mg Kg* de colesterol,
175,4 mg Kg? fucosterol e 62,8 mg Kg?' de campesterol e estigmasterol
(quantificados juntos) em P. cartilagineum. Os resultados relatados nesta Tese
para 0 mesmo tipo de algas apresentaram maiores concentragdes de colesterol

(973,76 mg Kg?'), menores de fucosterol (111,99 mg Kg?) e maiores de
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campesterol e estigmasterol (68,39 e 68,35 mg Kg™, respectivamente) em
comparacao com os resultados relatados por Lopes e colaboradores (2011).

Embora o colesterol tenha sido o principal composto na maioria das
amostras analisadas neste trabalho e em estudos anteriores, a variacdo na
concentracdo dos compostos podem ser explicadas pela diversidade de
amostras, configuracdes de coleta e tempo de vida, entre outros fatores (LEE,
2008). Dados da literatura também sugerem que a composi¢cdo de esterol em
algas pode mudar devido a diferentes condi¢cdes ambientais de modo a cumprir
suas funcdes na célula (TEIXEIRA et al. 2019).

AGs estdo entre as vastas classes de lipideos encontradas em macroalgas
desempenhando papéis importantes conforme destacados anteriormente,
geralmente tendo concentracdes mais altas do que outros lipideos (LI-BEISSON,
et al, 2019; KUMAR]I, et al., 2013). Nesse sentido, a comparacao dos resultados
obtidos com os relatados da literatura mostrou que os AG majoritarios
encontrados em Ulva intestinalis (acidos hexadecandico, hexadecandico e
octadecendico) também foram determinados por Martins e colaboradores (2016)
gue analisou as mesmas espécies coletadas na regido subantartica. Em relacao
a Curidea racovitzae e A. utricularis, os resultados qualitativos foram
semelhantes aos da literatura, porém a concentracdo de PUFASs foi diminuida no
presente trabalho em relacdo ao de Pacheco (2018). Até onde sabemos,
Myriogramme manginii e D. confervoides n&o tinham seu perfil de AGs
previamente determinado na literatura. No entanto, representantes do mesmo
filo apresentaram padrdes semelhantes aos observados no presente trabalho.

Entre os motivos que podem explicar as variagbes entre os resultados
obtidos e relatados na literatura estdo a influéncia do ambiente antartico que
incluem fotoperiodo limitado, baixa temperatura da agua, salinidade, disposicéo
de nutrientes e pH 4,20. Esses parametros abidticos influenciam a producao de
AGs em algas marinhas induzindo principalmente a biossintese de PUFAs a fim
de manter a integridade das membranas (GRAEVE, et al., 2002; BECKER, et al.,
2010). Além disso, as diferencas nos métodos de extragdo também podem ter
influenciado os resultados gerais, uma vez que a extracdo de AGs é geralmente

realizada usando solucéo de cloroférmio: metanol (BLIGH & DYER, 1959).
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Além dos esteroides, as macroalgas apresentam outros classes de
compostos quimicos. A presenca de acidos carboxilicos e dicarboxilicos que
incluem, por exemplo, &cido hexanodioico, octanodioico, nonanodioico,
undecadioico, tem sido amplamente relatada como constituintes de algas
marinhas (SANTOS, et al., 2016; SANTOS, et al., 2017). Esses compostos tém
sido associados a atividades biologicas, como atividade antimicrobiana e
tratamento da hiperpigmentacdo cutanea (FITTON & GOA, 1991). Pesquisas
anteriores destacaram a presenca de acidos carboxilicos e dicarboxilicos em
macroalgas. Santos et al. (2016) detectaram os &cidos octanodioico e 2-
butenodioico como acidos dicarboxilicos majoritarios em Undaria pinnatifida e
Cystoseira tamariscifolia que atingiram uma quantidade total de 99,8 mg.kg-1
DW e 2,2 mg.kg-1 DW de acidos dicarboxilicos, respectivamente. Santos e
colaboradores demonstraram que o acido nonanodioico apresenta concentracao
mais elevada nas algas verdes em comparagdo com o outro filo, enquanto as
macroalgas vermelhas eram compostas principalmente por &cido octanodioico
(SANTOS, et al., 2015).

Os derivados do &cido benzoico compreendem uma classe de acidos
carboxilicos arométicos que séo formados na via do acido chiquimico (WIDHALM
& DUDAREVA, 2015). No presente estudo, os acidos benzdico, benzenoacético
e benzenodicarboxilico foram encontrados em macroalgas Antarticas verdes,
vermelhas e marrons, embora outros compostos tenham sido detectados em
algas marinhas tais como &cido salicilico, gentisico, vanilico e galico (TORRES,
et al., 2019). Além disso, o0 acido benzenoacético pode ser categorizado como
uma auxina, que é um horménio vegetal relacionado ao desenvolvimento da raiz
(TORRES, et al., 2018). Até onde sabemos, esta foi a primeira vez que esses
acidos carboxilicos ou dicarboxilicos foram detectados nas macroalgas
Antarticas estudadas.

Outra classe de compostos analisadas nesses extratos foram o0s
esteroides. Os esterois compreendem um vasto namero de compostos que
desempenham fungbes como constituintes da membrana e precursores
hormonais em organismos aquaticos e terrestres (PEREIRA, et al., 2017). De
acordo com a literatura, o colesterol e seus derivados sédo geralmente
predominantes em algas vermelhas e verdes, enquanto o fucosterol e seus
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derivados sdo comumente encontrados em algas marrom, esse resultado
também foi encontrado no presente trabalho (TORRES, et al., 2019). Os esterois
sdo conhecidos por suas atividades biologicas que incluem, por exemplo,
antioxidante, antitumoral, antibacteriana, antiviral, antifingica e antiulcerativa
(TORRES, et al., 2019; SANTOS, et al 2014).

De acordo com a literatura, espécies de A. utricularis e Desmarestia anceps
coletados na llha King George (Antartica) também apresentavam fucosterol
como principal esterol (PEREIRA, et al., 2017). Além disso, outros esteroides
também foram determinados em pequenas quantidades, incluindo, por exemplo,
o estigmasterol, colesterol e ergosterol que n&o foram observados nas amostras
desse trabalho. As diferengas na extracdo e nas abordagens analiticas podem
ter influenciado os resultados, visto que as espécies foram coletados em
condicbes ambientais semelhantes. Esterois também foram encontrados em
outros estudos que avaliaram Ulva lactuta e Sargassum muticum coletada na
costa portuguesa (SANTOS, et al., 2016; SANTOS, et al., 2015).

E importante notar que trabalhos anteriores indicaram que o contetido de
esteroides nas macroalgas varia consideravelmente ao longo do ano, atingindo
valores maximos no inverno e diminuindo no verdo, mostrando que o
temperatura desempenha um papel importante na biossintese de esteroides em
algas marinhas (ANDRADE, et al., 2013; BOULOM, et al., 2014). As amostras
do referente estudo foram coletadas no verao antartico, o que pode ter diminuido
a concentracdo de esteroides em relacdo ao que poderia ser observado em
outras estacfes do ano (BOULOM, et al., 2014). Além disso, acredita-se que
outras condi¢cdes abidticas incluindo a &agua, temperatura e estagio de
crescimento também podem afetar a producdo de esterbis em macroalgas
(BOULOM, et al., 2014; HONYA, et al., 1994).

Varios outros componentes que podem estar distribuidos em varias classes
guimicas incluindo, por exemplo, cetonas, aldeidos e hidrocarbonetos foram
detectados nas macroalgas analisadas. A presenca desses constituintes pode
estar relacionada a diversos mecanismos bioquimicos dentro das algas para
sobreviver no continente Antartico, pois esses compostos estédo ligados a defesa
contra agentes oxidantes e a luz ultravioleta (DE ALENCAR, et al., 2017;
BRUCKNER, et al., 2017).
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Entre as substancias detectadas estavam o a-tocoferol e o fitol, que podem
ser encontrados em membranas lipidicas e estruturas de armazenamento. De
acordo com a literatura, o teor de tocoferdis é maior nas macroalgas marrons do
gue nas demais classes de algas marinhas concordando com os resultados do
presente trabalho, visto que o a-tocoferol foi observado apenas em espécimes
de Ochrophyta. Além disso, as concentragdes previamente relatadas de a-
tocoferol indicaram valores variando de 9,6 a 14 pg.g™* em Undaria pinnatifida, o
gue também foi encontrado na atual avaliacdo quimica de macroalgas Antarticas
(BOULOM, et al., 2014). E importante notar que o consumo de a- tocoferol e fitol
podem apresentar beneficios bioldgicos devido as atividades antioxidante e
anticancer desses compostos (SANTOS, et al., 2015; BOULOM, et al., 2014).

A avaliacéo do perfil lipofilico de macroalgas Antarticas também mostrou a
presenca de trimetilbenzeno, que se acredita derivar da degradacédo de acglcar
ou carotenoide (SUN, et al., 2012). Outros tipos de alquilbenzenos também foram
detectados em macroalgas, incluindo, por exemplo, etilbenzeno, etiltolueno e
tetrametilbenzeno na andlise de compostos organicos volateis de Oscillatoria
perornata e Palmaria palmate (LE PAPE, et al., 2004; TELLEZ, et al 2001). O
tetradecano também foi observado em pequenas quantidades nos espécimes e
sua presenca pode estar associada a sinais quimicos utilizados no ciclo
reprodutivo das algas (DE ALENCAR, et al., 2017).

Em relacdo a outros compostos encontrados no perfil lipofilico, a
diidroactinidiolida € um derivado carotenéide amplamente relatado na andlise de
compostos volateis de macroalgas e esta associado a prevencao de doencas
coronarianas e tumores em humanos (TORRES, et al., 2018). O benzaldeido
também foi detectado nas amostras e sua presencga pode ser associada a vias
de biossintese de aminoacidos (YAMAMOTO, et al., 2014). Por fim, L-cisteina
foi observada nas amostras, o que pode estar relacionado aos mecanismos de
defesa das algas marinhas (KAKINUMA, et al., 2001). Estudando os metabdlitos
de macroalgas, Belghit et al. (2017) também detectaram quantidades maiores de
L-cisteina em algas marrons e vermelhas, concordando com os resultados do
presente estudo (BRUCKNER, et al., 2017).

A avaliacdo antioxidante mostrou que extratos lipofilicos de macroalgas
Antérticas apresentam graus distintos de inibicdo do radical DPPH. Geralmente,
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as algas marrons apresentam mais atividade antioxidante do que o0s
representantes vermelhos e verdes, o que concorda com os dados relatados pela
literatura (TENORIO-RODRIGUEZ, et al.,, 2017). Nesse sentido, Paiva et al.
(2016) demonstraram que extratos de Ulva compressa, Gelidium microdon e
Pterocladiella capillacea nas concentragdes de 2 mg.mL* inibiram o radical
DPPH em 40,21 + 2,84%, 47,73 =+ 3,01% e 26,14 + 1,90%. Comparando esses
resultados com os obtidos no presente trabalho, pode-se observar que D.
confervoides apresentou maior capacidade antioxidante do que a indicada na
literatura.

A presencga de antioxidantes em algas marinhas pode estar associada a
mecanismos de defesa e sobrevivéncia desses organismos ao estresse
oxidativo contra parametros abioticos (ALVES, et al., 2016; ZUBIA, et al., 2009).
A capacidade antioxidante dos extratos pode estar relacionada a certos
constituintes, como compostos fendlicos, AGs e esterdis (FERNANDES, et al.,
2017; FELLER, et al., 2018). Dentre os componentes dos extratos lipofilicos, os
acidos octadecendico e octadecadiendico, bem como os fitoesterois, tém se
destacado como compostos com atividade antioxidante (FERNANDES, et al.,
2017). De fato, os extratos de D. confervoides, que continham quantidades
elevadas desses componentes lipidicos em comparacdo com as demais
amostras, apresentaram maior inibicdo do radical DPPH do que os outros
extratos de macroalgas.

Estudos anteriores sobre os extratos lipofilicos de macroalgas destacaram
varias atividades biolégicas que incluem, por exemplo, propriedades
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antifingica, anticoagulante, antitumoral e
antioxidante (MARTINS, et al.,, 2018; TENORIO-RODRIGUEZ, et al., 2017;
GUEDES, et al.,, 2012). Nesse sentido, metabdlitos de algas marinhas vém
recebendo cada vez mais atencdo de diversas areas, incluindo as industrias
cosmética, alimenticia e farmacéutica, devido as suas possibilidades de
aplicacdo (ANDRADE, et al., 2013).

De acordo com pesquisas anteriores, a atividade antibacteriana de extratos
de macroalgas pode estar associada a presenca de AGs distintos em sua
constituicdo (PACHECO, et al., 2018; CORTES, et al., 2014). Com base nos
resultados, essas biomoléculas estavam presentes em quantidades
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consideraveis nas amostras em comparacao com outras classes bioquimicas.
Apesar de geralmente apresentarem bioatividades fracas quando isolados,
vérios tipos de AGs em conjunto podem promover a inibicdo bacteriana
provavelmente devido aos efeitos sinérgicos (CORTES, et al., 2014). Entre os
motivos que podem explicar a atividade antimicrobiana dos AGs estdo as
caracteristicas anfipaticas dessas moléculas que podem interagir e penetrar nas
membranas induzindo danos e permitindo a difusdo de outras moléculas
(MARTINS, et al., 2018; PACHECO, et al., 2018).

A atividade antimicrobiana encontrada nos extratos de U. intestinalis, C.
racovitzae e A. utricularis esta de acordo com trabalhos anteriores que avaliaram
extratos de macroalgas. Nesse sentido, Shanmughapriya et al. em 2008
utilizando extratos de metanol: tolueno de Sargassumwightii demonstraram
inibicdo bacteriana a E. faecalis, Staphylococcus epidermidis, E. coli, S. aureus
e Pseudomonas aeruginosa, por exemplo. Além disso, Cortés et al. (2014)
utilizaram extratos de diclorometano de Ceramium rubrum para Yersinia ruckeri
e Syspastospora parasitica e determinaram MIC de aproximadamente 0,5
mg.mL* e 2 mg.mL. Portanto, extratos de macroalgas séo potenciais agentes
antimicrobianos com aplica¢c@es promissoras na saude.

Os resultados obtidos na andlise multivariada concordam com o relatado
por Kumar et al. (2011) em que os autores avaliaram mais de 20 espécies de
macroalgas de Rodophyta, Chlorophyta e Ochrophyta da costa indiana. O estudo
indicou que o ACP foi influenciado pela menor atividade antioxidante das
macroalgas vermelhas em comparacdo com as algas marrons que foi observada
no trabalho de pesquisa atual. Além disso, 0 uso de AGs como variaveis na
analise multivariada permitiu a discriminacdo de filos, o que também foi visto
neste trabalho.

Em resumo, este estudo descreve a identificacdo e quantificacdo de seis
esterois (colesterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e
fucosterol) em quatro espécies de macroalgas vermelhas da Antartica (P.
decipiens, P. cartilagineum, I. cordata e P. endiviifolia) por CG-EM, que contribui
para o conhecimento da quimiodiversidade das espécies sob estudo e suas
possiveis aplicacdes bioativas como nutracéuticos e farmacéuticos. E o perfil
lipofilico e a atividade antibacteriana e antioxidante dos extratos n-hexanico das
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macroalgas vermelhas, marrons e verdes da Antartica, destacam a presenca de
diversos compostos principalmente esteréis, AGs e outros acidos carboxilicos.
Além disso, na andlise do componente principal mostrou que compostos
bioativos e suas atividades biologicas podem estar associados a filos de
macroalgas.

Os resultados relatados aqui podem ser aplicados em estudos futuros para
investigar perfis de esteroides em macroalgas Antarticas e outros
microrganismos encontrados em regifes polares, como microalgas e fungos.
Além disso, as espécies analisadas podem ter um potencial nas areas
biotecnolégica, farmacéutica e alimenticia, uma vez que seus componentes
lipofilicos estdo associados a atividades biolégicas incluindo potencial

antibacteriano e antioxidante.
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5 Conclusdes e perspectivas

Em suma concluiu-se a identificacdo e quantificacdo de seis esterois
(colesterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e fucosterol)
em macroalgas vermelhas coletadas na Antartica. O colesterol com maior
concentracdo em lIridea cordata (3195,69 mg kg?) e o B-sitosterol em Palmaria
decipiens (654,18 mg kg?). Utilizamos a técnica de identificacdo CG / EM,
amplamente utilizada para  esteroides. Este estudo contribui para o
conhecimento da quimiodiversidade das espécies em estudo e suas possiveis
aplicagbes em nutracéuticos e farmacéuticos.

O perfil lipofilico de extrato hexanico das macroalgas vermelha, marrom e
verde foi caracterizado indicando a presenca de varios compostos
principalmente esterois, AGs e acidos carboxilicos. Desmarestia confervoides foi
a macroalga com a maior concentragdo de acidos graxos (331,91 mg/kg?),
acidos carboxilicos (38,90 mg/kg™), alcoois (91,87 mg/kg™) e esteroides (321,25
mg/kgt). Além disso, D. confervoides apresentou a maior inibicdo do radical
DPPH (86,03%) na concentracdo de 1 mg/mL. Na atividade antimicrobiana as
macroalgas Ulva intestinalis, Curidea racovitzae e Adenocystis utricularis
apresentaram inibicdo frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella typhimurium nas concentragées del,5 a 6 mg/mL™2. Além
disso, a andlise do componente principal indicou que os compostos bioativos e
suas atividades podem ser associadas a filos de macroalgas. Portanto, as
espécies analisadas poderiam ser utilizadas em diversas areas de estudo, uma
vez que seus componentes lipofilicos estdo associados a atividades biolégicas,
incluindo potencial antibacteriano e antioxidante.

As perspectivas para continuar pesquisas relacionadas com macroalgas da
Antartica, podem contemplar sua aplicacdo em diversas industrias como a de
alimentos e a farmacéutica. Inicialmente tem a necessidade de obter extratos
com solventes de diferentes polaridades. Posteriormente, estudos relacionados
a citotoxidade, eficiéncia frente a isolados hospitalares resistentes aos
antimicrobianos de escolha e diferentes métodos de atividade antioxidantes
devem ser realizados. E para introduzir esse produto natural, pesquisas

avancadas como estudos clinicos devem ser realizados, assim como, a
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identificacdo dos compostos quimicos presentes nesses extratos resultando a

compreensao entre 0s extratos e as atividades biolégicas.
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