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RESUMO

Algas marinhas arribadas foram coletadas no periodo de 12 meses
seguidos, na Praia de Fleixeiras (Trairi/Ceara), lavadas em agua corrente, postas
para secar a sombra e moidas para obtencdo das farinhas. Foi preparada uma
mistura, constituida de porg¢des iguais das 12 farinhas, a qual foi utilizada para as
andlises de composicao elementar, determinagdo de metais pesados, aminograma,
fatores antinutricionais e/ou toxicos (lectinas, ébido fitico, taninos, inibidores de
tripsina e de a-amilase), célculo da DLsy da fracdo 0/80 além dos testes de
alimentacéo animal. Foi observada variagdo sazonal, quanto ao nimero de espécies
coletadas e a concentracdo dos componentes presentes nas farinhas. O teor de fibra
bruta foi de 4,08 a 8,22%, e fibra dietética total de 2,59 g/100g. O teor de
carboidratos variou de 49,93 a 63,24%, e os lipideos corresponderam a 0,15 a
0,84% da matéria seca. O teor protéico variou de 10,71 a 14,80% e as cinzas
variaram de 13,27 a 25,58%. Entre os metais pesados, o cadmio; cromo; niquel e
vanadio foram os detectados nas maiores concentragées de 0,06; 0,39; 0,19 e 3,56
mg/100 g, respectivamente. No pool de algas foi detectada a presenca de todos os
aminoacidos essenciais, mesmo que em baixas concentragdes. Com relacédo a
presenca de fatores téxicos e/ou antinutricionais foi observada uma atividade de
lectina de 32 e 64 UH/g de farinha, para os eritrocitos de galinha e coelho,
respectivamente, quando tratados com tripsina. Quanto ao sistema ABO humano,
nao houve aglutinagdo mesmo apés o tratamento enzimatico com tripsina, papaina,
bromelaina e subtilisina. A concentracdo de tanino foi de 59,0 mg/100g de farinha e
os niveis de fitato corresponderam a 0,45%. Altos niveis de inibidores de tripsina e
de inibidores a-amilase foram observados, com valores de 98,98% e 70,47%,
respecti\}amente. A fracdo protéica F(0/80) obtida a partir do extrato aquoso da
mistura de farinhas de algas, mostrou-se tdxica quando aplicada via intraperitoneal,
em camundongos (DLsp de 63,75 mg Kg ™' de peso do animal). A mistura de algas foi
oferecida como componente da dieta-teste a um grupo de ratos wistar (n = 6), e os
dados obtidos, quando comparados aos dos grupos controles, apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) quanto ao ganho de peso, eficiéncia alimentar, NPU,
digestibilidade e valor biolégico. Orgdos digestivos dos ratos do grupo teste

(estébmago, intestinos delgado e grosso) sofreram hipertrofia, enquanto o baco sofreu
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hipotrofia. As algas coletadas com maior freqiiéncia foram as vermelhas. As algas
marinhas arribadas sao ricas nutrientes, principalmente carboidratos, minerais, fibras
e proteinas (incompletas), e foram encontrados fatores tdxicos e/ou antinutricionais
nas mesmas. Apesar das limitagdes nutricionais e toxicolégicas, as algas marinhas
quando combinadas com clara de ovo podem proporcionar o desenvolvimento de
animais em crescimento. Estudos nutricionais e toxicolégicos sdo necessarios para

garantir o uso das algas marinhas arribadas para o consumo humano e/ou animal.

Palavras-chaves: algas marinhas, fatores antinutricionais, DLso, inibidores de tripsina

e de a-amilase, lectina, acido fitico, taninos, metais pesados, valor nutricional.




ABSTRACT

Washed-up seaweeds were collected monthly along one year period in
Fleixeiras Beach, Trairi, Ceara, Brazil. They were washed in tap water, air-dried and
ground to a fine meal. A mixture composed of equal portions of 12 samples of
seaweeds were used for all the experimental work which consisted of proximal
analysis, determination of heavy metal concentration, analysis of protein aminogram,
screening for toxic and antinutritional components (such as lectins, phytic acid,
tannins, trypsin inhibitors and a-amylase inhibitors), LDsp determination of seaweed
water extract and protein concentrate and the feeding trials with rats. The results
showed that there was seasonal variation in the occurrence of seaweed species and
at chemical composition. The total fibre varied from 4.08 to 8.22% whereas the total
dietary fiber was 2.59%. Carbohydrate concentration ranged from 49.93 to 63.24%,
with a mean of 56.59%. lipids were present in very low levels (0.15-0.84%, dry basis).
As to proteins, they range from 10.71 to 14.80 and the mineral ash from 13.27 to
25.58%. cadmium, chromium, nickel and vanadium were detected in high levels the
toxic metals: 0.06; 0.39; 0.19 and 3.56mg/100g, respectively. The data on amino acid
analysis revealed the presence of all the essential amino acids although in low levels.
Even those in higher levels were below the daily requirements of 2-5 and 10-12 year-
old children, except for isoleucina, with sufficient levels to supply children but beyond
the requirements of rats. As to the presence of toxic and/or antinutritional
components in the washed-up seaweeds, high hemagglutinating activity of lectins
was detected t against chicken (32 UH g ') and rabbit erythrocytes (64 UH g ') when
treated with trypsin. No hemaglutination was observed against human erythrocytes
even in enzyme treated blood cells. Tannin was detected at 59.0mg/100g meal and
phytate level was 0.45%. High levels of trypsin inhibitors and a-amylase inhibitors
were observed, with values of 98.98 and 70.47%, respectively. The protein fraction
F(0/80) obtained from the extract of seaweeds meal was shown to be toxic to mice
when administered by i.p. route (LDsy 63.75 mg Kg ). A diet containing seaweed
meal and eggwhite as the sole source of protein was administered to a group of 6
rats for 10 days. A no-protein diet and a diet containing eggwhite as the source of
protein were used as controls. The rats fed the test were able grow but at a low rate
than those of eggwhite diet. These animals showed lower weight gain and lower

xvii



values for feeding efficiency, NPU, digestibility and biologic value. Their digestive
organs such as stomach, small and large intestine showed enlargement whereas the
spleen showed hypotrophy. The washed-up seaweeds are rich sources of nutrients,
mainly carbohydrates, minerals, dietary fibre and protein. Nevertheless the amino
acid profile of the protein is poor and some toxic and/or antinutriente compounds are

present.

Key words: seaweeds, antinutrients, LD50,A trypsin inhibitors, a-amylase inhibitors,

lectin, phytic acid, tannins, toxic metals, nutritional value.
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A manutengdo e a melhoria da qualidade de vida no mundo de hoje,
principalmente nos paises em desenvolvimento e em regides pobres, assoladas com
o grave problema da seca, como o Nordeste brasileiro, exige a busca de novas
fontes de substancias e produtos, muitos dos quais extraidos de recursos naturais
renovaveis. As algas marinhas sdo uma das mais ricas e promissoras fontes desses
recursos, ainda nao utilizados na devida escala pelo homem. A abundancia e a
variedade das espécies constituem-se em uma fonte de matéria-prima basica para
varios produtos industriais (ARAUJO et al., 1982). Sendo as algas marinhas ricas em
carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais, €, pois, de interesse investigar a
possibilidade de sua utilizagdo como fonte alternativa de componentes para a
alimentagcédo, podendo levar a substituicdo, pelo menos parcialmente, de fontes
tradicionais, porém dispendiosas (FLEURENCE, 1999).

A avaliagao da constituicao bioquimica e do valor nutricional de algumas
espécies de algas do Nordeste brasileiro € de grande interesse para um possivel
levantamento das fontes naturais de proteinas de nossa regido, permitindo assim o
uso racional destes recursos renovaveis.

A falta de dados relacionados ao melhor aproveitamento do banco de
algas nas diversas regiées do Brasil constitui um grande obstaculo para a formacao
de programas de desenvolvimento econdémico e social. Sabemos que a
sustentabilidade dos bancos naturais de algas marinhas e corais séo
importantissimos para a manutengdo dos ecossistemas aquaticos, e ao mesmo
tempo € importante o aproveitamento dos recursos naturais para melhorar a
gualidade de vida de comunidades nativas (IPLANCE, 1995).

A matéria-prima utilizada nesta pesquisa foram as algas marinhas
arribadas coletadas por um periodo de 12 meses, na praia de Fleixeiras no
Municipio do Trairi, Estado do Ceara. Segundo Duarte et al. (2001) as algas
marinhas arribadas sdo formadas de diferentes espécies de algas (vermelhas,
pardas e verdes), as quais sdo arrancadas de seu habitat natural e trazidas a praia
pela acao dos ventos € marés. No Nordeste do Brasil, as mesmas apresentam-se
&m grandes quantidades, faceis de serem coletadas e manuseadas, sendo
ublizadas, principalmente, como biomassa no tratamento de efluentes industriais. O
presente trabalho apresentou como objetivo geral verificar o potencial nutricional das
2gas marinhas arribadas, subsidiando pesquisa para sua aplicacdo na alimentagéo

Sumana e/ou animal, e como objetivos especificos identificar as espécies das algas
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arribadas, verificar sua sazonalidade em relagdo a ocorréncia da espécie e a sua
composigao quimica, avaliar a presenca de fatores téxicos e/ou antinutricionais e
realizar avaliagdo nutricional através de experimentos de alimentagdo em ratos.

Conforme Trusweel (1985), a fome é hoje uma cruel realidade
disseminada pelo globo inteiro, principalmente nos paises pobres. No Brasil, cerca
de 3% de suas criancas apresentam problemas de desnutricdo protéico-calérica
(DEP). Por conta disso, verificando o grande acervo de espécies presentes nas
algas arribadas nas regides litoraneas do Ceafé, e observando que essas algas, até
0 momento, nao apresentavam qualquer aplicabilidade, e aproveitando o Programa
“Fome Zero” do Governo Federal, resolvemos verificar a possibilidade de se utilizar
as algas arribadas como suplemento alimentar para as comunidades litordneas
como fonte de proteinas. Através de andlises se detectaria a presenca de
substancias toxicas e/ou antinutricionais presentes nessas algas, e conforme os
resultados obtidos veria a possibilidade de se adicionar a farinha de algas marinhas
arribadas em uma multimistura (alimento alternativo), distribuida pela Pastoral da
Crianca em todo o Brasil, ja utilizada por criangas desnutridas de comunidades
carentes. De acordo com a Coordenacdo Nacional da Pastoral da crianga (2000), a
multimistura € uma mistura feita com farinhas de cereais, farelo de trigo e de arroz,
pos de folhas verde-escuras, de sementes e de casca de ovo.

E interessante destacar a grande area litoranea do Estado do Ceara e a
abundéancia de varias espécies de importancia econémica ali encontradas, também
arribadas, como as agaréfitas (ex. Gracilarias) que tradicionalmente sdo utilizadas
nas indastrias para extracdo de alginatos e outras substancias, as quais, por sua
vez, fazem parte da elaboragéo de produtos nas areas farmacolégicas, alimenticias,
cosmeéticas, entre outras (PINHEIRO-VIEIRA et al., 1968). Avaliamos a possibilidade
de se usar as farinhas de algas arribadas como suplemento alimentar da dieta de
populagbes carentes, especialmente, as nativas das regides praianas. De acordo
com Tomé (1994) as ingestdes deficientes de proteina de muitas populagdes e o alto
preco da proteina de origem animal levaram pesquisadores a procurar proteinas em
diferentes fontes. Dai nossa proposta da inclusdo das algas marinhas arribadas

como provaveis fornecedoras de proteinas para a alimenta humana e/ou animal.
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1.1. Algas

As algas sao organismos inferiores, pertencentes ao reino protista,
constituindo um grupo muito diversificado de espécies, pouco relacionados entre si,
e de grande heterogeneidade. Diferem dos vegetais superiores (reino Plantae),
devido sua relativa simplicidade de organizagdo, principalmente em’ relagdo as
plantas vasculares. As algas podem se desenvolver como formas unicelulares,
coloniais, filamentosas ou formando talos parenquimatosos, porém néao
diferenciados em o6rgaos (WYNNE e BOLD, 1978; RAVEN et al., 1996).

As algas marinhas ndo tém sistemas vasculares para conduzir alimento
ou agua, raiz, talo, nem folhas. Nao produzem flor, nem semente, nem fruto. O
sistema reprodutor é caracteristicamente unicelular (reprodugéo ocorre por divisdo
celular, ou seja, assexuada; uma célula se modifica, se separa da alga, e rebenta
permitindo a saida de zo6sporos). Na realidade se pode descrever uma alga como
uma coldnia de células que trabalham independentemente para seu sustento, e em
conjunto para sua protecao e estabilidade (ALGAS MARINHAS, 2004).

As trés partes de uma alga apresentam as seguintes funcoes:

» Haptério, Rizéide, ou Disco Adesivo: tem a funcéo de uma raiz ao firmar a alga a
rocha, mas nao de condutor de alimentos (absorver agua);

» Estipite: tem aparéncia de talo e serve para ramificar ou estender a alga;

» Fronde: é a extensdo da alga. Em alguns casos tem aparéncia de folha, em
outros se parece a uma grama e, em outras como rémas secas ou com bolhas
de ar. Nestas se encontram as células reprodutoras.

A complexidade estrutural das algas € funcdo das condicées ambientais
em que vivem, onde estdo sujeitas as flutuacdes de ufnidade, temperatura,
salinidade e intensidade de luz, além da acdo mecénica causada pela arrebentagéo
2as marés sobre elas, e da acdo abrasiva das particulas de areia em suspensao
RAVEN et al.,, 1996). As algas desempenham um papel fundamental nos
ecossistemas aquaticos como produtoras primarias, constituindo a base das
zadeias alimentares em rios, lagoas e oceanos (AQUICULTURA, 1997). Para
Saven et al. (1996), o habitat das algas € bem diverso. Predomina o ambiente
@guatico, principalmente o marinho, mas também vivem na terra sob o solo, em

Toncos de arvores e até na neve. As algas verdes predominam em agua doce ou
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nos estuarios, apesar de serem encontradas também no litoral. Nos costoes
rochosos encontram-se as algas marinhas bentbnicas, que estdo arranjadas em
camadas visiveis em relagéo ao nivel das marés.

As algas possuem clorofila e outros pigmentos denominados acessorios,
0os quais podem mascarar a presencga das clorofilas, e que |hes proporcionam
coloragbes avermelhadas, azuladas, pardas ou enegrecidas. Quanto a organizagao
do talo, as algas se apresentam nas formas microscopicas, com algumas atingindo
até 60 metros de comprimento, como as algas pardas do género Macrocystis,
(SOUZA et al., 2002).

De modo semelhante aos vegetais terrestres, pouco ou muito evoluidos,
as algas necessitam de agua, luz, gas carbdnico e minerais para o seu crescimento
e manutencado de sua vida. Embora possuam grande variacao de cor, tamanho e
forma, todas as algas tém em comum o fato de produzirem seu préprio alimento
através da fotossintese. Estes organismos retiram do meio o que necessitam,
através de toda a superficie do seu “corpo”, e dessa forma, ndo precisam de tecidos
especializados para transportar nutrientes no interior de suas células, embora por
muitas vezes, a vida no ambiente aquatico apresente algumas dificuldades, tais
como: a pouca penetracdo da luz, pois a partir de certa profundidade nao ha luz
suficiente para o processo de fotossintese, a escassez de minerais e a presenga de
gas carbdnico, que nao circula de modo facil como na atmosfera (VIDOTTI e
ROLEMBERG, 2004).

As macroalgas podem ser encontradas presas a um substrato ou
arribadas. O termo ambada é comumente empregado para se fazer referéncia as
espécies de algas que sao arrastadas até a praia durante o periodo de maré alta.
Isto &, constituem um pool de espécies de algas que podem ser encontradas nas
praias, quando em maré baixa. Existe uma grande variagdo na composicéo deste
pool, dependendo de fatores ambientais e climaticos caracterizando assim uma

definida sazonalidade.

1.1.1. Identificacao

Segundo Raven et al. (1996), o reino Protista engloba todos os

organismos tradicionalmente considerados como protozoa (“animais” unicelulares), e
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todas as algas, exceto o grupo de bactérias agora chamadas de “cianobactérias” ,
antes erroneamente chamadas de “algas azuis”. Alga € um termo informal utilizado
para cianobactérias e eucariontes fotossintetizantes diferentes de plantas.

Em resumo, o reino Protista inclui um grupo heterogéneo de eucariontes
unicelulares, coloniais e pluricelulares que n&o apresentam qualquer das
caracteristicas distintivas de animais, plantas ou fungos. Os vegetais mais
complexos e as algas, em geral, sdo eucariontes, autétrofos, fotossintetizantes e
possuem clorofila em seus plastos (CLASSIFICA(;AO DOS SERES VIVOS, 2004).

Os organismos do reino Protista sdo unicelulares (embora existam formas
pluricelulares de organizagdo simples), autétrofos ou heterétrofos, e suas células
apresentam envoltério nuclear (carioteca, caracteriza os eucariontes) e organelas
membranosas (organismos eucariontes); sdo organismos de grande simplicidade e
constituem o primeiro grupo onde ocorrem mitocdndrias, cloroplastos, reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi bem desenvolvidos, apresentando, em geral,
um unico nucleo. As algas pertencentes ao reino protista apresentam os pigmentos
clorofilas, carotenos e xantofilas, organizados em organelas denominadas plastos,
que permitem a fotossintese. As algas verdes (Chlorophyta) sao responsaveis pela
maior parte da producdo de oxigénio proveniente da fotossintese; as algas
vermelhas (Rhodophyta), as mais comuns em mares quentes e as pardas
(Phaeophyta), sao as maiores algas existentes, podendo atingir mais de 25 m
(VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004). Embora pertencendo a varios grupos
taxondmicos, as algas podem ser grosseiramente separadas pelo tamanho em dois
grandes grupos: as microalgas, invisiveis a olho nu, e as macroalgas com
dimens6es que variam de alguns milimetros a algumas dezenas de metros. Em
ambos os grupos existem espécies de grande potencial econémico
(AQUICULTURA, 1997). As algas mais complexas possuem tecidos de transporte,
como as enormes algas da Antartica, com peso de uma arvore de varios metros de
comprimento, sendo macroscopicas. Existem algas de poucos micrémetros de
diametro, sdo microscopicas, € o exemplo mais comum €& a spirulina, que apesar
disto é considerada uma "super alga" por ser uma excelente fonte protéica (65-71%)
e de vitaminas, utilizada como suplemento no mercado internacional de ervas
(ROUND, 1973).

As macroalgas, portanto, sdo classificadas em trés grupos em relacao a

sua coloracg3o: as algas verdes (Clorophyta), as algas vermelhas (Rhodophyta) e as
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algas pardas (Phaeophyta). Elas diferem entre si em seus pigmentos, substancias
de reserva, componentes da parede celular (fibras dietéticas), habitat, etc. (RAVEN
et al., 1996). No Ceara, predominam as algas vermelhas, com vinte e trés especies,

seguidas das algas pardas e verdes, com quatro espécies cada (ANDRADE, 1999).

1.1.2. A Importancia Economica

A utilizagdo de algas marinhas teve inicio na antiglidade. Ha registros da
utilizacao de algas na China antes do ano 2700 a.C. Sua utilizacdo no Jap&o, um
dos principais consumidores de algas e produtos algais, parece ter sido importada
da China, e a aquicultura primitiva nesse pais comecou por volta do ano 1670 D.C
(LEVRING et al.,1969).

A industria de alimentos vem investindo bastante neste campo e muitos
produtos estdo sendo fabricados com o objetivo de atrair o consumidor. Na China
sdo mais de 3.000 tipos de alimentos (MABEAU et al., 1993). Mais de dois milhdes
de toneladas de algas frescas/ano sao processadas para obter produtos
alimenticios, principalmente no Oriente, sendo cerca de 1,5 milhdes de
toneladas/ano usadas na producdo industrial para obter alginatos, agar e
carragenana. O valor comercial das algas empregadas na alimentagao € cerca de
seis vezes mais elevado do que nas aplicacées industriais (JIMENEZ-ESCRIG e
GONI, 1999, JIMENEZ-ESCRIG e SANCHEZ-MUNIZ, 2000).

No Brasil, o consumo de derivados de algas é crescente. Em 1994, por
exemplo, o pais importou US$ 13,5 milhdes desses produtos, o dobro do valor
importado em 1990. Outros paises da América do Sul estdo muito mais adiantados
que o Brasil na produgdo e extracdo de 'algas, embora nosso pais seja
mundialmente reconhecido como avancado no ponto de vista académico, com
destaque no numero elevado de trabalhos realizados e publicados nos diversos
centros de pesquisa, como no laboratério de algas marinhas do Instituto de Botanica
da Universidade de Sao Paulo (USP) e em outras universidades (OLIVEIRA et al.,
1997).

De acordo com PINHEIRO-VIEIRA e BASTOS (1970) e com CAMARA

NETO (1971a e 1971b), no Brasil a pesquisa visando um aproveitamento desses
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organismos teve inicio a partir de 1970. Os primeiros trabalhos realizaram estudos
sobre:

1) A ocorréncia e distribuicdo das espécies de importancia econémica;

2) Algas arribadas (biomassa);

3) Obtencao de alginato e agar;

4) Biologia e ecologia;

5) Cultivo, dentre outros.

1.1.3. Aplicacoes e Uso na Alimentacao Humana

O principal eixo de aplicacdo para as algas estd na area alimentar, e
nessa via estdo incluidos os colbides e suas diversas aplicagées como aditivos
(espessantes, excipientes, dispersantes), laxativos e meios de cultura, na nutricdo
humana e animal (BOUGLE, 1995). No Oriente, as algas sdo consumidas como
suplemento ou aditivo alimentar. As fibras de algumas algas sao bastante usadas
como espessantes e gelificantes. O agar e a carragenana sao encontrados nas
algas vermelhas e o alginato nas algas pardas. Os alginatos puros sao utilizados
como aditivos e conservantes de alimentos, tais como: sorvetes, queijos e xaropes.
A carragenana aumenta a viscosidade ou estabiliza produtos aquosos. O agar é
muito utilizado na preparagao de um alimento japonés, o "Tokoren" (ROUND, 1973).

Segundo Vazquez-Freire et al. (1992) os estudos bioquimicos e
farmacolégicos de algas marinhas tém mostrado que estas apresentam atividades
antivirais, antibidticas, antitumorais, anti-helminticas, anti-hipertensivas,
anticoagulantes, antiinflamatérias e antifungicas. Para Fleurence e Guéant (1999),
independente do interesse nutricional das proteinas, certas algas sdo fontes
potenciais de corantes protéicos para a industria agro-alimentar, em especial, as
algas vermelhas (Rhodophyceae), as quais contém pigmentos protéicos
fluorescentes (ficobiliproteinas) tais como a ficoeritrina.

As propriedades antibiéticas e antifiungicas tém sido muito estudadas em
algas nos ultimos tempos. Principios ativos com efeitos antibiéticos contra
Staphylococcus, coliformes, Salmonella e fungos foram isolados nas algas
vermelhas e verdes. Suas atividades sdo variaveis, dependendo da espécie de alga,

dos locais de coleta, e das estagbes do ano. Esses principios ativos tém sido
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identificados como compostos fendlicos, taninos, terpenos e acidos graxos de cadeia
curta, como o acido acrilico. Tem sido isolado, em menor percentagem, varios
principios ativos de natureza protéica (PESANDO, 1990; MELO et al., 1997). Varios
trabalhos vém discutindo o potencial, em especial, da alga Botryocladia occidentales,
espécie muito comum encontrada nas praias do Ceara, rica em polissacarideos
sulfatados que seriam o principio ativo da anticoagulacdo (PINHEIRO-JOVENTINO
et al., 1998; FARIAS et al, 2000).

De acordo com Pinheiro-Joventino et al. (1998), as algas ricas em fucanas
sulfatadas (pardas), teriam principios ativos com potente agdo inibidora da
replicagao do virus HIV nativo e recombinante. As lectinas, proteinas contidas nas
algas, atuam como mediadores no reconhecimento celular em uma vasta linha de
sistemas biolégicos (SHARON e LIS, 1989). As lectinas de algas marinhas também
tém sido utilizadas para induzir a proliferagéo celular de linfécitos humanos e forte
aglutinacéo de células, o que sugere que estas lectinas podem ser instrumentos
Uteis na pesquisa do cancer (NEVES, 2001).

Estudos véem sendo realizados com algas marinhas com a intencéo de
torna-las fontes alimentares (SEIBIN e TARUKU, 1985). Os paises orientais, Japao e
China, ha longo tempo utilizam as algas marinhas como alimento. No Japao, mais de
cem espécies de algas tém sido usadas como alimentos tradicionais. Na década de
oitenta, o Japao apresentava um consumo per capita em torno de 1,6 Kg/ ano (peso
seco) de algas marinhas tais como as Laminaria, Undaria, Eisenia, Analipus,
Enteromorpha, Ulva, Monostroma, Porphyra tenera, Meristotheca, Gelidium, entre
outras (FUJIWARA-ARASAKI et al., 1984).

A China e o Japao ocupam os primeiros lugares no ranque mundial, com
um consumo per capita de algas que varia entre 1,6 a 2,3 quilos por ano. As
principéis espécies consumidas sdo as algas dos géneros Laminaria (kondu),
Porphyra (nori), Undaria (wakame), Ulva e Enteromorpha. Na Europa, as algas sdo
utilizadas como complemento alimentar. O uso das algas na alimentagao humana é
justificado devido sua riqueza e diversidade na sua constituicdo mineral, de fibras,
propriedades gelificantes de seus colbides, e principalmente devido ao seu teor
protéico, os quais em algumas espécies, sdo comparaveis aos da soja
(FLEURENCE e GUEANT, 1999).

Recentemente, paises ocidentais como a Franca passaram a considerar

algumas algas como alimento humano (cerca de 11 espécimes), seja de forma
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natural ou semiprocessada ou fazendo parte de formulagées como sopas, bebidas,
queijos, dentre outros (MABEAU e FLEURENCE, 1993). Em 1990, uma publicagao
do Governo Francés autorizou o consumo de algas como verduras e condimentos,
na alimentagdo humana. O Conselho Francés para a Saude Publica (French Council
For Public Health — CSHPF) baseou-se nos aspectos bioquimicos e nutricionais das
algas.

Conforme Pinheiro-Vieira et al. (1968), a grande maioria das algas de
interesse econémico para os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco e Alagoas pertencem a classe Rhodophyceae. Entre elas temos as
produtoras de agar (Geliduella acerosa, Gracilarias, Bryotamnion seaforthii e B.
triquetrum, Digenia simplex, Hipynea musciformis, Gelidiopsis gracilis, Amansia
multifida, Vidalia obtusiloba, etc) e a espécie produtora de agaréide Agardhiella
tenera. No Estado do Ceard, os pontos de coleta de algas de maior producéo se
encontram nos municipios de Icapui e Trairi (ARAUJO et al., 1982).

As algas tém sido tradicionalmente utilizadas nas regiées maritimas como
complementos de ragbes para animais, por serem apontadas como componentes
importantes no aumento da fertilidade dos animais, na producéo e qualidade do leite,
na qualidade dos ovos (cor da gema, dureza da casca), por diminuirem a freqiiéncia
das infecgdes nos criadouros avicolas e melhorarem a qualidade da |a e do pelo
(MABEAU et al., 1993). Algumas espécies parecem incrementar o nivel de acidos
graxos ®-3 em galinhas submetidas a ragdes que tém algas como um dos
ingredientes (HERBER e VAN ELSWYK, 1997). Assim, como a costa cearense
ainda é um celeiro de algas, deve ser verificado esse potencial de nutrientes a fim de

ser utilizado na alimentagdo humana e/ou animal.

1.2. Valor Nutritivo das Algas Marinhas

O consumo de algas marinhas encontra sustentagdo no fato das mesmas
serem consideradas boas fontes de nutrientes como carboidratos (nao digeriveis por
enzimas humanas), proteinas (de boa qualidade, porém de baixa digestibilidade),
vitaminas A, B4, By, Bs, B12, C, niacina e, minerais como calcio, ferro, etc na nutricao
humana (ROUND, 1973); também contribuem na saide humana, como na reducéo

de peso e tém aplicagées medicinais, como atividade anti-lipidica, anticolesterol
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sanguineo, anti-tumorifica, etc (ARASAKI e MINO, 1973). As algas s&o de interesse
nutricional desde que apresentam baixos valores caléricos, sendo ricas em
vitaminas, minerais e fibras dietéticas (ITO e HORI, 1989). Algas como a Porphyra
tenera (nori) e Undaria pinnatifida (wakame), bastante consumidas no Japéo,
apresentam altos teores de proteinas, cerca de 34% e 14%, respectivamente, as
quais contém os aminodacidos histidina e cisteina como limitantes em decorréncia de
apresentar em pequenas quantidades nestas algas (URBANO e GONI, 2002).

O teor da proteina é relativamente baixo nas algas pardas e verdes,
sendo mais alto nas algas vermelhas, embora todos os aminoacidos, exceto a
metionina e cisteina estejam presentes em concentracdes relativamente altas,
mesmo que algumas espécies verdes como a Ulva lactuca e Enteromorpha
compressora sejam particularmente ricas em fenilalanina, histidina e também
metionina; as algas pardas (ex. Padina pavonica) sao ricas em metionina,
fenilalanina, treonina e histidina, e as vermelhas (ex. Laurencia obtusa) séo ricas
em prolina, treonina, lisina e histidina (WASHBEH, 1997). Apesar do teor de lipidios
em algas ser geralmente reduzido, Johns et al. (1979) reportaram a presenca de
acidos graxos insaturados como o oléico (18:1) e linoléico (18:2). O alto teor de
polissacarideos nao digeridos pelo homem, na parede celular da alga, contribui
para o alto teor de fibra dietética (33-50% do peso seco da alga) (RUPEREZ e
SAURA-CALIXTO, 2001). A quica de comparacgéo é bom lembrar que os graos de
cereais e leguminosas constituem as principais fontes de fibra dietética, que nao
atingem esse tao elevado percentual. Como exemplo podemos citar o p&o integral
fabricado com farinha de trigo néao refinada, a qual cohtém somente 8% de fibra
dietética (VAHOUNY, 1987).

A maior parte das algas contém betacaroteno (provitamina A) e algumas
das vitaminas do complexo B. A vitamina B4, geralmente é encontrada apenas em
produtos de origem animal, mas também é encontrada nas algas, embora nestas
Gltimas nao estejam biodisponiveis (RODRIGUES, 2004).

1.2.1. Polissacarideos (Fibras)

A definicao de fibra vem sofrendo modificagdes ao longo dos tempos. Em

1953 o termo “fibra dietética” referia-se aos residuos ndo digeriveis em alimentos.
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Trowell (1974) definiu como sendo a porgdao comestivel de alimentos, derivada de
células vegetais, as quais sdao formadas de hemiceluloses, pectinas, celuloses,
ligninas, oligossacarideos e gomas, resistentes a digestao hidrolitica realizada por
enzimas humanas. Essa definicdo ndo englobava polissacarideos estocados pelas
plantas, tais como substancias pécticas, gomas e mucilagens, que sé&o
freqientemente soluveis em agua e tém importancia nutricional e implicagées
farmacolégicas crescentes (VAHOUNY, 1987). Além disso, focalizava
principalmente, a indigestibilidade da fibra, e n&o incluia uma grande variedade de
‘materiais associados” a parede da célula vegetal, os quais poderiam ser
metabolizados, nao pelas enzimas digestivas, mas pela flora bacteriana do intestino
grosso, contribuindo para os efeitos fisiolégicos e metabdlicos da fibra dietética
(SUZUKY et al.,, 1996). Outro aspecto seria o fato de que nestas substancias
associadas, tais como o acido fitico, silica, substancias cuticulares e proteinas da
parede celular, poderiam de alguma maneira contribuir para a soma de respostas
provenientes das fibras dietéticas (CUMMINGS, 1982).

Atualmente, a fibra dietética € tida como uma fracao indigerivel, a qual
contém oligossacarideos, amido resistente, proteinas resistentes e compostos
associados, tais como polifenéis (SAURA-CALIXTO, 1997). Em 1993, o Food and
Drug Administration (FDA) e o U.S. Department of Agriculture (USDA, 2001)
incluiram os oligossacarideos resistentes as enzimas digestivas (SUNGSOO e
PROSKY, 1994). Em 1999, a Association of Official Analytical Chemistry (A.O.A. C),
definiu a fibra dietética como o residuo da parte comestivel dos vegetais e
carboidratos analogos, que sao resistentes a digestéd e absorcdo no intestino
delgado humano, mas aue sofrem fermentagcao completa no intestino grosso, pela
acdo da flora bacteriana. Esta definicdo inclui polissacarideos, oligossacarideos,
lignina, e substancias associadas. A déﬁnigéo é completada dizendo que a fibra
dietética exerce uma ou mais das seguintes acdes: efeito laxativo (amolecimento e
aumento do bolo fecal), aumento da freqiiéncia das defecagdes, atenuacao do
colesterol e glucose sangiiineos (PROSKY, 1999; RAUPP et al., 2000).

Segundo Craveiro et al. (1999), o termo fibra dietética ficou mais
abrangente, sendo estendido para os constituintes da dieta que podem nao ser de
origem vegetal (fungos, animal), os quais ndo sdo degradados enzimaticamente,

nem absorvidos pelo intestino. Um exemplo de fibra dietética de origem animal é a
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quitosana, proveniente da quitina e que apresenta uma estrutura semelhante a da
celulose.

Nas ultimas décadas, houve um consideravel aumento no consumo de
alimentos integrais em populag¢des ocidentais, principalmente de graos. Os alimentos
vegetais integrais sdo fontes de substancias toxicas e/ou fatores antinutricionais, fato
este que estimulou muitas pesquisas sobre fragbes nao-absorviveis dos alimentos,
ou seja, fragdes que resistem a hidrélise enzimatica, seus efeitos sobre a nutricao e
patologias em humanos. Dentre estes componentes, a fibra era considerada uma
das mais importantes. Os polissacarideos que a compdem, apesar de constituirem a
maior parte da fibra dietética, estdo associados a outras substancias também nao
hidrolisadas pelas enzimas digestivas, das quais o amido resistente &€ uma delas. O
amido resistente é definido como a fragdo do amido que nao é digerida no intestino
delgado e sua faixa de absorcdo varia entre 3 a 20%. Segundo alguns
pesquisadores, quando a faixa de digestdo do amido decresce, a glucose pos-
prandial e a resposta insulinémica sao diminuidas provavelmente pelo aumento do
tempo de transito intestinal. Logo, parte desse amido podera ser fermentada no
célon com producédo de acidos graxos de cadeia curta, ou mesmo aparecerem nas
fezes. A natureza desta fracdo do amido esta constituida por diferentes tipos (tipos |,
I, lll e IV), os quais se classificam em funcdo de sua estrutura fisico-quimica e
susceptibilidade a digestao intestinal (LOBO e SILVA, 2004).

A fibra dietética € uma mistura complexa de substancias quimicas
(celulose, hemicelulose, pectinas, outros polissacarideos, lignina e acido fitico), sua
concentracdo e composicao nas diferentes fontes nao é constante nem uniforme
(IDOURAINE et al., 1996; PERSSON et al., 1998). Essa diversidade fisica e quimica
explica o nimero e a complexibilidade dos papéis fisiologicos atribuidos a fibra
dietética. Em relacéo aos polissacarideos, cada tipa de fibra dietética é caracterizada
por seus residuos de aglicares e a natureza das ligagdes entre eles (JIMENEZ-
ESCRIG e SANCHEZ-MUNIZ, 2000).

As algas so ricas em fibras dietéticas e proteinas resistentes a hidrolise.
Podem passar através do intestino sem serem absorvidas e arrastar componentes
minerais dietéticos. Muitos componentes dietéticos podem reagir com minerais e
formar complexos altamente estaveis, os quais podem reduzir a absor¢ao dos
cations divalentes. A fibra dietética e o acido fitico interagem com os minerais no

intestino delgado. Por outro lado, alguns componentes dietéticos podem aumentar a
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solubilidade dos complexos minerais e diminuir a excrecao fecal destes, tais como
zinco ou calcio, (PERSSON et al., 1991; SZKUDELSKI, 1997; URBANO E GONI,
2002).

As fibras dietéticas sdo consideradas alimentos funcionais porque
proporcionam beneficios para a saude, pois normalizam o tempo de transito
gastrintestinal, prevenindo diverticulites, constipacdo, cancer de colon; promovem
saciedade, ajudando na redugcdo de peso, reduzem colesterol e controlam a
glicemia (DANSB, 1998). Vale ressaltar que a ihgestéo de fibra dietética
preconizada por dia ndo deve ultrapassar os 25¢g, pois conforme Sgarbieri (1996a),
as fibras também podem ser consideradas substancias antinutricionais, devido as
mesmas poderem se ligar aos elementos minerais (efeito quelante), tais como o
célcio, ferro, fosforo, zinco, etc, impedindo a absorgcao e biodisponibilidade destes.

No trato gastrintestinal, as fibras regulam ou influenciam o ritmo e o local
da digestao e absorgdo dos alimentos, fato extremamente importante para o
metabolismo dos carboidratos digeriveis e dos lipidios (KELSAY et al., 1978;
FARREL et al., 1978).

As algas marinhas contém grandes quantidades de polissacarideos
estruturais presentes na parede celular, os quais sdo extraidos pela indlstria de
hidrocoldides. E o caso dos alginatos, fucoses sulfatadas nas algas pardas,
carragenanas e agar nas algas vermelhas; as xilanas em certas algas vermelhas e
verdes e a celulose em todos os géneros de algas (TABELA 1). Os polissacarideos
de algas podem ser utilizados como fibras dietéticas. As fibras algais (TABELA 2)
solGveis e insoltuveis em agua estao associadas com diferentes efeitos fisiologicos.
Assim, os polissacarideos que formam solugées muito viscosas como as pectinas e
goma guar apresentam efeitos hipocolesterolémicos e hipoglicémicos, enquanto os
insolaveis em‘ agua (celulose) estdo associados a redugdo no tempo do transito
alimentar no trato digestério. As algas comestiveis contém cerca de 33 a 35% de
fibras totais, que s&o particularmente ricas em fragdes solaveis (MABEAU et al,,
1993).

De acordo com Davidson e McDonald (1998) citado por Jiménez-Escrig e
Sanchez-Muniz (2000) a fibra soltvel forma gel viscoso no trato gastrintestinal,
enquanto a insoltvel ndo o faz, porém, a mesma, aumenta o bolo fecal. Ambas as
formas de fibras apresentam habilidade de ligar-se a 4gua ou a minerais (cations), e

podem ser fermentadas pela microbiota do intestino humano. Dessa forma,
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influenciando a digestdo in vivo através de varios mecanismos, dependendo da
natureza da fibra. Elas podem reduzir a atividade enzimatica no limen intestinal,
mas provavelmente também podem proteger as enzimas contra degradagao
(BOISEN et al., 1985).

Os polissacarideos de algas diferem dos de plantas terrestres na
composicao e grau de polimerizagdo. Dados sugerem que os primeiros sdo mais
efetivos na redugéo dos niveis de colesterol sangiiineo e pressao arterial do que os
polissacarideos de outras fontes de fibras. Estes efeitos sdo decorrentes,
possivelmente, da formagcédo de gel (dispersibilidade em agua), aumento do bolo
fecal, capacidade de ligacdo e fermentabilidade (JIMENEZ-ESCRIG e SANCHEZ-
MUNIZ, 2000).

Fibras detergentes neutros (FDN) sao representadas pelos constituintes
da parede celular, que € a porcéo do tecido insoltivel em detergente neutro formada
basicamente por hemicelulose, celulose, lignina, proteina lignificada e silica. A
determinacédo de FDN ocorre através de uma digestdo do material vegetal com uma
solugcdo de detergente neutro, onde o residuo deste processo é reportado como
percentagem de FDN (teor de fibra insolivel da parede celular representada pela
hemicelulose). Através da analise da fibra detergente acida (FDA) determinam-se os
componentes menos sollveis da parede celular, principalmente celulose e lignina,
mas que ainda podem conter um pouco de proteina ligada a fibra e silica.
Seqiiencialmente, faz-se a determinacéo de fibra bruta, formada pelos carboidratos
provenientes da parede e do teor celular. Nesta etapa determinam-se os
polissacarideos ndo amidicos como as fructanas, substancias pécticas, galactanas e
B-glucanas (fibra solavel). O percentual de cada fragao € calculado relacionando a
massa de cada uma com a massa total de todas as fragées (HALL, 2000; BOTELHO
et al., 2002).

1.2.2. Lipidios

Os lipidios sdo macromoléculas existentes nos alimentos, constituidos de
diferentes compostos, os quais exercem fungdes estruturais, energéticas,

coenzimaticas e hormonais nos seres vivos. Basicamente sdo formados de carbono,
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hidrogénio e oxigénio, sendo que alguns também possuem fésforo e nitrogénio; séo
insolliveis em agua e sollveis em solventes organicos como, éter etilico, acetona,
cloroférmio; na dieta sao importantes fontes de energia, pois, fornecem cerca de 9
Kcal/g; contém acido graxo essencial (linoléico); veiculam vitaminas lipossolaveis;
diminuem o volume da alimentagao; aumentam o tempo de digestdo e melhoram a
palatabilidade dos alimentos, mas também s&do responsaveis por moléstias
nutricionais (SANTOS e SANTOS, 1982). Os lipidios algais constituem de 1 a 3% da
alga, em termos de matéria seca, e sua cohtribuigéo energética € muito baixa.
Apesar da pouca quantidade de lipidios presentes nas algas, a sua composicéo,
principalmente nas algas vermelhas, apresenta quantidades significantes de acidos
graxos polinsaturados tais como o acido eicosapentandico e acido araquidénico
(KAYAMA et al., 1985; KHOTIMCHENKO et al., 1991). As algas pardas exibem altos
niveis de esterois, os fucoesterdis (MABEAU et al., 1993).

1.2.3. Proteinas

Atualmente, milhares de instituicbes e pesquisadores em todo os lugares
vém estudando as algas no tocante as suas proteinas, carboidratos e outras
substancias farmacologicamente ativas, ou de grande utilidade na industria de
cosmético, farmacéutica, alimenticia, entre outras. Segundo Galland-Irmouli et al.
(1999), a ingestdo deficiente de proteinas nas populagées de paises em
desenvolvimento tem levado pesquisadores a procurarem proteinas de diferentes
fontes vegetais, cujos valores nutricionais dependem das suas composi¢oes de
aminoacidos, bem como das suas digestibilidades. As proteinas vegetais
representam 80% do nitrogénio nos paises em desenvolvimento e menos do que)
50% nos paises industrializados. Segundo Fleurence e Guéant (1999), a
composi¢do das algas marinhas varia conforme a familia botanica, a espécie e o
estado de desenvolvimento da alga. Assim, as algas pardas (Laminarias e Fucus)
possuem de 3 a 11% de proteina; as verdes (género Ulva) apresentam em torno de
26%; as vermelhas tais como a Palmaria palmata ou Porphyra tenera tém 35 e 47%,

respectivamente.
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TIPO DE ALGAS | POLISSACARIDEOS DE POLISSACARIDEOS
PAREDES CELULARES DE RESERVA
Algas pardas Alginatos (acido gulurdnico, acido T

manurdnico), Fucanas (fucoses
sulfatadas).

Algas vermelhas

Carragenanas (galactoses
sulfatadas); agar (galactose);

celulose; xilana.

Amido das florideas*
(glucose)

Algas verdes

Celulose; xilana; manana;

glucuronoxiloramana sulfatada.

Amido

Fonte: MABEAU et al., 1993.
* Amido das florideas: € o amido das algas vermelhas, cujos grdos se encontram espalhados no

citoplasma.
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TABELA 2 - Concentracédo de fibra dietética em algas marinhas (% fibras / base

seca).
FONTE SOLUVEIS INSOLl'JVEIS TOTAL
PHAEOPHYCEAE .
Wakame (Undaria pinnatifida) 30,0 9.3 363
Hijiki (Hizikia fusifiorme) 32,9 16,3 492
Espaguete marinho (Himanthalia 257 7,0 Q2.7
elongada)
Konbu breton (Laminaria digitata) 32,6 4.7 37,3
CHLOROPHYEAE il i
Alface do;r (Ulva lactuca) 21.3 16,8 38,1
Ao Nori (Enteromorpha spp.). 17,2 16,2 33,4
© RHODOPHYCEAE e i =
Nori (Porphyra tenera) 17,9 6,8 34,7
Produtos a base de Kappaphycus 41,5 29,2 0T

Fonte: MABEAU et al., 1992.
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Para Mahan e Arlin (1992) e Sgarbieri (1996a e 1996b), dos nutrientes
que compdem a dieta humana, as proteinas sao fundamentais e, por isso, devem
estar em quantidades adequadas e balanceadas em relagao aos outros nutrientes. A
qualidade da proteina deve ser considerada, e grande importancia deve ser dada a
sua composicdo aminoacidica, digestibilidade, auséncia de toxicidade e/ou
propriedades antinutricionais.

De uma forma geral, as proteinas vegetais contribuem com 75% da
proteina consumida pelo homem, onde cercé de 50% dessas apresentam baixo
valor biolégico, devido a deficiéncia ou auséncia de aminoacidos essenciais, além de
apresentarem baixa digestibilidade e encerrarem substancias toxicas ou fatores
antinutricionais em suas composigdes.

Para Santos e Santos (1982) e Sgarbieri (1987), a qualidade nutricional
das proteinas esta ligada a sua capacidade de satisfazer as necessidades organicas
de crescimento e manutengdo da vida. Assim, para avaliar a qualidade de uma
proteina pode-se usar métodos quimicos, biolégicos e microbiolégicos. Os métodos
quimicos baseiam-se, exclusivamente, na analise da composi¢cdo dos aminoacidos
da proteina em estudo e na comparacéo do perfil de aminoacidos essenciais com os

de uma proteina de referéncia completa como a proteina do ovo.

1.2.3.1. Avaliagao da Qualidade das Proteinas de Algas

A tecnologia moderna pode oferecer os mais variados alimentos e
produtos biologicamente ativos provenientes dos ecossistemas aquaticos, os quais
possuem uma grande diversidade de micro e macroalgas, que podem ser utilizadas
comd fonte de proteinas, vitaminas, minerais e substéncias de efeitos bio-
estimulantes (HERRERO et al., 1985). "

Conforme Allison (1995), por muito tempo o método mais utilizado na
avaliacao da qualidade nutricional de proteinas era o calculo da razdo da eficiéncia
protéica (PER), o qual se baseia em experimentos de alimentacdo de ratas recém
desmamadas. Esse método deixou de ser utilizado porque o mesmo apresenta
limitagbes, pois usa o ganho de peso como unico critério para avaliar uma proteina,
e subestima o valor de certas proteinas animais e supervaloriza as de origem
vegetal (BECKER, 1994; ALLISON, 1995). Assim, tem sido recomendado usar o
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método do quociente de eficiéncia liquida da proteina (NPR), o qual apresenta a
vantagem sobre o PER, pois leva em conta a perda de peso do grupo em dieta
aprotéica (SGARBIERI, 1996a).No entanto, € recomendado usar nesta avaliagao,
além do NPR, outros métodos mais especificos, tais como, a Utilizagéo de Proteina
Liquida (NPU), Digestibilidade verdadeira (DV) e o Valor Biolégico (VB).

De acordo com Quevedo et al. (2003), em adigdo aos métodos biologicos
antgriomente citados, métodos quimicos podem ser empregados, como a
composicao de aminoacidos das proteinas e sua digestibilidade in vitro, o escoré
quimico, assim como a determinacdo de lisina disponivel. Em comparagido aos
metodos biolégicos tradicionalmente empregados, o uso de uma bateria de métodos
quimicos apresenta as seguintes vantagens:

- Cientificas: oferecem informagdes valiosas sobre o valor nutricional das proteinas
e permite explicar a integralidade dos fendmenos observados no organismo animal,
e s&o convenientes para fornecer respostas para perguntas especificas;

- Econdmicas: do ponto de vista de manutengdo de animais, alimentos, ragées e
pessoal encarregado, os métodos quimicos sdo mais simples, mais flexiveis, se
desenvolvem com maior rapidez e sdo passiveis de serem automatizados;

- Eticas: nao se utiliza animal de laboratério (por isso nio se inflige dor, sofrimento,
angustia, a esses organismos).

Neste aspecto, a “Food and Drug Administration” (FDA) recomendou em
1993 a substituicdo do método da razdo da eficiéncia protéica (PER) pela
introducdo, com propositos regulatérios, do computo de aminoacidos corrigidos em
funcdo da digestibilidade protéica (PDCAAS) para se avaliar a qualidade protéica
nos alimentos destinados para o consumo humano (FDA, 1993).

A digestibilidade pode ser utilizada como um indicador para avaliar uma
proteina, sendo essencialmente, a médida da suscetibilidade da proteina a
proteélise. Uma proteina com alta digestibilidade tem potencialmente um valor
nutricional mais elevado do que uma proteina de baixa digestibilidade, devido a
mesma poder fornecer mais aminoacidos para absor¢do na protedlise (DUODU et
al.,, 2002; DUODU et al., 2003). Assim, a digestibilidade pode ser utilizada como um
indicativo da disponibilidade da proteina para determinado organismo. Segundo
MACLEAN et al. (1981) os fatores que contribuem para a baixa digestibilidade de

uma proteina podem ser de carater exdgenos e enddégenos:
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Fatores exdgenos: sdo aqueles que aumentam a interagéo das proteinas com

componentes nao protéicos, tais como os polifendis (acidos fendlicos,
flavonoides e taninos), polissacarideos nao amidicos, amidicos, fitatos, lectinas

e inibidores de proteases.

- Polifendis: Estao divididos em trés categorias, os acidos fendlicos, flavonoides
e taninos (HAHN et al., 1984). A vantagem da presenca dos taninos em graos é
sua protecdo contra insetos, passaros e ataque fangico. Sua desvantagem
consiste em diminuir o valor nutritivo do alimento (SERNA-SALDIVAR e
ROONEY, 1995), através de sua ligagdo com as proteinas através de pontes
de hidrogénio e associa¢cdes hidrofébicas nao polares, formando complexos
proteina-tanino indigeriveis (BUTTLER et al., 1984). A acao do tanino parece
até contraditéria, pois devido aos seus grupamentos hidroxilas, os mesmos
podem interagir com as proteinas levando-as a precipitar, isso devido ao
grande tamanho de suas moléculas. Entretanto, a precipitagcdo das proteinas
pode nao ser, por si s6, a causa da reducao na digestibilidade das mesmas, ja
que a desnaturacao da proteina causada pela sua precipitagao pode levar até a
um melhoramento na sua digestdo (DAMODORAN, 1996). Portanto, a
digestibilidade da proteina ndo é dependente apenas do teor de tanino (ELKIN
et al, 1996). Os flavondides e acidos fendlicos também contém grupos
hidroxilas e assim também podem interagir com as proteinas e formar
complexos (BRUNE et al., 1989).

- Inibidores de proteases: Sao proteinas relativamente pequenas encontradas
em tecidos vegetais, sendo capazes de formar complexos enzima-inibidor
bastante estaveis, impedindo assim, a acdo das proteases sobre os alimentos,
e conseqiientemente a digestao e absorgao de nutrientes no organismo de
animais e do homem. Por isto,. estes inibidores de proteases sdo considerados
fatores antinutricionais. Os inibidores de tripsina e alfa-amilase exemplificam
estes fatores e estdo presentes em graos de legumes, cereais e oleaginosas
(LIENER, 1994a). Foi reportado que a agéo dos inibidores de proteases pode
causar alteragcdes em alguns 6rgaos internos de animais, porque as proteinas
ingeridas além de elevarem a secrecdo pancreatica, induzem um aumento do

pancreas, ocasionado pelo aumento da sintese das proteases (DAIBER, 1975).
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- Fitatos: A molécula de fitato é altamente carregada, possui seis grupos
fosfatos e assim €& um excelente agente quelante, formando complexos .
insoliveis com minerais (cations) e proteinas (RYDEN e SELUENDRAN,
1993), o que pode levar a reducédo da biodisponibilidade de minerais tragos e
reducdo da digestibilidade de proteinas. Sua agao sobre as proteinas talvez
seja devido a formagao do complexo fitato-proteina, o qual € menos susceptivel
ao ataque enzimatico (KNUCKLES et al., 1985). O efeito inibidor do fitato sobre
as proteases digestivas é depéndente de fatores como o pH e a presencga de
metais cations como o Ca®** e o Mg®*, (DESPANDE e DAMADARAN, 1989).

- Componentes da parede celular: Tem sido reportada uma associagao entre
as proteinas e os componentes do pericarpo e do endosperma da parede
celular de cereais. Esta ligacao poderia reduzir a digestibilidade da proteina ou
reduzir o acesso de enzimas ou levar a formagao de complexos indigeriveis
(BUTTLER et al., 1984). Quantidades significantes de proteinas sdo capazes
de se ligar a fibra dietética total e fibra em detergente acido (residuo obtido
depois da extragdo do amido, proteina e hemiceluloses com uma solugéo
detergente acido), ou mais especificamente, aos componentes da parede
celular (JOHNSON e SOUTHGATE, 1994);

- Amido: Nos cereais, os granulos de amido sdo circundados por numerosos
corpos protéicos. A implicacao de tal relagéo entre o amido e proteina pode ser
que quando o amido é gelatinizado depois da cocgdo, ele poderia reduzir o
acesso das enzimas proteoliticas aos corpos protéicos e, portanto, reduzir a

digestibilidade das proteinas.

+ Fatores enddégenos: Estes fatores promovem modificagdes na proteina do

vegetal e n3o envolvem interagdes das proteinas com compostos ndo

protéicos.

- Ligacao protéica cruzada: Durante o processamento, sob certas condi¢cdes
fisicas e quimicas, as proteinas podem sofrer alteracées na sua hidratagéao
através de destruicdo térmica (pirdlise). A principal reagdo quimica que ocorre
€ a formagao de derivados de aminoacidos especiais ou suas ligagdes

covalentes cruzadas com outros aminoacidos da mesma ou de outra molécula
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protéica. Tais ligagdes cruzadas podem levar a uma redugao na digestibilidade

e no valor biolégico das proteinas dos alimentos (BUTTLER et al., 1984);

- Ligacao dissulfeto cruzada: Foi sugerido que na cocgdo de alimentos, a
ligacdo dissulfeto cruzada pode ser formada pelas proteinas vizinhas aos
corpos protéicos e isto poderia diminuir o acesso das enzimas proteoliticas
(DAMODORAN, 1996).

Para Boisen e Eggum (1991), um aumento nas proteinas dietéticas
implica no aumento na secre¢do pancreatica das enzimas proteoliticas, enquanto um
aumento na ingestdo de amido e lipidios induz um aumento nas secregcbdes de
amilase e lipase, respectivamente. Além disso, a fibra dietética e os fatores
antinutricionais (ANF) também afetam as secre¢des de enzimas.

Muitas respostas especificas dos fatores antinutricionais na digestibilidade
sao conhecidas. Os inibidores de tripsina aumentam a secrecdo pancreatica de
tripsina e de outras enzimas (LIENER e KAKADE, 1980), enquanto os taninos
induzem um grande aumento nas proteinas ricas em prolina da saliva. Estas
proteinas apresentam alta afinidade por taninos e, portanto sao capazes de reduzir o
efeito adverso dos taninos da digestibilidade protéica (MEHANSHO et al., 1987). As
lectinas atuam de forma diferente, elas interferem nos processos de digestao e
absorgao ao ligar-se na superficie dos receptores dos enterécitos e assim induzirem
mudancas no metabolismo epitelial celular, aumentando o fumover celular e a
secregao protéica (PUSZTAI, 1989).

Como as algas marinhas possuem fatores téxicos e/ou antinutricionais,
além de apresentar uma composicdo bastante variada de substéncias deve-se
utilizar métodos biolégicos e quimicos a fim de se obter o maior nimero de
informacdes, sé depois disso pode-se avaliar a metodologia mais adequada na

analise de algas.

1.3. Minerais

Os elementos quimicos podem ser encontrados em todos os lugares,
nunca se esgotam e devem sempre existir no planeta. Diferem de outros elementos

toxicos em decorréncia de sua perenidade. Podem acarretar problemas na satde do



42

homem devido sua presenga na agua, ar, solo e alimentos. Sua distribuicdo esta
relacionada aos ciclos bioquimicos e geoquimicos. Os minerais presentes nas
rochas sao dissolvidos pelas chuvas, que os carreia para os reservatorios de agua e
outros locais, e assim podem ser concentrados nos alimentos (FOO et al.,1996,
citado por PASCALICCHIO, 2002).

De acordo com Pévoa Filho (1999); Lacerda (1996); Farias (1996) e
PASCALICCHIO (2002), para o desenvolvimento de lesGes produzidas por metais
toxicos, os fatores preponderantes séo o sexb, idade, estado nutricional, doses e
exposicao a diferentes poluentes. Ha quatro mecanismos de agao individual dos

metais toxicos sobre o ser humano, que sdo os seguintes:

- Exercer atividade imunossupressora,

- Competir pelos sitios ativos de fixacdo de co-fatores de atividades
enzimaticas, o que pode produzir bloqueio de reagdes importantes;

- Inibir enzimas vitais como as participantes na fosforilagao oxidativa;

- Alterar as estruturas celulares, principalmente na faixa lipoprotéica de

membranas.

E sabido que as algas possuem um elevado teor de minerais. A maioria
das algas apresenta grandes quantidades de calcio, magnésio, fésforo, potassio,
sédio e ferro. Algumas espécies apresentam altos niveis de elementos minerais com
fungbes cataliticas, como € o caso da Ulva e da Enteromorpha spp, as quais
possuem um elevado teor de magnésio na ordem de 2 a 5,2% de matéria seca
(MABEAU et al., 1993). As algas marinhas sdo uma 6tima fonte de iodo, mineral
essencial ao correto funcionamento da tiréide (RODRIGUES, 2004).

Os metais talvez sejam os elementos tdxicos mais antigos conhecidos
pelo homem. No ano de 800 a.C. havia pouco chumbo na capa de gelo da-
Groenlandia, mas depois da sua adicdo a gasolina, esse teor aumentou cerca de
200 vezes. Dos 105 elementos da tabela periédica, 30 podem ser tdxicos ao homem,
sendo a dose e o nivel de exposicdo ao mesmo de extrema importancia. Entende-se
por dosagem toxica, a quantidade de metal que manifesta efeito toxico dentro das
células ou de érgaos. Os materiais biolégicos utilizados na determinagdo da
toxicidade de determinado metal sdo a urina, o sangue e os cabelos. Nas células, a
forma quimica e o tipo de ligagdo sao fatores que determinam a toxicidade dos
metais (CETESB, 1978; PASCALICCHIO, 2002).
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Para Mabeau et al. (1993) a ligacdo de certos minerais com
polissacarideos anibnicos, tais como alginatos, agar ou carragenanas pode limitar a '
absorcédo de minerais. Nestes casos, a biodisponibilidade desse mineral & fungédo do
tipo de ligagao entre o mineral e o polissacarideo, e da digestibilidade deste ultimo.
Nas ligacdes fracas, o mineral é facilmente liberado, mas quando existe uma alta
afinidade dos cations divalentes (ex. calcio) pelos polissacarideos carboxilicos
(alginatos), a disponibilidade deste mineral é limitada. Sob o ponto de vista
nutricional, esta alta afinidade pode ser cémpensada pelo alto teor de minerais
presentes nas algas.

As intoxicagbes mais freqiientes sdo causadas por aluminio, arsénio,
bario, berilio, cadmio, chumbo, mercario e niquel, os quais alteram as estruturas
celulares, as enzimas e substituem metais que atuam como co-fatores nas
atividades enzimaticas (LIU e ELSNER, 1995; BIGAZZI, 1994).

A Franga foi o primeiro pais europeu a estabelecer um regulamento
especifico (Demande d’Autorisation d’Algues en Alimentation Humaine. Bulletin du
Ministére des Affaires Sociales, 28/11/1990) concernente ao tipo de algas liberadas
para o consumo humano, bem como os niveis maximos de minerais téxicos (cadmio,
cobre, merctrio, arsénio, iodo, chumbo, estanho) e bacteriolégicos que podem esta
presentes nestas algas (TABELAS 3 e 4). Nos EUA, o uso de algas como
condimento é regido através das normas do Food and Drug Administration, e os
produtos algais, devem estar dentro dos seguintes niveis de seguranga (peso em
massa seca): 45% de cinzas; 3 ppm de arsénio inorganico; 40 ppm de metais
pesados; 10 ppm de chumbo e 5000 ppm de iodo. (MABEAU e FLEURENCE, 1993).

1.4. Toxicidade e/ou Fatores Antinutricionais de Algas Marinhas

Segundo Sgarbieri (1987), um dos fatores condicionantes do valor
nutritivo de um alimento € a presengca ou auséncia em sua composicdo, de
substancias toéxicas e/ou antinutricionais. Estas substancias téxicas fazem parte da
composi¢ao de alguns alimentos, nao representando, portanto, contaminantes de
origem quimica ou microbiolégica. A natureza quimica destas substancias € bastante
diversa, assim como a toxicidade e seus efeitos antinutricionais quando incorporadas

em uma dieta mista. Varios estudos nutricionais tém demonstrado que, por inimeros
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fatores, alguns elementos contidos nos alimentos podem interferir de maneira
significativa ou ndo, no metabolismo e na fisiologia organica. De acordo com esta
atuacdo, estes elementos podem desencadear diversas respostas organicas,
incluindo, algumas vezes, alteragdes anatdmicas a nivel tecidual.

Benevides et al. (1999) estudaram dez espécies de algas marinhas
quando realizaram um levantamento da presenga de fatores toxicos e/ou
‘antinutricionais. De acordo com os resultados obtidos, as espécies estudadas foram
consideradas fontes importantes de proteinas (teor protéico variando entre 34,3 e
37,19 g/ 100g de alga seca), entretanto todas apresentaram toxicidade para
camundongos. Estes dados reforcam a necessidade de um estudo mais detalhado
dos componentes toxicos presentes em espécies de algas da costa cearense.

Os inibidores naturais de amilases e glicosidases tém sido os mais
estudados, sendo os primeiros a serem utilizados no tratamento da obesidade,
diabetes, caries e doencgas do trato gastrintestinal (HAM et al., 2002; LANKISCH et
al., 1998). Nas algas, muito provavelmente, esses inibidores apresentam a fungao de
defesa contra o ataque de organismos estranhos, a qual poderia envolver a sintese
de substancias que inibem as enzimas do trato digestério de animais marinhos (ex.
(1>3)-p-D-glucanases que hidrolisam as laminaranas) (BROADWAY, 1996). Os
estudos referentes a presenga de inibidores de proteases em algas sdo bastante
escassos. Assim, Yermakova et al. (2002) detectaram em 14 espécies de algas
marinhas pardas, inibidores de endo-(1->3)-B-D-glucanases, as quais sdo enzimas
digestivas de moluscos marinhos. Os valores de inibicdo encontrados sao
comparaveis aos valores correspondentes de inibidores de a-amilase de plantas
terrestres.

Ha alguns anos atras, as substancias constituintes dos alimentos eram
mensuradas e classificadas como nutrientes, antinutrientes, toxinas ou nao-
nutrientes. Atualmente existe uma confusdo sobre a caracterizagéo funcional dos
constituintes dos alimentos. Os polifendis eram caracterizados como antinutrientes,
mas recentemente, eles passaram a serem tidos como substadncias bioativas
benéficas nado nutritivas, com sugestdes ocasionais de que alguns poderiam ser
chamados de nutrientes. O mesmo vale para as isoflavonas e coumestrol, os quais
sao compostos fendlicos com atividades estrogénicas (fitoestrogénios), sem serem

carcinogénicos (HAN et al., 2002). Assim, por impedir a absorcao de nutrientes de
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TABELA 3 — Algas autorizadas para o consumo humano na Franca.

ALGAS COR

Ascophyllum nodosum
Fucus vesiculosus ALGAS PARDAS
Fucus serratus
Himanthalia elongata
Undaria pinnatifida
Ulva spp.

ALGAS VERDES
Enteromorpha spp.

ALGAS VERMELHAS
Spimﬁna sp. ALGA AZUL *

Fonte: Demande d’Autorisation d’Algues en Alimentation Humaine. Bulletin du Ministére des Affaires
Sociales (28/11/1990). Texte 1705(1990), p.103. Ministére des Affaires Sociales. Paris, (France). Avis
du Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique de France (Section de I'Alimentation).

* Apesar da Spirulina sp. esta classificada nesta tabela como alga azul, Raven et al. (1996) a

classifica como cianoficea.
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TABELA 4 - Critérios de qualidade (minerais toxicos € microrganismos) utilizados

na avaliagdo de algas comestiveis na Franga.

CRITERIOS , APLICAVEIS A

MINERAIS TOXICOS (mg/Kg de matéria seca)

—
—

Arsénio inorgéanico (Ar) < 3.0
Chumbo (Pb) < 5.0 TODAS AS ALGAS

(frescas e secas)
Cadmio (Cd) < 0.5

Estréncio (Sn) <5.0
Mercturio (Hg) < 0.1

lodo () <5.0

BACTERIA (ufc/g):

Aerdbios <100
Celifarries facdis £ 10 Somente para algas secas
Clostridium perfringens < 1.0

Anaerdbios < 100

Fonte: Demande d'Autorisation d’Algues en Alimentation Humaine. Bulletin du Ministére des Affaires
Sociales (28/11/1990). Texte 1705(1990), p.103. Ministére des Affaires Sociales. Paris, (France). Avis
du Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique de France (Section de I'Alimentation).




47

uma refeicao, a fibra dietética ou varias fragdes da fibra dietética sdo caracterizadas
como antinutrientes (BURLINGAME, 2001). Os antinutrientes comumente '
encontrados em alimentos apresentam efeitos adversos e benéficos a sadde. Por
exemplo, o acido fitico, lectinas, compostos fendlicos (taninos), saponinas, inibidores
enzimaticos (amilase, tripsina) tém sido apontados como substancias que reduzem a
disponibilidade de nutrientes e inibem o crescimento de animais, enquanto os
ﬁtoestrégenos e ligninas tém sido relacionados aos problemas de infertilidade.
Entretanto, os cincos primeiros, anteriormente citadoé, sao substancias bioativas na
reducdo da glucose no sangue e na resposta da insulina ao amido dos alimentos
e/ou na reducgéo dos triglicerideos e colesterol do plasma. Em adic&o, o acido fitico,
compostos fendlicos, saponinas, inibidores de proteases, fitoestrégenos e ligninas
tém sido relacionados a reducao de cancer. Devido os antinutrientes poder também
agir como agentes atenuantes (mitigantes), eles necessitam ser reavaliados e talvez,
em futuro bem préximo, ndo sejam considerados como antinutrientes (THOMPSON,
1993).

1.4.1. Taninos .

Taninos sao definidos por Bate-Smith e Swain, citados por Haslam (1989)
e Chung et al. (1998), como compostos fendlicos soliveis em agua, de peso
molecular entre 500 e 3000 Da, apresentando propriedades especiais tais como
habilidade de precipitar alcaléides, gelatina e outras proteinas.

Os taninos podem ser classificados em dois grandes grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos hidrossolliveis (condensados). Os taninos hidrolisaveis séo
ésteres de acido fendlico e poliol, geralmente a glucose. Os taninos condensados
também sao conhecidos como pro-antocianidinas (PAS), os quais sdo mais comuns
na nossa dieta, e sdo formados por unidades de flavina-3-ol e flavona-3,4-diols, ou a
mistura dos dois (CHUNG et al., 1998). As flavonas estado distribuidas nas frutas,
verduras, forragens, plantas, vinho tinto, gréos, tais como sorgo, miletos e legumes.
A principal caracteristica das pro-antocianidinas € de produzirem antocianidinas sob
aquecimento em meio acido, dai seu nome (SCALBERT, 1991; CLIFFORD e
SCALBERT, 2000).
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Conforme Butler et al. (1984) a aceitabilidade, gosto, flavour dos frutos e
de seus produtos processados dependem do tipo e concentragdo dos compostos
adstringentes. A adstringéncia esta associada aos compostos fendlicos. A sensacéo
de adstringéncia ocorre devido a coagulagdo das proteinas da saliva e epitélio
mucoso, por combinagdao com a substancia adstringente. Os adstringentes séao
divididos em duas categorias:

a) Pseudo-adstringentes - substancias que embora adstringentes, ndao precipitam

proteinas;

b) Adstringentes verdadeiros - quando precipitam proteinas. Entre elas encontram-se
os taninos vegetais, que sao substancias derivadas dos compostos fenoélicos. Por
exemplo: catecol, antocianinas, etc. Sdo considerados taninos "ativos" aqueles
que apresentam adstringéncia. Os frutos verdes (mais adstringentes) contém
grande quantidade de fendlicos dimeros, ao contrario dos frutos maduros, que
possuem elevada percentagem de formas poliméricas. Assim, as formas dimeras
e oligoméricas sao tidas como responsaveis pela adstringéncia, principalmente as
originarias do acido cinamico, catequina e antocianinas. As formas altamente
polimerizadas nao interagem com as papilas gustativas e dai, provavelmente, a
auséncia de adstringéncia em frutos maduros. Os taninos encontram-se
amplamente distribuidos nas folhas, ramos, flores, frutos e sementes de grande
numero de plantas. Sao substancias quimicamente ativas e que em suas formas
reduzidas ou oxidadas podem reagir, reversiveis ou irreversivelmente com
proteinas, produzindo alteragdes em suas propriedades funcionais e nutricionais,
principalmente sua digestibilidade e a biodisponibilidade de lisina e de outros

aminoacidos essenciais.

De acordo com Butler et al. (1984) nao existem evidéncias do efeito
antinutricional de outras classes de polifen6is que nao seja tanino na sua forma
polimerizada. Os taninos produzem varios efeitos indesejaveis na dieta, produzem
cor indesejavel aos alimentos e ragdes, e devido a adstringéncia, diminuem sua
palatabilidade; podem formar complexos com as proteinas da dieta, interferindo no
processo de digestao dos alimentos.

Existe evidéncia que taninos quimicamente diferentes apresentam
diferentes efeitos na maneira pela qual reduzem o crescimento do animal. Assim,

Mole e Waterman (1987) referem-se aos taninos como extratos de plantas que
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contém compostos fendlicos com possuem a habilidade de precipitar proteinas em
solugdes aquosas. Uma capacidade diferente apresentada pelos taninos é poder
suprimir a producgao de proteinas salivares de animais, ricas em prolina (PRP). Na
esséncia, aqueles animais que produzem PRPs provavelmente tenham alguma
protecao contra a atividade dos taninos dietéticos no trato gastrintestinal, devido os
taninos se ligar de forma especifica as proteinas salivares ricas em prolina (PRPs) e
assim, remové-las do processo digestivo.

Para Singleton e Kratzer (1969), os efeitos deletéricos dos taninos sobre
animais de. laboratério incluem danos na mucosa do trato gastrintestinal, alteragéo
na excrecao de certos cations, aumento na excre¢do de proteinas e aminoacidos
essenciais. Deshpande et al. (1984), também incluem neste rol, a redugdo na
ingestdo alimentar, taxa de crescimento, digestibilidade protéica, eficiéncia do
alimento e na energia liquida metabolizada. Para varios pesquisadores (FEENY,
1976; RHOADES e CARES, 1976; BERNAYS et al., 1989; MOLE et al., 1989), os
polifendis supostamente agiriam reduzindo a digestibilidade dos nutrientes nos
herbivoros, entretanto, existe recente evidéncia, que em relagdo aos insetos e
mamiferos, a atividade primaria antinutricional dos taninos néo & via reducédo da
digestado e absorgao dos nutrientes, isto &, efeitos sistémicos (CHUNG et al., 1998).
Os taninos também apresentam atividades benéficas aos organismos, pois atuam
como inibidores na formagdo de radicais superdxidos (fungcdo antioxidante,
anticarcinogénica e antimutagénica); possuem atividades antimicrobianas contra
muitos fungos, leveduras, bactérias e virus; apresentam efeitos fisiologicos como
acelerar a coagulagdo sangiiinea, reduzir a pressdo arterial, o nivel de lipideo no

S0ro e modular imunorespostas.

* 42 Lectinas

O termo lectina vem do latim “lectus”, que significa reunir ou selecionar.
. as lectinas sao definidas como uma classe de proteinas de origem nao imune
se liga a carboidratos sem modifica-los. Originalmente, o termo lectina ficou

as proteinas multivalentes, soliveis, capazes de produzir aglutinacéo, e

mente, ficou limitado as proteinas de origem vegetal. Entretanto, hoje, o
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termo lectina prevalece sobre o termo “hemaglutininas”, sendo utilizado para denotar
todos os tipos de proteinas ligantes de carboidratos, que ndo catalisem reagdes com
os seus ligantes. Dessa forma, centenas de lectinas de plantas tém sido
identificadas e caracterizadas. A disponibilidade dessas proteinas e suas
especificidades por carboidratos complexos ajudam a lancgar a glicobiologia na era
moderna. A familia de lectinas de plantas mais bem caracterizada é a das
leguminosas, que inclui a Con A, aglutinina de soja e a lectina de lentilha (VARKI et
al. 1999).

Muitas lectinas sao multivalentes e capazes de aglutinar células. A
presenca de proteinas nas sementes de plantas, que sao capazes de se ligar e
aglutinar células foi identificada durante o ultimo século. Estas proteinas foram
designadas de hemaglutininas devido sua habilidade de aglutinar eritrécitos. Em
1919, o bioquimico J. B. Summer isolou a proteina concanavalina A (Con A) da
Canavalia ensiformis, a qual é capaz de se ligar e precipitar alguns carboidratos, tais
como glicogénio e amido (VARKI et al, 1999). De acordo com Fabregas et al. (1985),
as aglutininas de algas marinhas vermelhas sdo mais susceptiveis a aglutinacao
com eritrocitos de coelho, do que com eritrécitos de outros animais.

A presenca de lectinas de alta (3,5 4,5 KDa) massa molecular nas algas
marinhas da costa cearense, as quais apresentam atividade hemaglutinante,
dependem basicamente do grau de purificagdo do material estudado e do periodo do
ano no qual a alga é coletada (BENEVIDES et al.,, 1999). A variagao na massa
molecular das lectinas pode esta relacion_ada as diferentes fases do ciclo de vida da
planta (TAKAHASHI e KATAGIRI, 1987).

Quanto a sua estrutura, as Iectiéas de plantas sado proteinas classificadas
em: Merolectinas — sdo aquelas proteinas que possuem um Unico dominio de
ligacao de carboidratos; Hololectinas - sdo as lectinas que possuem sitios de ligagéo {
di - ou multivalentes para carboidratos; Quimerolectinas - sdo as proteinas‘que
apresentam um ou mais dominios de ligagdo para carboidratos, mais um dominio
catalitico adicional ou uma outra atividade biolégica dependente de um dominio que
nao seja aquele sitio para carboidratos; Superlectinas - proteinas que possuem até
dois dominios de ligagao para carboidratos, mas diferentes dos das hololectinas,
pois seus sitios sdo capazes de reconhecﬁer estruturas que nao sao acucares (VAN
DAMME et al. 1998). Outra forma utilizada para classificar as lectinas de plantas é

basear-se na sua mais alta afinidade por determinados monossacarideos. Assim, a



51

lectina se ligara seletivamente a um desses aglcares: D-manose/ D-glucose, D-
galactose/ N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina, L-fucose e acido N-
acetilneuraminico (LIS e SHARON, 1998). |

Conforme Vasconcelos e Oliveira (2004), a presencga de lectinas em todos
os tecidos de plantas sugere que estas substancias devem desempenhar papéis de
defesa nas mesmas, contra microrganismos fitopatogénicos, insetos e animais que
se alimentam de vegetais, devido estas lectinas apresentarem propriedades
citotoxicas, fungitéxicas e toxicas a insetos. Uma das caracteristicas mais
importantes das lectinas de plantas é a sua grande resisténcia a protedlise e
estabilidade em uma ampla faixa de pH, até mesmo fora das plantas.

A existéncia de lectinas ativas em alimentos frescos ou processados pode
causar efeitos deletérios que podem ser de origem téxica e/ou antinutricional ao
homem ou a animais de experimentos. Os mecanismos de agbes das lectinas, em
ambos, ndo sdo conhecidos, mas, no homem pode acontecer sintomas como
nausea, vomito, edema e diarréia, quando do consumo oral, enquanto que, nos
animais de experimentos, os quais sao alimentados com dietas contendo lectinas de
plantas, os sintomas sdo perdas de apetite, redugdo no peso corporeo, hiper/
hipotrofia de alguns 6rgdos internos de ratos, tais como, intestino delgado e grosso,
pancreas, estdmago, rins e baco, e eventualmente, a morte do animal (LIENER,
1986; VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). Ressalta-se que o grau com que
algumas lectinas afetam o metabolismo depende da histéria dietética do animal, bem
como da composigdo dessa dieta (GRANT, 1989). Para Sharon e Lis (1972) citados
por ANTUNES et al. (1995), as lectinas apresentam propriedades fisico-quimicas e
biolégicas, as quais contribuem para a redugao no crescimento de animais jovens,
influenciando a digestibilidade e a utilizagdo metabdlica dos nutrientes. Apesar de,
atuaimente, os mecanismos de acado referentes as lectinas nao terem sido
totalmente elucidados, ja em 1968, Jaffé citado por Antunes et al. (1995) sugeriu que
a acdo das lectinas devia ser em decorréncia da sua combinacdo com as células da
parede intestinal de animais e, assim, interferir com a absor¢do dos nutrientes. As
lectinas de sementes sao resistentes a protedlise pelas enzimas intestinais, elas sao
nocivas aos ratos alimentados por via oral. Sua atividade impede o crescimento do
animal e promove alteragbes em seus 6rgaos internos, tais como a hipertrofia do
intestino delgado (RIOS, 1995; RIOS et al., 1996).
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Através de experimentos in vitro pode-se avaliar a toxicidade oral das
lectinas fazendo uso da capacidade que esta proteina tem de se ligar seletivamente '
a diferentes tipos de células sangiineas. Assim, as lectinas que aglutinam grandes
quantidades diferentes de células vermelhas do sangue, geralmente apresentam alta
toxicidade oral para ratos, enquanto que, aquelas que aglutinam somente células de
sangue de coelho e/ou eritrocitos de ratos previamente tratados enzimaticamente,
nao apresentariam essa caracteristica de toxicidade (GRANT et al.,, 1983 e 1985,
citédos por VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). Ainouz et al. (1992) detectaram'
aglutinagdo de eritrécitos humanos do sistema ABO tratados com enzimas quando

trabalharam com 27 espécies de algas da costa cearense.

1.4.3. Acido Fitico

O acido mio-inositol 1,2,3,4,5,6 — hexafosfato (IPs) € conhecido como
acido fitico ou fitato, sendo uma forma de estocagem de fésforo em sementes,
perfazendo, aproximadamente 70% do total de fésforo em sementes (LOTT, 1984).
De acordo com Raboy (1990), o acido fitico € depositado como fitato juntamente
com minerais cations tais como magnésio, calcio, ferro, zinco e potassio, durante o
desenvolvimento da semente. Quando esta atinge o estagio de germinagao, a
decomposicéao do fitato fornece fésforo, mio-inositol (MI) € minerais cations para o
crescimento da semente.

O acido fitico € encontrado em altas concentracbes nas sementes de
graos, legumes e produtos oleaginosos, em menor quantidade nos tubérculos e
fru_tas. Nos cereais, cerca de 1 a 2% do seu peso € constituido de acido fitico. Como
este acido interfere com as fungdes essenciais de alguns nutrientes, 0 mesmo é
considerado um antinutriente, porque complexa mineral e/ou proteina, através de
mecanismos ainda desconhecidos (NELSON et al., 1968). Assim, os fitatos além de
reduzirem a biodisponibilidade dos minerais também inibem enzimas proteoliticas e
amiloliticas (DOMINGUEZ et al., 2002). Entretanto, é possivel que este acido possa
formar complexos com um céation na mesma ou em diferentes moléculas dentro de
um grupo fosfato ou entre dois grupos fosfatos diferentes. Os grupos &acidos
presentes nesta molécula facilitam a formacao de muitos sais; aqueles provenientes

de metais alcalinos sdo sollveis em &agua, enquanto que os sais de metais



53

divalentes sdo geralmente insoliveis (HONKE et al., 1998; FEBLES et al, 2002). Em
contraste, o acido fitico apresenta alguns efeitos benéficos, pois & capaz de inibir a
peroxidagdo de lipidios (GRAFT et al, 1987), reduzir o indice glicémico dos
alimentos (MARTINEZ et al., 1996), suprimir o cancer de colo em animais de
experimentos (SHAMSUDDIN et al., 1988); agir como antioxidante natural utilizado
como aditivo de alimentos (UCHIDA et al., 2001; YONEKURA et al.,, 2003), e
também na prevencdo de doencas coronarias. (HARLAND e MORRIS, 1995;
MBITHI-MWIKYA et al., 2000; RABOY, 1984).

Este acido nao é nutricionalmente disponivel para animais monogastricos
(NELSON et al., 1968). Na forma de fitato, o acido fitico ndo pode ser absorvido
pelos humanos, os quais apresentam limitada habilidade para hidrolisar essa
molécula. Além do seu efeito adverso em interferir na biodisponibilidade dos
minerais, o fésforo do fitato ndo esta nutricionalmente disponivel (PAWAR e INGLE,
1988). O efeito quelante do acido fitico sobre os minerais, o qual pode impedir sua
absorgdo, € proporcional a sua concentracdo na dieta (ELLIS et al, 1987; SAHA et
al., 1994). Este acido pode formar complexo com o calcio, zinco e ferro, e assim,
contribuir para um problema de salde publica referente & deficiéncia de ferro e zinco
em populagées que se alimentam principalmente de grdos e legumes, sendo as
criancas € mulheres gravidas as mais susceptiveis a este risco.

Para TORRE et al. (1991) e EKHOLM et al. (2003), o &cido fitico é
considerado um dos componentes mais importantes da fibra dietética, o qual
contribui para a redugdo das disponibilidades dos minerais em alimentos. Nos
cereais este efeito negativo também é atribuido ao acido fitico (IDOURAINE et al.,
1996). Esta capacidade ligante do acido depende do pH da solucdo e do numero de
grupos fosfatos na sua molécula. Tem sido reportado que em pH 7,4, a ordem
crescente de complexagéo do acido fitico com diferentes metais € Cu** > Zn** > Co**
> Mn?* > Fe?* > Ca®* (REDDY et al., 1982). O efeito quelante se da na faixa de 5 e 7,
similar ao do duodeno. Acredita-se que essa interagdo ocorra in vivo no intestino
delgado (PERSSON et al.,, 1991; PERSSON et al.,, 1998). O célcio e o magnésio
apresentam uma pequena afinidade pelo acido fitico (EKHOLM et al., 2003). Como
as algas possuem magnésio, calcio e ainda apresenta &cido fitico em sua

constituicdo, o efeito quelante desse acido & passivo de ocorrer.
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1.4.4. Inibidores de Tripsina e da a-Amilase

Alguns alimentos contém antinutrientes que limitam a sua utilizagdo. O
mais importante e extensivamente investigado dos antinutrientes protéicos sédo os
inibidores de proteases (PUSZTAI et al., 1991), os quais inibem as enzimas
proteoliticas, e assim, reduzem a digestdo protéica dos alimentos induzindo uma

diminuicdo no ganho de peso e crescimento de animais (LIENER, 1994).
Os inibidores de tripsina e de o-amilase sao moléculas protéicas

encontradas em tecidos vegetais, as quais sdo capazes de formarem complexos
enzima-inibidor, inativando as proteases. Estes inibidores também sao considerados
substancias antinutricionais, apresentam especificidade de inibir as enzimas
proteoliticas e, conseqiientemente, reduzem a digestdo protéica de alimentos,
proporcionando uma redug¢do no ganho de peso e crescimento de animais em
experimentos bioldégicos/ nutricionais (PUSZTAI et al., 1991; LIENER, 1994a).

As plantas, microrganismos e animais possuem proteinas que podem
formar complexos proteina-proteina (enzimas proteoliticas), de forma reversivel ou
ndo, promovendo assim, a inibicdo da atividade dessas proteases através de
competicdo pelo seu sitio catalitico. Estes inibidores de proteases apresentam, na
maioria, peso molecular entre 10 a 90 KDa. Os inibidores de proteases séo
considerados como mais um mecanismo de defesa dos vegetais contra
microrganismos fitopatogénicos e insetos herbivoros. Neste contexto, sugere-se que
os mesmos atuem na defesa das plantas, principalmente, por retardar a protedlise
de paredes celulares e de proteinas da membrana, reduzindo a desorganizagéao
celular e dificultando a atuagdo de patégenos (RICHARDSON, 1991). Sao
denominados de acordo com a protease inibida e/ou sua fonte como, por exemplo, o
nibidor de tripsina de soja [Glycine max (L.) Merril] (KUNITZ, 1947).

Os quatro grandes grupos de inibidores de proteases mais conhecidos e
estudados, os quais pertencem as enzimas proteoliticas, sdo aqueles que afetam a
atividade de serino-proteases, cisteino-proteases, proteases asparticas e
metaloproteases. Os inibidores de tripsina, uma serino-protease, sdo os mais
pesquisados, sendo as familias Solanaceae, Leguminoseae e Gramineae as mais

nvestigadas quanto a sua atividade, por serem importantes fontes de alimentos,
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(LASKOWSKI e KATO, 1980; TREMACOLDI e PASCHOLATI, 2004). A maioria
desses inibidores é resistente a desnaturagao através do calor, extremos de pH e a
acao de algumas enzimas proteoliticas (HARTL et al., 1986). Para Mubarak (2004),
processos como o remolho, germinagdo, branqueamento, tratamento térmico (calor
umido ou seco), cocgdo por microondas sdo métodos utilizados para reduzir ou
mesmo destruir os fatores antinutricionais, principalmente os inibidores de proteases,
e assim, melhorar a digestibilidade das proteinas dos alimentos. Para Oboh et al. (IN
PRESS), o tratamento térmico por calor imido € o mais eficiente na redugéd elou
eliminagdo de antinutrientes, porque os mesmos podem ser solubilizados no liquido
de cocgdo e/ou serem destruidos pela acdo do calor. A literatura referente aos
inibidores de proteases em algas é bastante escassa, reportando-se a presenca de
inibidores de tripsina.

Os inibidores de a-amilase ocorrem em duas isoformas, a a-AL1 e a a-
AL2, que apresentam diferentes especificidades em relagcdo as amilases. (SILVA et
al., 2004). Estes inibidores ocorrem naturalmente em muitas plantas comestiveis,
sao particularmente abundantes em cereais e leguminosas (FRANCO et al., 2002). A
o-amilase de Zabrotes subfasciatus € inibida por o-Al2, mas nao por o-Al1
(MORENO e CHRISPEELS, 1989), enquanto a o-amilase pancreatica de porco
(PPA) é inibida por a-AL1, mas nao por a-AL2.
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O presente trabalho apresentou os seguintes objetivos:

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

+ Verificar o potencial nutricional das algas marinhas arribadas subsidiando a

pesquisa quanto a sua aplicagao na alimentagao humana e/ou animal.

2.2. Objetivos Especificos

+ ldentificar as espécies das algas marinhas arribadas coletadas ao longo de um

periodo de um ano;

+ Verificar a sazonalidade das algas em relacao a ocorréncia de cada espécie e a

sua composi¢ao quimica;

+ Avaliar a presenca de fatores tdxicos e/ou antinutricionais no pool de farinhas de

algas marinhas arribadas;

+ Realizar a avaliagédo nutricional em ratos e com dietas contendo uma mistura de

farinhas de algas e clara de ovo liofilizada como fonte de proteina.



3. MATERIAIS
E

METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Algas Marinhas

As algas marinhas arribadas foram coletadas mensalménte em marés
baixas (-0,2 a 0,1) na praia de Fleixeiras, Municipio de Trairi, Estado do Ceara
(pontos de coordenadas S 03° 13. 073’ e W 039° 16. 046’; S 03° 13.1361 e W 039°
16. 165’). As amostras foram postas em recipientes isotérmicos e levadas ao
laboratério de algas marinhas do Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular
da Universidade Federal do Ceara, onde foram higienizadas. As epifitas e algas
foram separadas, as primeiras descartadas e as algas lavadas sucessivamente com
agua corrente, classificadas, colocadas sobre papel de filtro para secarem a sombra
e posteriormente foram moidas para a obtenc¢do das farinhas de algas arribadas.

3.1.2. Animais

No experimento de alimentagdo animal foi utilizado ratos da linhagem
“Wistar”, enquanto que nos testes de toxicidade (DLsp) foram empregados
camundongos da linhagem “Swiss”. Todos os animais foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara. E apesar da pesquisa nao ter sido
submetida & Comissdo de Etica, a mesma foi realizada dentro dos processos

protocolares utilizados pela Universidade Federal do Ceara.

3.1.3. Reagentes

As enzimas tripsina, subtilisina, bromelaina, papaina, a-amilase, bem
como o kit enzimatico para a determinacao de fibra dietética foram adquiridos do
laboratério Sigma Chemical Company Sant Louis, Estados Unidos da América
(USA).
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Os sangues de humanos do sistema ABO utilizado na determinagao da
atividade hemaglutinante foi cedido pelo Centro de Hematoterapia e Hematologia do
Ceara (HEMOCE).

Os reagentes utilizados na analise da composicdo de aminoacidos do
pool de farinhas de algas marinhas arribadas foram obtidos da Pharmacia, Uppsala,
Suécia.

Os ingredientes usados na confeccdo das dietas do experimento
nutricional, tais como amido de milho, éleo de milho, glucose, foram adquiridos no
comeércio varejista de Fortaleza, enquanto a clara de ovo liofilizada (Sigma Chemical
Co., St Louis, USA.), celulose, complexos vitaminicos e minerais foram cedidos pelo
Laboratério de Fisiologia e Nutricdo Animal, do centro de Ciéncias, do Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Os demais reagentes utilizados nas diversas andlises, todos de grau
analitico foram obtidos comercialmente, de representantes dos diversos laboratérios
de produtos quimicos em Fortaleza.

3.2. METODOS

3.2.1. Obtencao das Farinhas de Algas Arribadas

As algas marinhas arribadas secas foram trituradas em Moinho Tipo MR
340 da Metalurgica ROMA, obtendo-se assim uma farinha fina do pool de algas
referente a cada més de coleta. Na expectativa de um estudo da variagao sazonal
das espécies arribadas, presentes em um mesmo local na praia de Fleixeiras, foram
feitas coletas no periodo de janeiro a dezembro de 2002, que permitiram a
elaboracdo de 12 lotes de farinhas que foram convenientemente utilizadas nas
diversas etapas do presente trabalho. O pool de farinhas de algas marinhas
arribadas (PFA), o qual foi usado nos varios experimentos quimicos, e biolégico foi

obtido utilizando-se proporgdes iguais das farinhas referentes a cada més de coleta.
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3.2.2. Preparacao do Extrato Total das Farinhas de Algas Arribadas

Para a determinacdo do melhor meio de extracdo foram utilizados os
seguintes meios: agua ultrapura (Milli-Q); solucéo salina 0,15M; tampao fosfato de
sédio contendo NaCl 0,15M a pH 7,0 e tampé&o fosfato de sédio pH 7,6; tampéao Tris-
HCI com NaCl 0,025M, pH 7,5 e Tris-HCI 0,025M pH 7,5; tampéao acetato de sédio
0,025M com NaCl 0,15M, pH 5,0 e tampao acetato de sédio 0,025M, pH 5,0; tampao
borato 0,025M com NaCl 0,15M, pH 10,0 e tampé&o borato de sédio 0,025M, pH 10,0.
A proporg:éb empregada de farinha e substancia extratora foi 1:20, (p/v) e o tempo
de extracdo foi de 12 horas (ovemigth). Imediatamente apds este periodo as
amostras foram filtradas em tecido fino, centrifugadas a 8000 x g (centrifuga IECN-
22M) por 30 minutos, e os extratos coletados. Aliquotas de cada extrato foram
empregadas para dosagens de proteinas, carboidratos e atividade hemaglutinante,

dentre outros testes. Este protocolo experimental esta apresentado na Figura 1.

3.2.3. Determinacio de Proteina no Extrato Total

As dosagens de proteinas soltveis foram realizadas conforme o método
de Bradford (1976). Utilizou-se um espectrofotdmetro Micronal B 343 Il a 750 nm
para realizar as leituras de absorbancia. A concentragao de proteina foi estimada em

relagdo a uma curva (padrao) obtida com albumina sérica bovina (BSA).

3.2.4. Determinacao de Carboidratos no Extrato Total

O método DUBOIS et al. (1956) foi utilizado na dosagem de carboidratos
no extrato total do pool das farinhas de algas arribadas. A leitura foi realizada a
490nm em espectrofotdmetro Micronal modelo B 343 Il. A concentragdo de

carboidratos foi estimada em relagdo a uma curva (padrao) obtida com glucose.
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3.3. Analise Quimica Elementar

3.3.1. Umidade

Aproximadamente 4 g de cada amostra fresca, referente a cada lote,
foram pesadas (balanga analitica TECNAL GEHARA, modelo BG400 I, min =0,020
g; d =0,001 g; e = 0,01 g) em pesa-filtros previamente tarados. As amostras foram
secadas em estufa a temperatura estabilizada de 105 °C (Estufa de esterilizagdo e
secagem 1.6 ODONTOBRAS; temperatura de 0 - 300 °C) durante 12 horas, levadas
ao dessecador e ap6s o equilibrio térmico foram pesados. Em seguida os pesa-filtros
retornaram a estufa por mais 12 horas, sendo esta etapa repetida até o
aparecimento de pesos constantes. O teor de umidade foi obtido pela diferenga entre
os pesos inicial e final das amostras, sendo expresso em percentagem. O protocolo
empregado seguiu a metodologia da A. O. A. C (1990).

3.3.2. Cinzas

Cadinhos de porcelana, previamente tarados, contendo 4g da amostra
seca, referente a cada lote, foram colocados em forno mufla (Modelo EDGCON 1P;
capacidade 3000/ 7000 EDG) a 550 °C durante 4 horas, quando se deu a completa
mineralizacédo e carbonizagdo do material. Em seguida, os cadinhos foram mantidos
em dessecador até alcancar a temperatura ambiente, quando foram pesados. O teor
de cinzas foi obtido através da diferenca entre os pesos inicial e final e expresso em
percentagem (A. O: A. C.,1990). :

3.3.3. Proteina Bruta

Os teores de proteina em cada lote foram determinados conforme o
método de Kjeldhal, citado pela A.O.A.C. (1990). Amostras de 2 g de farinha seca
foram pesadas e colocadas em baldes de Kjeldhal contendo 30 ml de H,SO4 0,5 g
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do catalisador sulfato de cobre e 9,5 g de sulfato de sddio. Em seguida, os bal6es
foram levados ao digestor por 30 minutos (Modelo TE 40/25 — TECNAL 007*) para '
completa mineralizagdo das amostras. Apdés o resfriamento foram adicionados a
cada amostra 200 ml de agua destilada, aproximadamente 1,0 grama de zinco em
p6 e 100 ml de NaOH 40% e a mistura levada a destilagdo até cerca de 2/3 do
volume inicial. Como solugao receptora foi utilizado 50 ml de acido sulfirico 0,1N e
como indicador o vermelho de metila. Ap6s a destilagéo, (Aparelho de titulagéo de
nitrogénio TE 036/1 — TECNAL) éxcesso de acido sulftrico foi titulado com solugao
de NaOH 0,1N.

O percentual de proteina foi estimado através da formula:

Vx0,14 x 6,25

Proteina =
P

Onde: V = diferenga entre volume de acido sulfarico 0,1 N adicionado e o volume da
solucao de NaOH 0,1 N gasto na titulagcao;
P = gramas da amostra.




Farinha de Algas Arribadas (1 g) + Meio de Extracao (20 ml)
(Extracao — 12 horas sob agitagao)

Filtragao (tecido nylon)

VvV

Centrifugacédo (8.000 x g / 30 minutos)

! |

Sobrenadante Precipitado
(Extrato total) (descartado)

1

Determinacao de Atividade Hemaglutinante

Dosagem de Proteinas

FIGURA 1 — Fluxograma do esquema de obtengao do extrato total de algas
marinhas arribadas
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3.3.4. Lipidios

Na determinacdo dos teores de lipidios das amostras foi empregado o
Método descrito pela A.O.A.C (1990). As amostras secas provenientes da
determinagdo de umidade foram pesadas, transferidas para cartuchos de filtragéo,
0s quais foram colocados no aparelho extrator (Aparelho de Soxlet, marca FANEM,
modelo 308.26; 220v; 60 Hertz;:1800 Watts), em presenca de 100ml de hexana por
8 horas. Ao final da extracao, o solvente foi parcialmente evaporado em banho-maria
a 70 °C e os frascos transferidos para secar em estufa a 100 °C, e logo apos
pesados. O teor de lipideo das amostras foi calculado através da relagdo entre o

peso dos lipidios extraidos e o peso inicial da amostra e expresso em percentagem.

3.3.5. Carboidratos Totais

Os carboidratos totais foram obtidos por diferenga segundo o método de
PEARSON (1976) empregando-se a seguinte equacao:

% Carboidratos = (100% da matéria seca) — [(%Gordura)+(%Cinzas) + (%Proteinas)]

3.3.6. Fibra Bruta

As dosagens de fibra bruta foram realizadas segundo o método de
Henneberg citado por Winton & Winton (1958). Aliquotas das amostras
desengorduradas foram pesadas (1,0 grama), e as mesmas foram adicionados acido
sulfarico (1,25%) previamente aquecido. Em seguida as amostras foram levadas a
fervura em refluxo por 30 minutos, e filtradas em papel de filtro quantitativo,
previamente aquecido em estufa a 105 °C por uma hora e pesado. Logo depois, o
papel com os residuos foram lavados com agua quente até ndo haver reagao basica

com o papel indicador de pH. Posteriormente, os residuos foram lavados trés vezes
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com alcool etilico e duas vezes com éter etilico. O solvente foi evaporado e em
seguida os papéis com os residuos foram colocados na estufa a 105 °C até secar ,
com obtencdo de pesos constantes. Para cadinhos de porcelana previamente
tarados foram transferidos os papéis com os residuos, queimados em bico de
Bunsen, e em seguida incinerados em forno mufla a 550 °C.

Calculo da FibraBruta> F=[P+F+C)-P]-C
%F=_F x 100
PA
Onde: P = peso do papel; F= fibra, C=cinza
PA = peso da amostra.

3.4. OQutras Determinacoes

3.4.1. Minerais

As determinacgbes de minerais (micro elementos e metais pesados) foram
realizadas através de Espectrometria de Emissdo Atomica (ICP-OES). Para o
preparo de cada teste 200 mg de farinha algas arribadas foram tratadas com 3 ml de
HNO3; concentrado (Merck) juntamente com 2ml de H,O, 30% v/ v (Merck). Esta
mistura foi submetida ao aquecimento em um forno de microondas (Multiwave,
Anton Par) sob pressao, com programa de aquecimento realizado em 20 minutos e
resfriamento de 15 min. Ap6és a decomposi¢cdo, a suspenséo foi diluida para 30 ml
com agua deionizada (Milli-Q). Uma curva de calibragdao foi preparada para a
quantificacdo dos teores de metais. As solugdes-padrao, encerrando 1000 mg.L™", de
cada um dos metais avaliados (Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Mg, Mn, Ni, V e Zn) foram
preparadas em acido nitrico 0,14M e a partir delas, foram preparadas solugées multi-
elementos diluidas nas concentragées de 1,0; 5,0; 10 e 12 mg.L‘1. Utilizou-se um

espectrometro modelo Optima 4300, Perkin Elmer, cujos parametros instrumentais
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empregados nas analises foram: Poténcia da fonte de radio frequéncia —1350 W;
Fluxo do nebulizador — 0,8 L min™'; Fluxo do gas auxiliar — 15 L min™; Fluxo do gas
do plasma — 1,8 L min™', Fluxo do gas da amostra — 0,8 L min™, Posico do detector
— Axial , Nimero de replicata — 3, e Médulo de integracdo de sinal — Area. A
determinagdo do teor de metais foi realizada empregando dois comprimentos de
ondas para cada elemento (exceto para o Ca e Mg), com o intuido de prevenir
qualquer interferéncia na quantificagéo. Para efeito de quantificacdo apenas o
comprimento de ondé de maior intensidade espectral foi utilizado.

3.4.2. Fibra Dietética

Para a determinacdo da fibra dietética total foi utilizado o método
enzimatico-gravimétrico de Lahaye (1991), o qual fez adaptacdes para os
polissacarideos presentes em algas (Figura 2). As enzimas termamyl, protease e
amiloglucosidase sao do Kit TDF-100 do Sigma, EEUU.

3.4.3. Separacao dos Componentes da Fibra

O procedimento para a separagdao dos componentes da fibra segundo o
método de Van Soest (1965 e 1967) € o mesmo utilizado na determinagao de fibra
detergente neutra (FDN) e fibra detergente acida (FDN), apenas com algumas
modificagdes. Apds a determinagcédo da fibra detergente neutra, o cadinho filtrante
com o residuo foi colocado no interior do béquer e refluxado em 100 ml de solugao
detergente acido, em seguida foi colocada a mesma em quantidade suficiente para
cobrir o cadinho filtrante. No final do refluxo, o residuo foi transferido para um
béquer, o qual foi submetido a secagem por succéao a vacuo (Figura 3).

O método de VAN SOEST (1965) é baseado na separagao das diferentes
fracbes de fibra constituintes dos vegetais, o qual utiliza reagentes especificos,
denominados detergentes. Assim, por meio do detergente neutro € possivel separar
o contetido celular solivel no reagente detergente neutro (proteinas, gorduras,
carboidratos sollveis, pectina e outros constituintes soliveis em agua); os

constituintes da parede celular, formados por compostos insoliveis em detergente
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neutro (celulose, hemicelulose, lignina e proteina lignificada), e finalmente, por
intermédio de reagentes (H2SO4 72% ou pelo uso de KMnOyg), a lignina &
solubilizada. A quantidade de celulose é conhecida por diferenga de pesagens, antes
e depois de se levar os cadinhos a mufla. FDN e FDA séo obtidos por pesagem
direta do residuo proveniente da agcao do detergente neutro e acido sobre a amostra,
respectivamente. Os varios outros constituintes foram calculados conforme férmulas

a seguir.

Hemicelulose = FDN — FDA;

Celulose = FDA — Lignina — Silica

Lignina = FDA — Celulose - Silica;

Fibra Dietética Solavel = 100 — FDN
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Banho maria em ebulicdo/ 30 min

v

ResfriaI a 60°C

Ajustar pH p/ 7,5 com NaOH 0,275 M (10 ml)

Adicionar 0,1 Ml de protease* (50 mg/ ml)

v

Banho maria a 60°C /agitagéo/ 30 min

v

Ajustar pH p/ 4,5 com HCI 0,325 M (10 ml) + 0,3 ml de amiloglucosidase

v

Banho maria a 60°C/ agitagdo/ 30 min

Ajustar pH p/ 7,0 com NaOH 0,275 M (10 ml) + Na-EDTA para tornar 50mM enquanto a suspenséo
esta se resfriando a temperatura ambiente + 4 vol. de etanol absoluto (femperatura de —10°C/

overnigth)

Recuperar com centrifugagéo 9000 x g, 20 min (centrifuga)

4

Lavar com etanol absoluto

Centrifugacéo/ 9000 x g/ 20 min ~

Desidratar com acetona e éter

Dialisar extensivamente com &gua deionizada e desidratar como descrito acima

!

|l Analisar cinza e proteina e subtrair do "

FIGURA 2 — Procedimento para determinacdo de fibra dietética total de algas
marinhas (as modificagdes trazidas pelo método de Prosky et al.

(1984) estao em italico).
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AMOSTRA
’ Extracdo Detergente Neutro (FDN)

i *| Contetdo Celular Soldvel

Detergente Neutro(FDN)
(Residuo insoltivel em detergente neutro)
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FIGURA 3 - Fluxograma da separagdo dos componentes da fibra dietética total
(Fonte: SILVA & QUEIROZ, 2002).
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3.4.4. Composicao de Aminoacidos

A analise de aminoacidos foi realizada nos lotes das farinhas algas
arribadas seguindo o método descrito por Bidlingmeyer et al. (1984). Para a hidrélise
acida foram colocados 2 mg da farinha do pool de algas arribadas em “tubos de
reagao” (Corning Glass Works 6x50 mm), aos quais foram adicionados 200 pl de
HCI 6N contendo fenol a 0,1% (p/ v), sob atmosfera de nitrogénio, a 110 °C (em
estufa), por 24 horas. Em seguida os tubos foram retirados da estufa e submetidos a
secagem sob pressao reduzida, a fim de retirar o excesso de HCI. A estes materiais
secos foram adicionados 10 pl de uma solugdo contendo metanol, agua e
trietanolamina (2: 2: 1) e os frascos com os mesmos foram agitados vigorosamente e
novamente secos sob pressdo reduzida. Logo depois foi realizada a derivatizacao,
por adicdo de 20 pl de uma solugdo contendo metanol, agua, trietanolamina e
fenilisotiocianato (PITC) na proporgdo de 7:1:1:1 (v: v: v: v). Em seguida fez-se uma
agitacao vigorosa nos frascos com seus contetidos que foram deixados em repouso
a temperatura ambiente por 20 minutos e submetidos & secagem sob pressdo. Os
parametros de analise foram determinados em coluna de PICO-TAG para
aminoacidos (HPLC), a temperatura de 38 °C a 240 nm.

Na determinacdo do aminoacido triptofano da farinha de algas foi
utilizado o método de Pintér-Szakacs & Molnar-Perl (1990). A uma amostra de 12,5
mg do pool de farinhas foi adicionado 2,5 ml do reagente Rn (solugdo contendo
ninhidrina 1% em HCI a 37% e acido férmico a 96%, na broporgéo de 2/3), por duas
horas, a 35 °C. Foram feitas provas em branco para cada amostra com o reagente
Ro (isento de ninhidrina). Em seguida, a cada amostra foram adicionadas 2,5 ml de
etanol absoluto, depois filtradas em 14 de vidro, das quais foram retiradas aliquotas
de 0,5 ml. A estas aliquotas foram adicionadas 2,0 ml de um reagente Ro / E
(solugao de Ro mais etanol absoluto na proporg¢ao de %) e em seguida foi realizada
a leitura em espectrofotometro a 380 nm. O contetdo de triptofano das amostras foi
determinado tendo como base uma curva (padrao) feita com triptofano tratado nas
mesmas condi¢des antes citadas.

O contetdo de triptofano foi determinado conforme a metodologia de
Goodwin & Morton (1946), modificada por Beaven & Holiday (1952) e descrita por
Moreira & Perrone (1977). Amostras de 1 g das amostras foram dissolvidas em 1 ml
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de NaOH 0,1 N e as absorbancias lidas a 280 nm e 294 nm. O contetido de

triptofano em mol /L (M) foi determinado através da equacéao a seguir:

—

M 1y (0,592 x A 294 - 0,263 x A 280)

Mm™ ' (0.263 x A 280 — 0.170 x A 294)

3.5. Determinacao de Fatores Antinutricionais

3.5.1. Taninos

Os teores de taninos nas farinhas de algas secas foram determinados
através do método colorimétrico de Follin-Denis descrito pela A.O.A.C. (1990). Uma
aliquota de 5,5 g da amostra foi pesada e homogeneizada em 200 ml de agua
destilada, aquecida a 60 °C por 15 minutos e esfriada em agua corrente. Apds este
procedimento inicial, esta solugédo foi homogeneizada, centrifugada, filtrada e 10 mli
desta solugdo foi transferida para um baldo de 100 ml tendo sido adicionados 50 mi
de agua destilada, 5 ml da solugdo de Follin-Denis, 10 ml da solugdo de carbonato
de sodio saturada, sendo o volume completado para 100 ml com agua destilada.
Apos a filtragao, foi deixada em repouso por 30 minutos, e foi empregado para a
medida de absorbancia a 760 nm. O teor de taninos foi calculado tomando como

referéncia uma curva (padrao) para taninos.

3.5.2. Atividade Hemaglutinante da Lectina

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados conforme método
descrito por Moreira e Perrone (1977), ligeiramente modificado por Vasconcelos et
al. (1991). A atividade hemaglutinante nos exiratos das algas arribadas foi
determinada através de diluicdes seriadas (1/2,1/4, 1/8,...) das amostras em tubos

de ensaio contendo salina 0,15M. A cada diluigdo foi adicionado um igual volume de
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suspensao de eritrocitos a 2% (sistema ABO, coelho e de galinha), no estado nativo
ou tratada com enzimas proteoliticas (tripsina, bromelaina, subtilisina, papaina e
pronase, 0,1mg/10ml) e a reagdo foi mantida a 37°C por 30 minutos, seguida de
repouso por mais 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C). O material foi entao
submetido a centrifugacdo a 2.000 x g, por 30 segundos, e a atividade observada
macroscopicamente e expressa em Unidades de Hemaglutinagao por ml (UH/ml).

3.5.3. Inibidores de Tripsina

a) Extracao de Inibidores de Tripsina

Uma amostra de 10g do pool de farinhas de algas marinhas arribadas
juntamente com 100 ml de agua destilada foram agitadas por um hora a temperatura
ambiente (Figura 03), em seguida, esta suspensao foi filtrada em tecido fino, e o
filtrado foi centrifugado @ 8000 x g, por 30 minutos a 4 °C. O precipitado foi
descartado e, ao sobrenadante foi adicionado acido tricloroacético a 2,5%. Esta
solucdo foi deixada em repouso por 30 minutos, em seguida, a mesma foi
homogeneizada e centrifugada (8000 x g/ 30 min/ 4 °C). O precipitado foi descartado
e o sobrenadante, extrato total, foi utilizado para a determinagcédo de inibidores de
tripsina (FIGURA 4).

b) Determinacao do Inibidor de Tripsina

Para a determinacdo do inibidor de tripsina foi utilizada a técnica
originalmente descrita por Kakade com algumas modificagdes (HAMERSTRAND et
al., 1981). O pool das farinhas de algas marinhas arribadas foi suspenso em 1 ml de
NaOH 0,01 N, deixado sob agitagdo constante por 3 horas a temperatura ambiente
e, em seguida, em repouso por 30 minutos. Apdés esse tempo, foram retiradas
aliquotas de 0,5 ml dos sobrenadantes, as quais foram misturadas com 0,5 ml de
NaOH 0,01 N. As solugdes resultantes foram centrifugadas a 14.000 x g, por 5
minutos. Em seguida, aliquotas de 0,1 ml dessas solugdes foram retiradas e
incubadas a 37 °C em um meio de reacdo que consistia de 1,6 ml de Tris-HCI 50
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mM, pH 8,2, contendo CaCl, 20 mM, 0,1 ml de tripsina (solugdo estoque de 0,4 mg
em 10 ml de HCI 0,001 N) e o substrato BAPNA. A reacgao foi interrompida com 0,2
ml de acido acético 30% (v/v) e a leitura feita a 410 nm (FIGURA 4). Os resultados
foram calculados considerando a curva obtida com SBTi (padrao) e expressos como
o percentual de atividade do inibidor de protease sobre a tripsina.

Para dissolugago de 10 mg do BAPNA foram usados 0,5 ml de
dimetilsulféxido, por sua vez, foi agitado em vorfex até a completa dissolugdo do
substrato. Em seguida, o volume foi completado para 1 ml com agua milli-Q, sendo

esta solugdo novamente agitada e usada imediatamente.

3.5.4. Inibidores de a-Amilase

a) Extracao de Inibidores de a-Amilase

Uma amostra delipidada de 5 g do pool de farinhas de algas marinhas
arribadas, in natura ou torradas, foram adicionados a 10 ml de acetato de sédio
0,05M, pH 7,0 e esta mistura ficou sob agitacdo overnigth / 20 °C. Em seguida, o
extrato foi filtrado em tecido de nylon e levado a centrifugagdo a 8000 x g/ 30 min/
4°C. Terminada a centrifugacdo, separou-se o sobrenadante do precipitado, e
ambos foram levados para analise de inibidores de a-amilase. O precipitado foi
anteriormente ressuspendido no mesmo tampdo de extracdo, numa quantidade

minima (Figura 5).

b) Determinacéo de inibidores de a-Amilase

A atividade de inibidores de a-amilase foi determinada pelo método de
BERNFELD (1964). A enzima utilizada foi a a-amilase da saliva humana. A o-
amilase (0,5 ml) e o inibidor (10 ml do extrato da amostra) foram colocados em tubos
de ensaio grandes, incubados a uma temperatura de 30 °C por 25 minutos em
banho-maria. Em seguida adicionou-se 0,5 ml de amido a 1% (substrato). Apés 10
minutos, foi adicionado 2,0 ml de uma solugdo de acido dinitrosalicilico (DNS),

seguida de agitagdo em vortex. A solugdo do &acido dinitrosalicilico (DNS) foi
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preparada com 1,0 g deste acido em 20 ml em NaOH 2N; 50 ml de agua destilada e
30 g de tartarato de potassio sob agitagdo; completou-se com agua destilada em um
baldo volumétrico de 100 ml. Os tubos de ensaio foram aquecidos por 10 minutos
em agua fervente, resfriados a temperatura ambiente e adicionados 10 ml de agua
destilada. A concentragdo dos produtos de hidrélise do substrato foi determinada
com a solugao a temperatura ambiente, a 530 nm. A inibicdo foi determinada em
relagao ao controle |

3.5.5. Acido Fitico

A determinagéo de acido fitico foi realizada segundo o método proposto
por Garcia-Villanova et al. (1982). Em um frasco de 100 ml foram colocados 2 g de
amostra seca, 40 ml da solugao de HCI-Na;SO4 e deixados sob agitacao durante 90
minutos. Centrifugou-se a 8000 x g/ 30 min. Em um erlenmeyer de 250 ml foi
colocado 20 ml do sobrenadante, 20 ml das solugdes de HCI-Na,SO4 de ferro (lll) e
20 ml de acido sulfosalicilico a 20%. O frasco foi tampado com uma rolha de
borracha, a qual continha no seu centro, um tubo de vidro de cerca de 30 cm de
comprimento, e depois foi colocado em banho maria a 100 °C por 15 minutos. Em
seguida resfriou-se o frasco com seu conteddo em agua corrente e a formagéo de
precipitados de fitato de ferro removida por centrifugacao a 8.000 x g/ 30 minutos.
Em um erlenmeyer de 250 ml foram postos 20 ml do sobrenadante comr 200 ml de
agua deionizada e, seu pH foi levado a uma faixa de 2,5 + 0,5 com glicocol. Esta
solugao foi aquecida a 70 °C e o ferro (lll) titulado, ainda quente, com EDTA 0,010
M, até que a solugdo se tornasse amarelo claro. A percentagem de acido fitico na

amostra foi calculada utilizando a férmula abaixo.

ACIDO FITICO (%) =1,32X (10-V) /P

Onde: V = volume de EDTA gasto na titulagdo (ml); P = peso da amostra em grama.
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HO destilada (1 g do Pool de algas/ 10 ml)

l Filtracao em nylon

Agitacao (vagarosa) por 1 h/ temperatura ambiente
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Centrifugacgéao (8.000 x g/ 30 min/ 4 °C)
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FIGURA 4 - Fluxograma de extragdo dos inibidores de tripsina do pool de farinhas

de algas marinhas arribadas.
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5 g do Pool de Farinhas de Algas Marinhas Arribadas

Delipidadas

Ressuspenso no mesmo tampao de extragdo
(quantidade minima);

100ml de tampao acetado de sédio 0,05M, pH 7,0;
Centrifugacdo a 8000 x g / 30 minutos/ 4°C.

Sobrenadante
(Descartado)

Precipitado

Precipitado ﬂﬁ_ suspensao
(Reservado para analise)

FIGURA 5: Fluxograma do Esquema de Extracéo de Inibidores de a-amilase do pool

de Farinhas de Algas Marinhas Arribadas.
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3.5.6. Atividade Toxica

A avaliagdo da toxicidade foi feita em camundongos swiss fémeas
pesando entre 18 — 20 g, através da via intravenosa. Neste ensaio foram usadas 4
doses, sendo que uma delas correspondia a menor quantidade de proteina ainda
capaz de causar 100% de letalidade e uma outra que continha a maior quantidade
de proteina incapaz de induzir toxicidade aguda. As outras duas doses
intermediarias encerravam teores que causavam a letalidade dos animais no
intervalo 0 —100%. Para cada dose, foram usados, no minimo, 4 animais
relacionando a dose com o peso (LITCHFIELD & WILCOXON, 1949). A existéncia
de atividade toxica foi considerada quando se observou mortalidade em
camundongo no periodo de até 30 minutos, apds injecdo intravenosa, da amostra
testada. Uma unidade DLsy; (Vasconcelos et al., 1994) foi definida como a
quantidade da fragao 0/80 (em g/ kg de peso corpéreo) capaz de causar convulsio e

morte em 50% dos animais testados.

3.6. Ensaios Biolégicos

Ratos Wistar, machos, desmamados aos 21 dias de idade, foram
alimentados com ragdo comercial peletizada (ragdo para roedores Fri-ribe, Dispa
S/A, Messejana) até atingirem o peso médio de 70g. Em seguida, foram alimentados
com dieta comercial pulverizada, ad libitum, por quatro dias, para adaptacao a dieta
pulverizada, e selecionados de acordo com o peso corpéreo, a fim de se obter
grupos homogéneos. Os ratos foram alimentados com 2 dietas controle (clara de ovo
liofilizada como fonte de proteina, e a outra isenta de proteina, NPC) e experimental
(contendo farinha de algas marinhas arribadas + clara de ovo liofilizada na
proporgédo de 4:1) durante 10 dias (TABELA 5). Para cada dieta foram usados 6
animais, mantidos em gaiolas de acrilico, com fundo espacado para facilitar a coleta
das fezes e da dieta perdida.

Todas as dietas foram preparadas para conter 10% de proteinas (MILLER
e BENDER, 1995). Ao longo do periodo experimental, os ratos e as dietas refugadas

foram pesados diariamente. As fezes coletadas durante os Ultimos 5 dias do
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experimento foram desidratadas em estufa de ventilagdo de ar forgado, pesadas e
trituradas em moinho, para posterior determinagédo de nitrogénio total. Ao final de 10
dias os ratos foram sacrificados por overdose de halotano (Fluothane, Zeneca, Sao
Paulo), sendo seus 6rgaos internos (bago, coragdo, estdmago, figado, intestinos
delgado e grosso, pancreas, pulmdes, rins e timo) dissecados, liofilizados e pesados.
As carcagas foram colocadas em estufa com circulagéo forcada de ar até peso
constante. Em seguida, foram trituradas para determinagdo do teor de nitrogénio
corporal. Para calculo dos parametros nutricionais Razao da proteina liquida (NPR),
Utilizacao Liquida da Proteina (NPU), Digestibilidade Verdadeira (Dv) e Valor
Biolégico (VB) foram utilizadas as seguintes féormulas:

Ganho de peso do grupo teste (g) + Perda de peso do grupo aprotéico (g) x 100
NPR =
Proteina consumida pelo grupo teste
N da carcaca do grupo teste — N da carcacga do grupo aprotéico x 100
NPU =
N ingerido pelo grupo teste
N ingerido grupo teste — (N fecal grupo teste — N fecal grupo aprotéico) x 100
DV =

N ingerido grupo teste

NPU x 100
vB

Digestibilidade

Onde: N = nitrogénio.

Todas as analises realizadas nas dietas, carcacas e fezes dos ratos
seguiram os mesmos métodos citados para as determinagbes de proteina, lipidio,
umidade, cinza e fibra utilizados para realizar a composi¢ao centesimal. Os dados
obtidos foram utilizados nos calculos da digestibilidade verdadeira da proteina,
utilizagdo liquida protéica (NPU) e valor biolégico (VB) da proteina
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TABELA 5 — Composicdo das dietas protéica (controle positivo), aprotéica (controle

negativo) e dieta teste (alga + clara de ovo liofilizada).

Grupo

Aprotéicd | Alga
 Amidodemilho | 387,30 515,75 220,91
Glucosé 145,24 145,24 139,23
~ Celulose 96,83 96,83 74,26
V éieo dé milho 145,24 145,24 138,61
Clarado ovo liofilizada® | 12845 | = 66,83
' IV\IIisrtuirar dé Vriténrlrina; 57 r 4787,7-747:11 ol 7478,417 | 746,41
 MistradeMinerais® | 4841 | 4841 | 45
VPooI das farinha# ;léalﬁéas —— | 7-— S N 26732
Massa total (g) 1000 | 1000 1000
Densidade calodrica +3,95 + 3,95 + 3,67

(Kcal. g =

2 A clara do ovo liofilizada contém 75,5 % de proteina. ® Mistura de vitaminas:
tiamina, 1,0g; piridoxina, 1,0g; riboflavina, 1,0g; acido nicotinico, 3,0g; pantotenato
de calcio, 2,0g; acido félico, 0,5g; biotina, 0,5g; inositol, 40,0g; vitamina A, 1,2g;
Vitamina D, 0,25g; Vitamina E, 6,0g; Vitamina K, 0,01g; Vitamina B12, 2,5g; cloreto
de colina, 80,0g e amido de milho, 4870,0 g (CARVALHO, 1992). € Mistura de
minerais: sulfato de cobre, 2,0g; sulfato férrico, 25g; sulfato de manganés, 20 g;
sulfato de zinco, 18 g; iodato de potassio, 0,2g; iodeto de potassio, 0,2g; fluoreto de
sodio, 0,6g; vanadato de aménio, 0,05g; cloreto de niquel, 0,4g; cloreto de estanho,
0,6g; selenito de sddio, 0,03g; liga de cromo, 4,8g; carbonato de célcio, 2100,0g;
fosfato de sodio monobasico, 1570,0 g; cloreto de potassio, 110,0g; sulfato de
magnésio, 510,0g; fosfato de sédio dibasico, 710,0g (CARVALHO, 1992).
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Os resultados obtidos nas analises quimicas e bioquimicas sao referentes
as farinhas provenientes das coletas realizadas a cada més por um periodo de um
ano. O mesmo se aplicou ao pool de farinhas de algas arribadas elaborado com
quantidades iguais de cada farinha obtida més a més. O pool de farinhas também foi
utilizado nos ensaios nutricionais, a fim de se avaliar o potencial nutricional das algas

arribadas para ratos em crescimento.

4.1. Identificacdo das Algas Coletadas

Conforme estd mostrado na TABELA 6, as algas marinhas arribadas
coletadas na praia de Fleixeiras, municipio de Trairi — Ceara, nos meses de Janeiro
a dezembro de 2002 foram em numero de 37 espécies, dentre as quais 24
vermelhas, 9 verdes e 4 pardas. Todas essas espécies identificadas, herborizadas e
catalogadas no Instituto de Ciéncias do Mar, da Universidade Federal do Ceara. O
namero de algas coletadas em cada més foi em média de 18 espécies, sendo as
vermelhas, as mais numerosas e sempre presentes em maiores quantidades. Os
dados provenientes da andlise das coletas mostraram a ocorréncia de variacéo
sazonal referente as espécies de algas coletadas nos diferentes meses do ano.
Entretanto, algumas espécies de algas vermelhas apresentaram uma elevada
frequiéncia, sendo coletadas durante quase o ano todo. E o caso da Amansia
multifida, Botriocladia occidentalis, Hypnea musciformis e as espécies do género
Gracilaria (G. cervicomis, G. domingensis, G. ferox, G. comea e G. birdeae). Quanto
as algas verdes, essas foram encontradas sempre em baixa quantidade e dentre as
9 espécies coletadas, Caulerpa racemosa v. occidentalis (Forsskal) J. Agardh, Ulva
lactuca Linnaeus e Ulva fésciata Delile foram as mais freqiientemente presentes nas
coletas. Apenas 4 espécies de algas pardas foram encontradas arribadas e em
quantidades importantes, sendo Sargassum vulgare e Padina sp coletadas
praticamente durante todo periodo analisado (11 meses). Entretanto, as algas
Meristiella echinocarpa e Agardhiella ramossisima mostraram-se mais raras em
virtude de serem coletadas sob mergulho no mesolitoral (nas pogas entre as pedras

e ap6s as mesmas).



TABELA 6 — Espécies de algas Coletadas - Janeiro a dezembro de 2002.

ESPECIES COLETADAS _

01* 02 03 04

06 07

Agardhiellae ramossisima (Harv.) Kylin
Amansia multifida J. V. Lamouroux
Botriocladia occidentalis (Bergesen) Kylin
Bryothamnion seaforthii (Turner) Kutz
Bryothamnion triquetrum (S. G. Gmelin) Howe
Cryptonemia crenulata (J. Agardh) J. Agardh
Digenea simplex (Wulfen) C. agardh
Eucheuma echnocarpum

Galauxaura rugosa (J. ellis & Sol) J.V. Lamour
Gracilaria caudata J. Agardh

Gracilaria cervicornis (Turner) J. Agardh
Gracilaria cornea (Turner) J. Agardh

Gracilaria curtissiae J. Agardh

Gracilaria cearensis (Joly & Pinheiro) in Joly et al
Gracilaria Domingensis Souder ex Kirtzing
Gracilaria ferox (J. Agardh) J. Agardh




D ————————————

TABELA 6 — Continuagao.

— —— e
——— —

Espécies Coletadas (Cont. Tabela 6)

Gracilaria birdeae X X X X - X X X - X X X
Gracilaria occidentalis (Borgesen) M. Bodard - 2 = - - . C = - - - X
Gelidiella - o c - s - - X - - - -
Halymenia sp1 X X X - X X X X - - X -
Halymenia bermudensis Collins & Hervey - - - - - - - X X 5 5 i
Halymenia C. Agardh - - - - - - - - X = . &
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacquin) Lamouroux X X X X X X X X X X X X
Meristiella echinocarpum (Aresch.) X

Vidalia obtusiloba - X - X X - - X - - - -
e PHAEOPHYTA Syl iy LT, o — TR _ i - |

Dictyota mertensii (Martins) Kurtzing ‘ - - - - - - - - - X X X
Padina sp X X X X X % X - X X X -
Sargassum vulgare C. Agardh var. vulgare X - X X X X X X X X X X

Sargassum filipendula C. Agardh
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TABELA 6 — Continuagao.

Espécies Coletadas (Cont. Tabela 6). 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
 CHLOROPHYTA - s ‘
Caulerpa racemosa v. occidentalis (Forsskal) J. Agardh  x X X ; - X ; X X X X X
Caulerpa cupresoides variedade Flabellata - - X - x X X - - X X -
Caulerpa cupressoides (H. West in Vaahl) C. Agardh - - - - X X X - - X - -
Var. lycopodium Weber Bosse

Caulerpa sertularioides - - - - - - - - . 3 X s
Codium istmocladum Vickers - - X - X X X - - - - X
Codium fragile (Suringar) Har. - - - - - - - - - - X X
Ulva lactuca Linnaeus X X - - - - X X X - X -
Ulva fasciata Delile ~ X X - x X X X - X X -
Ulva sp3 - - - - X - - - - - - -

N.° de Espécies / coleta 15 20 20 17 17 19 20 16 15 22 21 20

* Os numeros de 01 a 12 indicam os meses do ano referentes de janeiro a dezembro.

(x): Espécie coletada; (-): Espécie néo coletada; Meses do ano 2002 (01-12).
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4.2. Analises Quimicas e Bioquimicas das Farinhas de Algas Marinhas

Arribadas

4.2.1. Composicao Centesimal

Os resultados referentes & composicéo quimica centesimal das farinhas
de algas arribadas coletadas a cada més e do pool de farinhas, por um periodo de
12 meses, encontram-se listados na TABELA 7. Flutuagdes significativas entre os
valores percentuais dos constituintes das farinhas estudadas foram observadas,
sendo que os maiores teores de umidade, cinza, lipidio, proteina, fibra e carboidrato
foram encontrados nos meses de fevereiro, novembro, julho, junho, fevereiro e abril,
respectivamente, enquanto o pool de farinhas apresentou valores intermediarios. Na
TABELA 8 esta reportada uma comparacao entre o pool de farinhas de algas com
alguns alimentos comumente consumidos pelo homem, na qual observa-se que os
teores de proteinas do pool de farinhas (12,16%) foi superior aocs demais alimentos
(feijao, arroz, milho verde e farinha de trigo) estando abaixo apenas em relacdo a
soja (33,8%). A concentragao de cinzas do pool de farinhas (14,63%) também foi
muito elevada, s6 ultrapassada pelo valor da alga Gracilaria changi (22,7%). A
composicdo do pool de farinhas de algas arribadas, referentes aos teores de fibra
detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), celulose, hemicelulose,
lignina e cinza insolivel em detergente acido encontra-se na TABELA 9, a qual
mostra que o teor de celulose do pool de farinhas de algas (26,41%) foi similar ao
valor da casca do grao de soja (26,18%). O teor de silica presente na farinha de alg=
foi de apenas 0,86%. A determinagao de fibra dietética no pool de farinhas de algas
arribadas apresentou um teor de 2,59g/ 100g da amostra. |

~ A concentragdo de elementos minerais essenciais presentes no pool o
farinhas de algas arribadas encontra-se na TABELA 10, a qual fornece uma
comparagao entre o pool de algas, duas algas (uma parda, outra vermelha) & as
Ingestas Diarias de Referéncia (DRI) para as criangcas de 1 a 3 anos de dase
Foram determinados metais pesados considerados téxicos ao homem (TABELA =+
Dentro do contexto da preparacdo de dietas equilibradas para consumo humame
feita uma pesquisa em relacdo aos elementos essenciais € uma monitoracae Sas

elementos toxicos no PFA. Esse trabalho teve por objetivo a determinacie sas
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niveis e composicdo desses elementos através dos métodos preconizados pela
AOAC. Os seguintes elementos puderam ser determinados: macrominerais (Ca, P,
Mg, K e Na) e elementos-trago (Al, Co, Cu, Fe, Mg e Zn), os resultados foram
expressos em mg/ 100g de PFA, e comparados com as ingestas Diarias de
Referéncias (DRI) para criangas de 1 a 3 anos de idade (criangas alvo para consumo
do PFA). Em relagdo aos macrominerais, foram detectados na mistura altos niveis
de calcio e magnésio (1722,6 e 538,76 mg/100g, respectivamente) superando os
niveis recomendados de acordo com a DRI. Quanto aos elementos-trag:b, foram
observados niveis acima do recomendado para ferro (Fe) e cobre (Cr), e baixos para

0 zinco (Zn).
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TABELA 7: Analise quimica elementar das farinhas de algas marinhas arribadas da

mistura de farinhas (pool).

ANALISE QUIMICA ELEMENTAR (%)

Amostra Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Fibras* :;:t;::
Janeiro B.77Y 1922% par* 12,707 8. 77" 54.27%
Fevereiro 8,22 17,43 0,25 13,58 8.22 52,30
Marco 6,28 24,84 0,62 11,59 6,28 50,39
Abril 123 13,27 0,54 12,96 7,24 58,76
Maio 5,26 16,78 0,15 14,38 5,26 58,17
Junho 5,00 17,87 0,21 14,80 5,00 57,12
Julho 5,54 14,96 0.84 13,2 5,54 59,92
Agosto 4,53 16,02 0,30 13,93 4,53 60,69
Setembro 427 14,81 0,38 12.35 428 63,91
Outubro 4,07 20,44 0,28 11,61 4,08 59,52
Novembro 4,38 25,58 0,68 11,36 4,47 | 53,53

Dezembro 4412 2425% 020* 10.71° 4,432 56,00 ®

Pool de 7307 4483% 035" 1246 6,86 P 58,70 °
farinhas

e Fibra bruta.

** Obtido por diferenca.

e Letras iguais na vertical indicam que nao existe diferenca significativa (p > 0,05); As determinagbes
foram realizadas em triplicada.
« Os valores sublinhados correspondem aos maiores teores de umidade, cinza, lipidio, proteina, fibra

e carboidrato encontrados nas diversas farinhas de algas.
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TABELA 8 — Anélise comparativa da composi¢édo centesimal do pool de farinhas de algas marinhas arribadas com a gracilaria

changgi (alga) e alguns alimentos comumente consumidos pelo homem.

FONTE PROTEINA (%) | LIPIDEOS (%) | CINZAS (%) | FIBRA BRUTA | CARBOIDRATOS
(%) (%)

Gracilaria changgi (alga) ' 6,90 3,30 22,7 24,7

Pool de farinhas de algas 12,16 0,35 14,63 6,86

arribadas
Feijao comum 18,4 2,30 0,60 4,60 64,7
(Phaseolus vulgaris, L.) 3
Soja* 40,03 22,93 5,24 5,85 25,95
Farinha de trigo 2 10,10 1,14 . y
Arroz polido cru * 8,50 0,66 1,08 1,38 88,38
Milho verde cru 2 6,20 5,20 = 3

e Fontes: ' Villarroel et al., (2002); 2 Franco (1999); ® OLIVEIRA et al., 2001; * WANG et al., 2000.

e (-) N&o determinado. A comparagéo foi realizada com alimentos, comumente presentes na dieta de humanos
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TABELA 9 — Andlise comparativa dos teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), celulose,
hemicelulose, lignina, fibra soltvel e silica do pool de farinhas de algas, Ulva lactuca, Sphagnum magellanicum,
casca do grao de soja (CGS), farelo de soja (FS) e milho moido (MM).

Hemi- 4 Fibra
Amostras FDN FDA Celulose calilose Lignina Silica Soluavel *

(9 /100 g de matéria seca)
Pool de algas 41,28 14,87 10,77 26,41 3,23 0,86 58,72
Ulva lactuca * 33,10 15,10 9,50 9,40 2,70 = 66,90
CGSVv 69,20 43,02 = 26,18 8,20 0,44 30,80
FS Vv 12,22 10,13 — 2,09 3,0 — 87,78
MM ¥ 9,99 5,44 s 4,45 2,90 = 90,01

Fonte: * Ventura e Castarion, 1998; ** Villarroel et al., (2002); (¥ ) www.nupel.uem.br/ publicagtes 2002, acessado em 26.11.04.

Silica™": cinzas insoltveis em detergente acido; # valores obtidos por diferenca (entre 100- FDN).
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TABELA 10 — Analise comparativa das concentragdes dos elementos minerais presentes no pool de farinhas de algas marinhas

arribadas (PFA) com as relatadas para as algas Laminaria digitata e Porphyra tenera, e Ingesta Diaria de

Referéncia (DRI) para criangas de 1 a 3 anos de idade.

L i T o PFA L. digitata P. tenera® DRI ®
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) Criangas 1 a 3 anos
Calcio (Ca) 22,60 1005 390 1 500mal
Fosforo (P) ND ND
Magnésio (Mg) 659 565 80m¢
Potéassio (K) 2467,71 11579 3500 ND
Sadio (Na) 161,80 3818 3627 ND
Elementos-Trago

Aluminio (Al) 129,47 ND ND ND
Cobalto (Co) 0,05 ND ND ND
Cobre (Cu) 0,39 <05 <05
Ferro (Fe) 3,29 10,3
Manganés (Mn) 332,52 <05 2,72
Zinco (Zn) 1,48 1,77 221

Fontes: ' Rupérez, 2002; *** Villarroel et al, 2002. ° INSTITUTE OF MEDICINE FOOD AND NUTRITION (2001).

Determinagbes realizadas em ftriplicada. DRI: Indica os valores de referéncia para estimar a ingestdo de nutrientes tanto para o planejamento, quanto

para a analise de dietas de pessoas saudaveis. Valores ndo determinados (ND).



TABELA 11: Teores de metais pesados presentes na mistura de farinhas de algas marinhas arribadas (PFA).

METAIS PESADOS PRESENTES NA MISTURA DE FARINHAS DE ALGAS (mg/ 100g)

Cadmio (Cd) 0,29

Chumbo (Pb) 0,36
Cromo (Cr) 0,23
Niquel (Ni) 0,26
Silicio (Si) 988,97
Vanadio (V) 3,56

* Determinagdes realizadas em triplicada.
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4.2.2. Composigiao de Aminoacidos

A composigdo de aminoacidos do pool de farinhas de algas arribadas esta
descrita nas TABELAS 12 e 13. Os resultados obtidos foram comparados com a
composicdo aminoacidica da proteina padrao do ovo de galinha, as Ingestas Diarias
de Referéncias (DRI) para as criancas na faixa etaria de 1 a 3 anos de idade
(INSTITUTE OF MEDICINE FOOD AND NUTRITION - DRI, 2001) e com as
Recomendacgdes Diarias de Nutrientes (RDA) necessarias para ratos (COATES et
al., 1969). Os teores de todos os aminoacidos, essenciais ou nao, presentes no pool
de algas, foram inferiores aos presentes na proteina (padrao) do ovo. No entanto, o
aminoacido Isoleucina (36,8 mg/g de proteina) atende a demanda nutricional de
criancas na faixa etaria de 1 a 3 anos. Todos os niveis de aminoacidos ndo atendem
os requerimentos (RDA) para ratos, com excecdo do aminoacido triptofano que supri
esse requerimento. Entretanto, observa-se que os aminoacidos presentes na dieta
teste (pool de farinhas de algas + clara de ovo) como a fenilalanina+ tirosina (67,8
mg/g de proteina), metionina+cisteina (37,7 mg/g de proteina), treonina (37,4 mg/g
de proteina), triptofano (43,9 mg/g de proteina) e valina (53,4 mg/g de proteina)
cobrem as necessidades de ingesta diaria de referéncia (DRI) para criancas de 1a 3
anos de idade. Na TABELA 13 estao listadas as concentracbes dos aminoacidos
nao-essenciais das proteinas do PFA (cisteina, glicina, prolina, serina, tirosina, acido
aspartico, acido glutdmico, alanina e arginina). Os aminoacidos arginina, acido
aspartico e acido glutamico foram os que se mostraram em maiores concentragoes
(60; 36,9 e 53,4 mg/ g de proteina, respectivamente). No geral, esses dados foram
comparaveis aos relatados para o farelo de soja, os quais apresentam teores de
aminoacidos essenciais (131,2 mg/ g: proteina) + nao esséncias (239,2 mg/ g
proteina), com um total de 370,4 (Freitas, 2002), que quando comparados aos teores
de aminoacidos da proteina do PFA (1844 + 2045 mg/ g de proteina,
respectivamente para os essenciais, ndo essenciais e total de 388,9) sdo 18,5 %

inferiores aos do mesmo.



TABELA 12 — Analise comparativa da composigdo de aminoacidos essenciais das proteinas do pool de farinhas de algas
marinhas arribadas (PFA) com as das proteinas do ovo de galinha, levando em conta a Ingesta Diaria de

Referéncia (RDI) medios necessarios para criangas e as Recomendagées Nutricionais Diarias (RDA) para ratos.

Aminodcidos Essenciais PFA | Padrio OVO* | PFA + Clarade | RDI p Criangas™/| RDA p/

(mg/ g de Proteina) ovo** 1a3 anos Ratos**
Fenilalanina + Tirosina 28,5 93,0 ‘ 67,8 63,0 90
Isoleucina St 54,0 ‘;‘ Bl 50
Leucina 26,8 86,0 62,5 80
Lisina 15,8 70,0 48,8 60
Metionina + cisteina 1,9 57,0 37,7 45
Treonina 21,9 47,0 37,2 40
Triptofano * 6,7 17,0 43,9 15
Valina 34,2 66,0 ‘ 53,4 55
Histidina 752 22,0 16,2 25
Total 184,4 512 414,8 339 470

Fontes: * FAO/WHO/OMS, 1985; ** COATES et al., 1969. Triptofano * . determinado pelo método de ninidrina-acido (PINTER-SZAKACS & MOLNAR-
PERL, 1990).
** Proporg&o utilizada em relag&o & composig&o de proteina: 8% do pool de farinhas de algas marinhas arribadas para 2% de clara de ovo liofilizada (4:1,

respectivamente). *** Utilizou-se esse grupo etario porque esta faixa seria a destinada a usar a farinha de algas como suplemento alimentar.
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TABELA 13 — Composicao dos aminoacidos nao essenciais contidos nas proteinas do pool de farinhas de algas marinhas
arribadas (PFA) comparados com a composi¢éo aminoacidica das proteinas do farelo de soja.

AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS POOL DE ALGAS FARELO DE SOJA”™
(mg/ g de Proteina)
Cistina 1,0 5,2
Prolina 20,3 21,2 =%
Tirosina 4,4 9,6
Acido aspartico 36,9 436
Acido glutadmico 53,4 75,4
Alanina 33,8 15,3
s e 36,1 |
Total 204,5 239,2

* Fonte: Freitas, 2002.
¢ Aminoacidos em cor cinza apresentaram teores mais elevados do que os da proteina de soja (proteina de origem nédo animal, mas de bom valor

nutricional, e bastante consumida na alimentag&o humana).
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4.3 - Fatores Toxicos e/ou Antinutricionais

Foi encontrado, entre os constituintes do pool de farinhas de algas
arribadas antinutrientes tais como lectinas, acido fitico, compostos fendlicos
(taninos), inibidores de tripsina e de a-amilase. A atividade hemaglutinante nos
extratos elaborados com o pool de farinhas de algas foi avaliada utilizando-se
suspensodes de eritrocitos (2%) de sangues de coelho, galinha e humano (sistema
ABO, Rh positivo e negativo), tratados e nao tratados enzimaticamente com tripsina,
bromelaina; papaina e subtilisina. Os tampdes de extracdes utilizados foram os
seguintes: salina 0,15M; tampao acetato 0,025M, pH 5, c/ salina; tampao borato
0,025M, pH 10; tampao fosfato de sédio 0,02M, pH 7/ com salina 0,15M e Tris-HCI
0,025M, pH 7,5, com e sem salina 0,15M. Os sangues de coelho e de galinha
apresentaram alta atividade hemaglutinante, 64 e 32 UH/ ml, respectivamente,
quando do uso de enzimas (tripsina). Nao foi observada nenhuma atividade
hemaglutinante com os eritrécitos humano do sistema ABO, nativos ou tratados
enzimaticamente com bromelaina, papaina ou tripsina. As atividades apresentadas
pelos eritrécitos de coelho e de galinha tratados com tripsina ou subtilisina foram
baixas (TABELA 14).

Os inibidores de o-amilase foram inativados com o tratamento térmico
aplicado, enquanto os de ftripsina resistiram ao tratamento. O teor de tanino
encontrado no pool de farinhas de algas foi de 59,0 mg/ 100g do pool de algas
(0,059%). A concentragao de acido fitico obtido foi de 45,0 mg por grama da amostra
(0,45%). A fracdao 0/80 do pool de algas mostrou-se tdxica, ao ser aplicada
intraperitonealmente (nas doses de 30, 50, 75 e 100 mg de extrato da fragao 0/ 80
do pool de farinhas de algas) em camundongos, apresentando DLsy foi de 63,75
mg/Kg de peso do animal (TABELA 15).
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TABELA 14 - Atividade Hemaglutinante (UH/ g de farinha) dos extratos do PFA obtidos em varios meios de extragdo empregando

suspensoes de eritrécitos do sistema ABO humano, galinha e de coelho, nativos ou tratados com enzimas.

UNIDADE DE HEMAGLUTINAGAO (UH/ml)
Coelho Galinha

ERITROCITOS

Extrato / Salina 0,15 M

Extrato / Tampao acetato 0,025 M, pH 5,0 NaCl 0,15M

Eritrocitos tratados com tripsina 8 -

Eritrécitos tratados com bromelaina e com papaina - G

Eritrocitos tratados com subtilisina 2 2
Extrato / Tampao borato 0,025 M, pH 10,0

Eritrocitos tratados com tripsina 2 2

Extrato/ Tampao fosfato de sédio 0,02M, pH 7,0 NaCl 0,15M
Eritrécitos tratados com tripsina | - -
Tris-HCI 0,0025 M, pH 7,5 ¢/ e sem NaCl 0,15M
Eritrocitos nativos - 5

(- ) atividade n&o detectada.



m

TABELA 15 — Fatores antinutricionais e/ou toxicos presentes no pool de farinhas de algas marinhas arribadas — Termoestabilidade

dos inibidores de tripsina e a-amilase.

SIS DU s e ST
Pool (sem tratamento térmico) 98,98 70,47% 0,45 0,059 63,75
Pool torrado (200 °C / 10 min) 98,70 - nd nd nd
Pool torrado (200 °C / 20 min) 96,61 - nd nd nd
Pool torrado (200 °C / 30 min) 96,94 - nd nd nd

(-): 100% de inativagdo para os inibidores de a-amilase ; nd: n&o determinado.
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4.4. Experimento Nutricional

Os parametros nutricionais determinados ao longo do experimento de
alimentagao estdo descritos nas FIGURAS 6 a 11. Na figura 6 encontra-se a curva
de crescimento dos animais entre os grupos controle positivo (clara de ovo), controle
negativo (aprotéico) e teste (pool de algas + clara de ovo). Observa-se que os ratos
que consumiram a dieta constituida de clara de ovo liofilizada apresentaram um
crescimento superior ao mostrado pelos ratos dos grupos teste e controle negativo
(aprotéico). A FIGURA 7 mostra a relagdo entre o ganho de peso e a dieta ingerida
entre os ratos dos trés grupos, controle positivo, controle negativo e teste, este
ultimo apresentando maior ingesta alimentar, e ganho de peso um pouco inferior ao
controle positivo (clara de ovo). Na FIGURA 8 esta o resultado referente a conversao
alimentar realizada pelos ratos dos grupos do experimento nutricional. A maior
conversao alimentar foi realizada pelos ratos do grupo controle positivo, seguida da
conversédo do grupo teste (pool de algas + clara de ovo), enquanto o grupo controle
negativo (aprotéico). Na FIGURA 9, observa-se o consumo das dietas e excregdes
fecais realizadas pelos grupos de ratos utilizados no experimento nutricional. O
grupo de ratos que foi alimentado com a racéo teste (pool de algas + clara de ovo)
apresentou diferencas significativas em relagcdo ao grupo controle positivo tem
relacdo a quantidade de dieta consumida, bem como, quanto ao volume de fezes
excretadas. Na FIGURA 10 encontram-se os parametros nutricionais relacionados
com a Proteina Liquida Utilizada (NPU), Digestibilidade Verdadeira (DV) e Valor
Biolégico (VB) referentes aos grupos de ratos do expeﬁmento nutricional. E na
FIGURA 11, encontram-se os valores dos pesos dos orgdos internos (estémago,
intestinos delgado e grosso, e baco) dos ratos pertencentes aos dos trés grupos,

que sofreram alteracdes.
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FIGURA 6 — Curva de crescimento dos ratos (n = 6) alimentados com dieta contendo
pool de algas (dieta teste) comparados com o crescimento dos ratos

dos grupos controle positivo (protéica) e controle negativo (NPC = dieta
aprotéica).
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FIGURA 7 — Relacao dieta ingerida e ganho de peso dos grupos de ratos, protéico,
aprotéico (NPC) e alga. A dieta ingerida € medida em g de racao/ rato/
10 dias do experimento, e 0 ganho de peso &€ medido por peso
ganho(g)/ rato/ 10 dias de experimento. Letras diferentes dentro do
mesmo parametro indica que existe diferenga significativa (p < 0,05)
entre os grupos. Teste realizado pelo programa Eviews 3.1, através do

teste de Tukey.
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FIGURA 8 — Conversao alimentar realizada pelos ratos (n = 6) que consumiram a
dieta contendo o pool de farinhas de alga marinhas arribadas + clara
de ovo liofilizada (dieta teste), comparada com a conversao alimentar
realizada pelos ratos do grupo protéico e grupo aprotéico. * A
conversao alimentar &€ dada em gramas de ganho de peso por 100g
alimento consumido pelo grupo de ratos ao longo de 10 dias. Letras
diferentes refere-se a valores significativamente diferentes (P < 0,05).

Teste de Tukey, programa Eviwes 3.1.
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FIGURA 9: Relagao entre o consumo de dietas (g de racédo ingerida/ rato/ 10 dias de
experimento) e a excrecao fecal (g de fezes/ rato/ ultimos 5 dias do
experimento) proveniente dos ratos (n = 6) pertencentes ao grupo teste
comparados com os dados dos ratos oriundos dos grupos, protéico e
aprotéico (NPC). Letras diferentes para a mesma categoria indica que ha
diferenca significativa (p < 0,05), teste de Tukey, Programa Eviwes 3.1.
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FIGURA 10 - Parametros nutricionais (Proteina Liquida Utilizada = NPU;
Digestibilidade Verdadeira = D; Valor Biolégico = VB) obtidos pela
alimentagao de dois grupos de ratos, um grupo com dieta protéica
constituida de clara de ovo liofilizada e outro grupo com dieta
composta de alga mais clara de ovo liofilizada (dieta teste). Letras
diferentes indicam que existe diferenga significativa (p < 0,05),
teste de Tukey, programa Eviews 3.1.




105

)

N

o
!

Peso mat. Seca (mg

Estémago l.delgado l.grosso Baco

B Protéico OAlga ONPC

FIGURA 11: Orgéos internos dos ratos do grupo teste, que sofreram alteragdes em
relagdo aos mesmos 6rgaos dos grupos protéico e aprotéico. Letras
diferentes horizontalmente refere-se a valores significativamente
diferentes (P < 0,05). Teste de Tukey, programa Eviwes 3.1.
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Pbdde-se observar que os animais que receberam a dieta teste ingeriram mais
alimento (17,46 + 8,57g) do que aqueles que consumiram a dieta padrao (14,54 +
5,91g). E quando se compara o crescimento entre ambos os grupos, verifica-se que
0 grupo padrao cresceu mais que o grupo teste. Comparando o crescimento obtido
com a quantidade de alimento ingerido, percebe-se que os animais do grupo padrao
apresentaram uma conversao alimentar de 35%, enquanto aqueles que receberam a
dieta a base de algas apresentaram aproximadamente a metade deste valor (18%)
(TABELA 16). Durante os cinco ultimos dias do experimento nutricionél, as fezes dos
ratos pertencentes aos trés grupos (pool de algas, protéico e aprotéico) foram
coletadas, pesadas e reservadas para analises posteriores. Os teores de matéria
seca total, extrato etéreo e proteinas presentes nas fezes dos ratos dos grupos
controle positivo (protéico), controle negativo (aprotéico) foram superiores aos dos
ratos do grupo do pool de algas. O que diverge nestes valores € a quantidade de
lipidios excretada nas fezes dos ratos do grupo que consumiu o pool de algas, pois o
mesmo apresentou um percentual de 0,64 + 0,13, enquanto nos grupos padrao e
aprotéico, as excretas foram de 3,25 + 0,03 e 2,09 +0,12, respectivamente. A
umidade presente nas fezes dos ratos do grupo teste foi maior que os demais
(TABELA 17). Na TABELA 18 estdao os resultados referentes as analises da
composicao das fibras em detergente neutro (FDN), detergente acido (FDA),
hemicelulose, celulose e lignina realizadas nas fezes dos ratos pertencentes aos
grupos protéico, aprotéico e teste. Estes achados mostram a quantidade e variedade
de diferentes fibras presentes nas fezes dos ratos dos diferentes grupos.

No tocante ao nitrogénio fecal (TABELA 19), a quantidade de nitrogénio
excretado nas fezes pelos ratos do grupo teste (0,50 = 0,06 g de nitrogénio
excretado/ rato/ ultimos 5 dias do experimento) foi 3,3 vezes maior do que a do
controle positivo (0,16 + 0,02 g de nitrogénio excretado/ rato/ ultimos 5 dias do

experimento).
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TABELA 16 — Ganho de peso, dieta ingerida e conversao alimentar dos ratos (n = 6, cada grupo) alimentados com dietas

contendo o pool de farinhas de algas arribadas comparados com a dieta padréao (clara de ovo liofilizada) e dieta

aprotéica (NPC).

DIETAS GANHO DE PESO (g) DIETA INGERIDA (g) CONVERSAO ALIMENTAR*
Algas + clara de ovo 31,17 £ 4,99 @ 173,65+ 6,16° 0,18+0,03%
Clara de ovo liofilizada 50,70+ 1,11 ® 145,39 + 591 ° 0,35+ 0,02 °
Aprotéico -20,65+2,69° 73,85+9,81° -0,27£0,05°

* Conversdo alimentar & a relagdo entre o peso ganho pelo animal dividido pela dieta ingerida.

» Os valores séo expressos em gramas / rato. Média + Desvio Padr&o. Letras diferentes na vertical indicam resultados estatisticamente diferentes (p <

0,05). Utilizou-se o teste de Tukey através do programa Eviews 3. 1.
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TABELA 17 — Composigcao quimica das fezes dos ratos (n = 6) dos grupos controle positivo (protéico), controle negativo

(aprotéico) e grupo teste (pool de algas + clara de ovo).

GRUPOS MATERIA SECA UMIDADE EXTRATO ETEREO PROTEINAS
TOTAL (%) (%) (%) (%)

Controle Positivo 76,40 +45° 23,61+4,69° 3,25+0,03° 17,80 + 0,142

(Protéico)
Controle 85,63 +2,35° 15,76 2,75 ° 2,09+0,12° 13,51 0,01 °

Negativo (Aprotéico)

Pool de algas + 55,98 +5,83° 4403+583° 0,64 +0,13° 6,38 £ 0,55 ¢

Clara de ovo

e Media + Desvio Padréo. Letras diferentes na vertical indicam resultados estatisticamente diferentes (P< 0,001). Utilizou-se o teste de Tukey através do

programa Eviews 3.1.

¢ Os valores sdo expressos em percentagem (g/ 100g).
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TABELA 18 — Determinacao de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose, lignina, celulose

e cinza insolivel em detergente acido nas fezes dos ratos pertencentes aos grupos controle positivo (protéico),

controle negativo (aprotéico) e teste (pool de algas + clara de ovo).

Grupos de ratos

PROTEICO APROTEICO POOL de ALGAS
Determinagoes (%
F.D.N. 5.68:+0.,017 7,50+ 0,001 @ 34,85+8,61°
F.D.A. 1,65+ 0,04 @ 152+ 0,02 * 11,07 £0,96 °
Celulose 0,12+0,02 ° 1,87 2 044® 7,41+£0,77°
Hemicelulose 3,08+ 0,032 5,98+ 0,03 ° 23,78 £9,52°
Lignina 1,51 + 0,009 @ 0,79+ 0,009 ° 2,84+0,30°
Cinza insollGvel em 0,012 +£0,004 @ 0,012 + 0,004 @ 0,81+0,67°

detergente acido (Silica)

e Letras iguais na horizontal significa que n&o existe diferenca estatistica entre os grupos. Teste de Tukey, programa Eviews 3.1. Os valores

representam a Média + Desvio padr&o.

e Os resultados s3o expressos em percentagem. Probabilidades relativas as comparagdes entre os grupo teste (pool de algas + clara de ovo), controle

positivo (protéico) e controle negativo (aprotéico): Lignina: p < 0,001; celulose: p < 0,001; cinzas:

FDA: p< 0,001

p < 0,01; hemicelulose: p < 0,01; FDN: p < 0,001;
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TABELA 19 - Parametros relacionados com a matéria seca excretada, nitrogénio ingerido e nitrogénio fecal dos ratos dos grupos

teste (pool de algas + clara de ovo) comparados com os do grupo controle positivo (protéico).

PARAMETROS

DIETAS

CONTROLE POSITIVO (CLARA DE OVO)

POOL DE ALGAS + CLARO DE OVO

Dieta ingerida (D) 75,30 + 3,69 2 87,67 +7,87°
Nitrogénio ingerido (N) 1,26 + 0,062 ° 147 %011 *®
Excregéo fecal (F) 4,21+0,46° 26,00 +2,87°
Nitrogénio fecal (NF) 0,16 + 0,02 ® 0,50 + 0,06 °
F /D x 100 5,59 + 0,54 ° 29,58 + 1,34°
NF /N x 100 12,94 + 1,242 42,33+2,90°

e Os valores s&o expressos como a Média + SD. Letras iguais horizontalmente referem-se a valores né&o significativamente diferentes (p > 0,05). Teste de

Tukey, programa Eviews 3.1. Os valores estéo expressos em g/ rato / 5 dias.
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A farinha do pool de algas marinhas arribadas estudadas, quando
incorporado como Unica fonte de proteina em dietas semi-sintéticas e em
comparagédo com a clara de ovo, apresentou valor de NPU (52,45 + 7,52%) inferior
aquele da dieta protéica padrao (71,93 + 5,26%). A dieta a base de algas
apresentou, ainda, baixa digestibilidade (61,78 + 3,01%) quando comparada aquela
da dieta, controle positivo, & base de clara de ovo (90,79 *+ 1,27%). No entanto, o
valor biologico da dieta teste (81,63 + 8,53) foi ligeiramente superior aquele da dieta,
controle positivo, a basé de clara de ovo (79,20 + 5,17%). Os animais que foram
alimentados com a dieta a base de algas apresentaram bom crescimento (NPR =
7,09 + 0,32), apesar de inferior ao do controle positivo (NPR = 9,06 + 0,16 g), o qual
representa o padrao de crescimento apresentado pelos animais do experimento
nutricional. O mesmo se aplica ao NPU (TABELA 20). Na TABELA 21, verifica-se a
variagdo no peso seco dos 6Orgaos internos dos animais que participaram do
experimento nutricional, os quais sofreram alteracoes. Os érgaos internos dos ratos
do grupo teste (pool de algas + clara de ovo) como o estémago, intestinos delgado e
grosso sofreram hipertrofia, enquanto os bacos destes animais sofreram atrofia.



TABELA 20 — Paramentos nutricionais dos trés grupos de ratos (n = 6), controle positivo (clara de ovo), controle negativo

(aprotéico - NPC) comparados com o grupo que consumiu a dieta contendo o pool de algas + claro de ovo.

Parametros

Grupo Controle Positivo

Grupo Controle Negativo

Pool de algas + claras de

(aprotéice) (aprotéico) ovo liofilizadas
Consumo didrio (g/ dia/ rato) 14,54 + 1,61 ® 7,40 +2,36° 17,40 2,76 °
NPR 9,06+ 0,16° - 7,09 +0,32°
NPU (%) 71,93 + 5,26 2 - 52,45 + 7,52°
Digestibilidade (%) 90,79 + 1,273 — 61,78 £3,01°
Valor Biolégico (%) 79,20 + 5,17 81,63 + 8,53 °
Nitrogénio Corpéreo (%) 8,06 + 0,312 8,51£0,24° 791+0,21°

e Os valores sdo expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes horizontalmente referem-se a valores significativamente diferentes (p <
0,05). Teste de Tukey, programa Eviews 3.1. (-): n&o determinado.
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TABELA 21 — Peso seco relativo (9g/100g de peso corpéreo) dos 6rgéaos internos dos ratos (n = 6/ grupo) dos grupos do pool de

algas, dieta protéica (clara de ovo liofilizada) e dieta aprotéica (NPC).

ORGAO APROTEICO (NPC) PROTEICO (CLARA DE OVO) POOL DE ALGAS
Coragao 0,243 +0,04 @ 0,275+ 0,04 2 0,240 + 0,03 2
Estdmago 0,489 +0,20° 0,435 + 0,04 ° 0,507 + 0,05°
Figado 3,330+0,23 ® 3,450+0,26° 3,670+0,352
Intestino Delgado 1,74 +0,48 @ 1,660+0,24 2,500 + 0,20 P
Intestino Grosso 0,928 + 0,49 @ 0,693 + 0,073 ° 0,997 +0,11°
Pulmbes 0,430+ 0,052 0,405 + 0,06 ® 0,398 + 0,02 2
Timo 0,102 + 0,02 # 0,187 + 0,037 @ 0477 £0,08°
Pancreas 0,260 +0,08 @ 0,250 + 0,04 @ 0,290 + 0,09 2
Rins 0,59 + 0,032 0,632 +0,06 2 0,59 + 0,04
Bacgo 0,110+0,022 0,190 + 0,02 ° 0,15+ 0,02 °

e Os valores sdo dados em Média + Desvio Padr&o. Letras diferentes na horizontal indica que p < 0, 05, portanto ha diferenga significativa entre os érg&os

internos dos ratos dos grupos estudados. Teste de Tukey, programa Eviews 3.1.
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5.1. Composicao Quimica e Bioquimica das Farinhas de Algas Marinhas

Arribadas

5.1.2. Composiciao Centesimal da Farinha das Algas Arribadas

Existe uma grande diversidade de espécies de algas marinhas arribadas
na praia de Fleixeiras, o que foi observado durante o transcorrer das coletadas
realizadas ao longo de um ano (TABELAS 6), quando foram identificadas 37
espécies, dentre as quais 24 vermelhas, 9 verdes e 4 pardas, conforme Wynne
(1985). Foi observada uma variagdo sazonal referente as espécies de algas
coletadas nos diferentes meses do ano. Entretanto, algumas espécies de algas
vermelhas tais como, Amansia multifida, Botriocladia occidentalis, Hypnea
musciformis e do género Gracilaria (G. cervicomis, G. domingensis, G. ferox, G.
comea e G. birdeae) tenham apresentado alta freqiéncia e sendo, portanto,
coletadas de 9 a 11 vezes ao longo do periodo avaliado.

A andlise da composicdo centesimal das farinhas de algas marinhas
arribadas referentes aos 12 meses de coletas e do pool destas farinhas mostrou que
ha diferencas significativas entre as amostras coletadas nos diferentes meses no
que diz respeito aos parametros cinzas, fibras e carboidratos (TABELA 7). Pode-se
dizer que os teores de lipidios e proteinas nao diferiram estatisticamente, embora
tenha ocorrido uma variagéo nos respectivos valores ao longo dos meses de coletas.
Os lipidios apresentaram-se em menores concentragcdes, as quais variaram em uma
faixa de 0,15 a 0,84%. Estes achados estao de acordo com JENSEN (1993), quando
o mesmo afirma que, a composi¢cao de nutrientes das algas varia conforme a
espécie, area geogréﬁca, estacdo do ano e temperatura da agua. E, também com
dados encontrados em pesquisa realizada por Fujiwara-Arasaki et al. (1984), os
quais relataram que as algas sdo ricas em carboidratos, possuem baixo teor de
lipidios, s@o ricas em minerais (principalmente calcio, fésforo e ferro) e sdo boas
fontes de proteinas. Os teores de fibra bruta do pool de farinhas de algas variaram
entre 4,08 a 8,22%, valores superiores aos da aveia (7%) e feijao (5%) (CHAVEZ et
al., 1996), e semelhante aos encontrados para as algas vermelhas e pardas (3,9 a
13,5%) no litoral do México (DOMINGUEZ et al., 2002).
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A ocorréncia de mudangas nas propriedades fisicas das algas marinhas é
um importante aspecto de suas fungdes biolégicas. Variagbes na composi¢édo
quimica (cinza, proteina, lipidios e carboidratos) tém sido reportados para um grande
numero de algas marinhas. Este fato foi observado por Zavodnik (1987) ao trabalhar
com a Ulva rigida e Porphyra leucostica, e também por Benevides et al. (1999) ao
trabalharem com as algas vermelhas Gracilaria domigensis e Gellidium pusillum
coletadas em diferentes épocas do ano. Nossos resultados estdo de acordo com os
destes pesquisadores no que se réfere a sazonalidade dos constituintes quimicos.

Norziah e Ching (2000) realizaram um estudo comparativo sobre a
composicao centesimal entre a Gracilaria changgi e diversos alimentos (soja, feijao,
arroz, milho verde, farinha de trigo, etc). Comparando os valores encontrados neste
estudo com os obtidos para o pool de farinhas de algas arribadas, observaram-se
valores elevados em relagéo a proteina (com excegao do teor protéico da soja que &
maior), fibra, cinzas e teores bem baixos de lipidios (TABELA 8). As algas séo
conhecidas por sua riqueza em polissacarideos, minerais e certas vitaminas
(ARASAKI e ARASAKI, 1983). O teor protéico & relativamente baixo nas algas
pardas, porém alto na maioria das vermelhas. Ja o teor de lipidios & geralmente
baixo (MABEAU e FLEURENCE, 1993). Entretanto, a concentracdo desses
constituintes quimicos varia conforme os fatores sazonais (FLEURENCE et al,
1999).

Galland-Irmouli et al. (1999) determinaram o teor de proteinas na alga
vermelha Palmaria palmata, a qual foi coletada mensalmente por um periodo de um
ano e os teores encontrados variaram de 9,7 até 25,5% (matéria seca) com média
anual de 18,3%, o que mostra claramente uma variagao sazonal no teor protéico da
citada alga. Este fato também foi observado em nossos experimentos em relagao as
farinhas de algas arribadas obtidas mensalmente por um periodo de 12 meses, o
qual apresentou variagdo sazonal, de 10,71 até 14,80 % de proteina, com média
anual de 12,76% (TABELA 8). Estes valores estdo de acordo com os encontrados
por Lourenco et al. (2002). Isto era de se esperar devido a diversidade das espécies
coletadas a cada més e a grande quantidade de carboidratos presentes nas algas,
tornando as quantidades de proteinas diluidas no computo geral. Além do mais, o
teor protéico nas macroalgas tropicais e subtropicais apresenta-se em
concentracdes reduzidas (KAEHLER e KENNISH, 1996; WONG e CHEUNG, 2000).
Nas algas brasileiras ocorre 0 mesmo (LOURENCO et al., 2002). Esta tendéncia
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pode ser proveniente das caracteristicas naturais do ambiente marinho brasileiro, o
qual é predominantemente oligotréfico, com baixa disponibilidade de nitrogénio para
as populacdes de algas (OLIVEIRA et al.,, 1997; OVALLE et al., 1999). Isto pode
explicar as reduzidas concentracdes de proteinas encontradas nas farinhas de algas
marinhas arribadas, quando comparadas com os valores de outras espécies.

A variacéo sazonal do teor de proteinas em algas marinhas vermelhas é
evidenciada por valores mais altos durante o inverno e inicio da primavera, e mais
baixos no verao (a 'intensa luz do verdo também pode causar destruicdo das
proteinas) e outono. Ha uma correlagao entre os nutrientes nitrogenados da agua do
mar e o teor de proteina na alga vermelha. Acredita-se que, quanto maior for o teor
de nutrientes na agua do mar maior sera o teor de proteinas nas algas
(LEVAVASSEUR e DION, 1988). De acordo com Mabeau e Fleurence (1993), o teor
protéico das algas varia grandemente de filo para filo. A fragdo protéica das algas
pardas (Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus e Himanthalia
elongada) é geralmente pequena, em torno de 5 a 15% em peso seco, enquanto
altos teores protéicos sdo encontrados nas algas verdes e vermelhas, em média de
10 a 30% em peso seco. As algas vermelhas Palmaria palmata (Dulse) e Porphyra
tenera (nori) apresentam elevados teores de proteinas, de 35 e 47%,
respectivamente. Estes teores sdo comparaveis aos da soja, 0os quais sdo superiores
a 35% (BENEVIDES et al., 1999). O pool de farinhas de algas marinhas arribadas
que avaliamos € uma mistura de algas pardas, vermelhas e verdes em proporg¢ées
iguais, no qual foi encontrada uma variagao protéica sazonal de 10,71 a 14,80% em
peso seco.

Embora as algas ndao sejam uma fonte rica de lipidios, seus teores de
acidos graxos polinsaturados podem ser tdo altos quanto os dos vegetais terrestres
(DARCY-VRILLON, 1993). As variagbes nas concentragcdes de acidos graxos sao
atribuidas ao ambiente no qual as algas estao inseridas e também as diferencas
genéticas das mesmas (NELSON et al.,, 2002). Os acidos graxos saturados sao
encontrados na maioria das algas vermelhas, enquanto os insaturados nas algas
pardas (KHOTIMCHENKO et al., 2002; SANCHEZ-MACHADO et al., 2004).
Herbreteau et al. (1997) reportaram teores de 4% de lipidios para as algas marinhas.
Em estudo realizado com algas vermelhas e pardas, Sanchez-Machado et al. (2004)

encontraram teores de lipidios de 0,7 e 1,8%, respectivamente. Estes achados estao
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de acordo com os detectados nas farinhas e no pool de algas marinhas arribadas, os
quais apresentaram uma variagao de 0,15 a 0,84% de lipidios.

O método de mineralizagao utilizado na obtencdo de cinzas exerce
influéncia significativa na determinacao final dos minerais de algas, pois existe risco
de perdas durante a incineragdo da amostra, devido a volatilizagdo da amostra ou
insolubilidade de elementos minerais (FLEURENCE e LE COEUR, 1999). O teor de
cinzas da maioria dos vegetais terrestres fica em torno de 5 a 10g de cinzas/ 100g
de matéria seca. A batata apresenta 10,4%, cenoura com 7,1%, tomate éom 7,1%,
milho com 2,6%, enquanto o espinafre tem, excepcionalmente para uma planta
terrestre, 20,4% de cinzas (USDA, 2001). Os teores de cinzas encontrados no pool
de farinhas de algas variaram de 13,27% (no més de abril) a 25,58% (no més de
novembro), os quais sdo superiores aos anteriormente descritos. Portanto, este
material pode ser considerado uma boa fonte alimentar de minerais. A composigao
mineral do pool de algas arribadas & comparavel aos valores reportados de algas
provenientes de diferentes partes do mundo (CHAU et al.,, 1997; McDERMID e
STUERCKE, 2003).

Arasaki e Arasaki (1983) reportaram que os teores de carboidratos em
algas marinhas estao na faixa de 50-60% do peso da matéria seca. As farinhas de
algas apresentaram concentracdes semelhantes de carboidratos na faixa de 50,39 -
63,91%, com uma média de 57,05%.

No decorrer da nossa pesquisa foi constatado a sazonalidade de espécies
de algas, bem como as variagdes nas concentracdes nos diversos nutrientes da
composicdo centesimal. A diferenga entre os nutrientes contidos nas amostras de
farinhas de algas arribadas pode ser resultante da extraordinaria capacidade que as
algas possuem de acumular elementos presentes na agua (CARRILLO et al., 1992).
Dawes (1991) reporta que as‘v trocas sazonais nas concentracées de lipidios,
carboidratos e proteina sdo possiveis indicadores do estado fisiolégico da alga.
Todas as coletas foram realizadas em marés baixas, a cada més do experimento,
mas nem sempre entre uma maré baixa e outra distavam exatamente 30 dias, e
observou-se que a intensidade de luz e o periodo das chuvas, dentre outros fatores,
contribuiram para essa variabilidade de resultados. Isto esta de acordo com achados
de Honya et al. (1993); Mabeau e Fleurence (1992) e Yoshie et al. (1994), os quais
reportaram que o teor mineral das algas varia conforme o lugar geografico de coleta,

fatores temporais e ambientais, sua espécie, tempo de permanéncia no oceano,
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exposi¢cao as ondas, sazonalidade, tipo de processamento dado a alga e do método
de mineralizagao utilizado no preparo da amostra para as analises de minerais. Para
Lobban e Harrison (1994) aliado ao exposto, temos 0 meio marinho muito rico em
elementos minerais e também, a grande capacidade que as algas possuem de
armazena-los. Segundo Rupérez (2002) é dificil comparar os teores de minerais
encontrados nas varias algas com os dados provenientes da literatura devido aos
fatores ja pontuados anteriormente, e também & omissdo de detalhes na
mineralizagdo das amostras erﬁpregados nos métodos de analises. E reportado que
o teor mineral de algas € muito maior do que aqueles encontrados para plantas
terrestres comestiveis. O teor de elementos tragos (Fe* + Zn*? + Mn*2 + Cu*?) no
milho & de 4,9 mg/ 100 g da amostra, Laminaria digitata € de 6,06 mg/ 100 g (alga
parda), Porphyra tenera é de 15,73 mg/100g, enquanto que no pool de farinhas de
algas arribadas encontramos 432,82 mg/ 100 g da amostra (TABELA 10). Este valor
€ bem superior ao do espinafre (50,7 mg/100g), que apresenta o mais alto teor de
elementos tracos das plantas terrestres. O pool de farinhas de algas marinhas
arribadas & uma mistura de algas verdes, vermelhas e pardas, onde prevalecem as
duas dltimas, com um alto teor de magnésio (538,76 mg de magnésio/ 100 g matéria
seca). Provavelmente, isto esta relacionado aos seus pigmentos, principalmente a
clorofila, da qual o magnésio faz parte. Isto estd de acordo com Hortobagyi et al.
(1980), citados por Csikkel-Szolnoki et al. (2000), quando reportaram que as algas
contém diversos pigmentos além das clorofilas. Segundo Franco (1999) os ions
magnésio atuam como coenzimas na carboxilase, enolase, fosfoglicomutase e
fosforilase, estando envolvidos na transferéncia de fosfato que utiliza a
adenosinatrifosfato (ATP); € importante na contracdo muscular, na transmissao
nervosa, no metabolismo intermediario do fésforo e dos glicidios, sendo essencial
para a estabilizagdo estrutural dos acidos nucléicos. Todas as algaé presentes no
pool de farinhas tém clorofila na sua composicdo. Os minerais, calcio (1722,60
mg/100g), magnésio (538,35 mg/100g), ferro (98,43 mg/100g) e manganés (332,52
mg/100g) presentes no pool de farinhas de algas marinhas arribadas cobrem as
necessidades de Ingestao Diaria de Referéncia (DRI) para as criancas de 1 a 3 anos
de idade, e sua concentragao de cobre (0,39 mg/100g) ultrapassar o DRI
(0,34mg/100g) para essas mesmas criangas. As concentracdes dos minerais calcio
e manganés no pool de farinha de algas sao bastante altas, e suas importancias

para os seres humanos sao fundamentais, pois, segundo Mahan e Escott-Stump
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(1998), o calcio é o quinto elemento mais abundante no organismo. Constitui cerca
de 1,5 a 2% do peso corpéreo - 99% do calcio esta nos ossos e dentes e 0 1%
restante estd no sangue e liquidos extracelulares e dentro das células dos tecidos
moles. Além de sua fun¢do na construgcdo de ossos e dentes, o calcio também tem
uma série de papéis metabdlicos: afeta a fungcdo de transporte das membranas
celulares, influencia a transmissédo de ions através das membranas de organelas
celulares, a liberagdao de neurotransmissores, a fungdo dos horménios protéicos e a
liberagao/ativacao de enzirﬁas dentro e fora das células. O calcio também é
necessario para a transmissao nervosa e regulagcao do batimento cardiaco. A
concentragcao de manganés no organismo humano tende a ser alta em tecidos ricos
em mitocondrias. Estas associado a formagdo de tecido conjuntivo e dsseo,
crescimento e reprodugédo e metabolismo e carboidratos e lipideos.

As algas marinhas constituem fontes potenciais de fibra dietética que
diferem quimica e fisico-quimicamente daquelas de plantas terrestres, predominando
maior concentracao de fibras solaveis nas mesmas (MORRIS et al., 1989; Kishi et
al., 1982). Devido ao grande numero de diferentes espécies e a variada
especificidade dos polissacarideos algais, existe grande dificuldade em se
determinar a fibra dietética em algas marinhas utilizando uma Gnica metodologia
(LAHAYE, 1991), por isso a literatura € escassa em reportar os teores de fibra
dietética em algas (MORRIS et al., 1989; Kishi et al., 1982). A determinacao de fibra
dietética no pool de farinhas de algas arribadas apresentou um teor de 2,59 g/100 g
da amostra, valor muito inferior ao determinado para muitas algas. Nossos
resultados estdo em desacordo com os publicados por Lahaye (1991), cujas
concentragdes de fibra dietética para algas pardas, vermelhas e verdes ficaram entre
49,0 a 69,7 %. Acreditamos que, provavelmente, essas discrepancias entre os
valores citados s@o decorrentes das espécies de algas, nossas espécies sao
tropicais enquanto as de Lahaye sdo de clima temperado, o que justifica as
diferencas ndo s6 em termos de fibras dietéticas, mas também em relagédo aos
demais nutrientes. Outro fator de igual importancia seria as dificuldades que o
método oficial de determinacdo de fibra dietética apresenta quando se trata de
material com intensa propriedade de gelificacdo. Por conta disso, também foram
realizadas analises referentes as fibras totais, incluindo analises das fracdes de fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), e os componentes de

lignina e celulose,sendo que, a concentracao de fibra soltvel foi obtida por diferenca
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entre (100 — FDN), cujo valor representa todo material insoluvel presente na
amostra. Segundo Pourchet-Campos (1988) a fracdo fibra dietética é constituida
pela fracao insoluvel e soluvel. Fazem parte da fragéo insoluvel a celulose, algumas
hemiceluloses (hemiceluloses arabinoxilanas, segundo JIMENEZ-ESCRIG e
SANCHEZ-MUNIZ, 2000), amido resistente e a lignina, enquanto a fracéo solGvel &
formada pelas pectinas, gomas, mucilagens e as hemiceluloses xiloglucanas e
galactomananas (OLSON et al., 1987; JIMENEZ-ESCRIG e SANCHEZ-MUNIZ,
2000). No caso do pool de algas, a fragao insolavel (hemicelulose', celulose e lignina)
representa 40,41% e a solivel 56,15%; cerca de 0,87% representam proteina
lignificada, pigmentos, gorduras presentes no teor celular (TABELA 9). As cinzas
insoliveis em detergente acido, equivaleram a 0,87% representada pela silica. O
valor médio das fibras totais foi de 6,86%, bem acima daquele estimado através do
método enzimo-gravimétrico, que normalmente traz valores inferiores aqueles
superestimados da metodologia de fibra bruta (PROSKY et al., 1984). Acreditamos
que ainda é necessario estudos para apontar a melhor metodologia na determinacéo
de fibras em algas.

Quanto maior forem os valores do FDN e FDA, menores serdo o consumo
e a capacidade do animal de digerir a ragdo. Para a hemicelulose o valor obtido foi
comparavel ao relatado para a casca do farelo de soja (CFS: 26,18 g / 100g), 13 e
6,5 vezes mais elevado que os encontrados para o farelo de soja (FS: 2,09 g /100g)
e milho moido (MM: 4,45 g /100g). Os dados para FDN e FDA obtidos para o pool de
farinhas (41,28 e 14,87 g/100g) foram muito superiores aos relatados para FS (12,22
e 43,02 g/100g) e MM (9,90 e 5,44 g/100g), respectivamente (TABELA 9). Os
resultados obtidos para o pool de algas arribadas sdo superiores aos das verduras
alface e couve-flor cozida, aos legumes chuchu cozido, tomate fresco e vargem
cozida e as frutas abaéaxi, maca com casca, mamao e melancia, reportados por
- Silva et al. (1990).

5.1.3. Contaminacgao Microbioldgica e por Metais Pesados

A fim de se obter alguma informagao sobre os niveis de contaminagao
das algas, tanto por poluentes como por microrganismos, foram realizadas, em

paralelo, determinacdes de metais pesados e andlise microbiolégica das amostras
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coletadas. A orla litoranea da cidade esta em pleno desenvolvimento comercial, com
a presenca de restaurantes, pousadas e hotéis, os quais langam seus esgotos na
praia, criando um indice de poluicdo j& observada através da analise microbiolégica
realizada com o pool de farinhas de algas coletadas naquela area. Essas analises
apresentaram resultados positivos para coliformes fecais, 9,3 x 10° Numeros Mais
Provaveis (NMP); bolores e leveduras, 4,1 x 10?> Unidades Formadoras de Colénias
(UFC/g) (analises nao apresentadas nos resultados; foram realizadas pelo
Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Ceara — Anexo
1).

Com relacdo aos metais pesados considerados toxicos, que estdo
presentes no pool de algas marinhas arribadas, encontra-se o cadmio, cromo, niquel
e vanadio (TABELA 11). O teor de cadmio (0,29 mg/100g) encontrado no pool/ de
algas apresentou valor superior ao vigente na legislacéo francesa (0,05 mg/ 100g de
cadmio) (TABELA 4), isto denota, provavelmente, que a agua onde as algas foram
coletadas ja mostra indicios de poluicao proveniente, provavelmente, do Porto do
Pécem (préximo a Fleixeiras) , dos esgotos dos restaurantes e residéncias
localizadas préximo ao sitio de coleta. No que diz respeito aos niveis seguros de
metais pesados presentes em algas destinadas ao consumo humano, os valores
encontrados nas algas estdo elevados, quando comparados com os valores (4 mg
de metais pesados/ 100g de matéria seca) estipulados pela legislagdo americana.
S6 a concentragcdo do vanadio ja é quase o limite maximo estipulado. No caso de
peixes, de acordo com a FDA (1993), os niveis de metais pesados ndao devem
ultrapassar 10 ppm de chumbo (Pb) e 3 ppm de arsénio. O estanho, niquel, vanadio
e silicio agora sao conhecidos como sendo essenciais ao organismo humano, mas

ainda nao possuem estabelecidas as ingestas diarias de referéncias (DRI).

5.1.4. Composicao de Aminoacidos

Os aminoacidos ndo essenciais presentes no pool de algas em maiores
concentracdes s3o arginina, acido glutamico, acido aspartico e alanina (TABELA 13).
Os resultados determinados estdo de acordo com os encontrados por Wahbeh

(1997) e Costa et al. (1999). Quanto aos essenciais, todos foram encontrados em
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baixas concentragoes (TABELA 12). Verifica-se que, mesmo aqueles que estdo com
0s niveis maiores, ainda estao abaixo dos teores encontrados na proteina padrao do
ovo, e nao cobrem os requerimentos de ingestas diarias de referéncias (DRIs) das
criangas de 1 a 3 anos de idade, salvo o aminoéacido isoleucina, com 36,8 mg/ g de
proteina, o qual apesar de suprir as necessidades das criangas, ndo cobre o RDA de
ratos. No entanto, o fato do pool de algas possuir os aminoacidos essenciais, ndao
implica que todos estejam disponiveis aos processos digestivos, absortivos e
metabdlicos. Deve-se observar que a amostra citada apresenta em sua cdnstituigéo
antinutrientes capazes de complexar proteinas, aminoacidos e outros nutrientes.
Entretanto, quando se analisa a composicao aminoacidica da dieta teste (pool de
farinhas de algas + clara de ovo) verifica-se que os aminoacidos essenciais
fenilalanina+tirosina (67,8 mg/ g de proteina), metionina+cisteina (37,7 mg/ g de
proteina), treonina (37,2 mg/ g de proteina), triptofano (43,9 mg/ g de proteina) e
valina (53,4 mg/ g de proteina) cobrem as necessidades de ingestas diarias de
referéncias (DRIs) para criangas na faixa de idade anteriormente citada. Mas, em
relacdo ao RDA para ratos, apenas o aminoacido triptofano cobre seus
requerimentos.

Os aminoacidos livres presentes nas algas s&o principalmente alanina,
acido aminobutirico, taurina, ornitina, citrulina e hidroxiprolina. Os niveis diferem de
acordo com as espécies (ARASAKI e ARASAKI, 1983). Geralmente, os varios tipos
de algas comestiveis exibem um padrdo similar de aminoacidos essenciais.
(ARASAKI et al, 1984, citados por MABEAU e FLEURENCE, 1993). Certas
espécies possuem altos niveis de arginina (Ulva pertusa, Undaria pinnatifida e
Porphyra tenera) ou glicina (Porphyra tenera) (ARASAKI e ARASAKI, 1983).

O triptofano, metionina e cisteina sdo os aminoacidos essenciais em
menores concentragdes no pool de algas. Isto estd de acordo com os teores
reportados por Lourenco et al. (2002). Portanto, a ingestao dessa farinha s6 deveria
ser utilizada como complemento protéico, devido a importancia desses aminoacidos
no contexto do crescimento do animal e manutencéo da sua vida. O triptofano atua
como precursor do neurotransmissor serotonina, cuja caréncia no homem pode levar
a agressividade patolégica, depressdao com tendéncias suicidas, e, sendo precursor
da niacina, apresenta funcdo impar no metabolismo energético dos organismos
vivos (MOSKOWITZ et al., 2001; NUNES, 1998a citado por CAMPELLO, 2003). Os
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aminoacidos ndo essenciais presentes no PFA que estdo em maior concentragdo

sao a alanina, arginina, o acido aspartico e glutamico.

5.1.5. Componentes Toxicos e/ou Antinutricionais

Substancias com algum nivel de toxicidade podem também estar presente
nos alimentos e algas marinhas. Dentre essas estao as lectinas (ROGERS e HORI,
1993), cuja presenca foi detectada no pool de algas através da atividade
hemaglutinante dos extratos totais provenientes do pool de farinhas de algas
arribadas extraidas com diversos tampdes. Para tanto foram utilizados eritrécitos de
coelho, galinha e de sangue humano (sistema ABO), (TABELA 14). Nao foi
detectada nenhuma atividade hemaglutinante com os eritrécitos humanos do
sistema ABO, nativos ou tratados enzimaticamente com bromelaina, papaina ou
tripsina. Os eritrocitos de coelho e de galinha apresentaram alta atividade
hemaglutinante de 64 e 32 UH/mI, respectivamente. Enquanto que os mesmos
eritrécitos apresentaram baixa atividade hemaglutinante (2 UH/ml), quando foram
tratados com subtilisina e tripsina. Quando a extracdo foi realizada com tampao
acetato, os eritrocitos de coelho tratados com tripsina apresentaram atividade
hemaglutinante de 8 UH/ml. Ainouz et al. (1992) desenvolveram pesquisa com 27
espécies de algas pardas, vermelhas e verdes da costa cearense e obtiveram
resultados positivos para a aglutinacédo de eritrécitos humanos do sistema ABO
tratados com tripsina, bromelaina e papaina, contrariamente aos nossos resultados,
onde nao foi observada aglutinacdo. Ja para os eritrécitos de coelho e galinha os
resultados de ambas as pesquisas sdo similares e apresentando maior
susceptibilidade a aglutinagdo com o tratamento realizado com tripsina. O potencial
toxico de uma lectina pode ser determinado baseando-se em sua reatividade com
eritrécitos de animais e humano, tratados com tripsina ou nao (JAFFE, 1980;
GRANT et al., 1982). Segundo Jaffe (1980) e Grant et al. (1983), as lectinas que
aglutinam fortemente eritrocitos de coelho, rato, carneiro e humano (tipos O e AB)
tratados enzimaticamente ou ndo, apresentam alta toxicidade oral para ratos. Em
contraste, aquelas lectinas que aglutinam somente eritrécitos de coelho e de rato
(tratados com pronase) sao essencialmente nao toxicas. A atividade hemaglutinante

pode ser resultante da agdo de lectinas, polifendis, taninos e lipidios. O tratamento
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com enzimas pode colaborar neste intento, pois aumenta a capacidade de
aglutinagdo aumentando a exposi¢ao dos carboidratos das membranas celulares
pelos quais as lectinas tém maior afinidade (PUSZTAI et al., 1981). O pool de
farinhas de algas arribadas contém 0,35% de lipidios, 0,059% de tanino (59,00
mg/100g de farinha) e 60,71% de carboidratos. Em virtude do grande percentual de
carboidratos presentes na amostra, & provavel que suas lectinas estejam diluidas em
relagdo aos demais constituintes do pool de algas. A lectina se liga
preferencialmente as porgoes incfdicas das membranas dos eritrécitos de forma
reversivel. Se o meio contiver alto percentual de carboidratos, e a lectina apresentar
afinidade maior por estes, a mesma podera se ligar ao carboidrato, portanto nao
havera aglutinacao lectina-eritrécitos (AINOUZ e SAMPAIO, 1991; FREITAS et al.,
1997). Isto poderia explicar os resultados divergentes de aglutinacdo entre nossos
resultados e aqueles de Ainouz et al. (1992). A perda da atividade hemaglutinante
leva algumas vezes a falsos resultados. Estudiosos do assunto como Chiles e Bird
(1989) citados por Benevides et al. (1999) observaram que as proteinas
hemaglutininas de extratos totais de algas marinhas, os quais possuem metabdlitos
soldveis como os monossacarideos e polifendis, podem ser uma fonte potencial de
erros e variagdes nos resultados destas andlises. Ainouz e Sampaio (1991)
verificaram também que mesmo para eritrocitos tratados enzimaticamente com
varios tipos de enzimas, nao ocorria aglutinacdo das proteinas, hemaglutininas, em
extratos totais de G. domigensis. Dessa forma, é sugestao de Chiles e Bird (1989),
que os extratos utilizados nos testes de hemaglutinacdo sejam pelo menos
parcialmente purificados. Em nossas analises utilizamos extratos totais e foi
observada pouca atividade hemaglutinante nos mesmos, independente do
tratamento enzimatico (papaina, bromelaina, subtilisina e tripsina) dado aos varios
tipos de eritrocitos usados (sangues de coelho, galinha e humano). Isto ocorreu
talvez, porque os extratos utilizados nao foram purificados e/ou devido a grande
variedade de algas presentes no pool de farinhas de algas arribadas, que por sua
vez apresentam grandes quantidades de carboidratos (espécies agardfitas,
exemplos G. domigensis, G. pusillum), taninos, inibidores de tripsina e de a-amilase
e muito provavelmente polifendis (presentes, principalmente nas algas pardas), os
quais podem interferir nos processos de aglutinagdo, ao mesmo tempo em que,
deixam o teor de hemaglutininas diluidas frente ao grande nimero e quantidade de

outras substancias. Talvez os baixos titulos de hemaglutinagdo encontrados sejam
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provenientes de espécies de algas presentes no pool de farinhas, que possuem
lectinas reconhecidamente hemaglutinantes comprovadas em trabalhos ja realizados
com algas marinhas da costa cearense e de outros lugares (CHILES e BIRD, 1989;
AINOUZ e SAMPAIO, 1991; PONTE FREITAS et al, 1997; BENEVIDES et al., 1999).

Nos estudos preliminares, para verificar a presenca ou nao de fatores
toxicos no pool de algas foram produzidos extratos totais com as amostras de algas
e injetados por via intraperitoneal em camundongos. Acreditamos que nenhum efeito
téxico foi detectado pelo fato dos conétituintes téxicos estarem presentes em baixa
concentracdo. Por conta disto, estes foram concentrados por precipitacao protéica
do extrato com sulfato de amoénio a 80% de saturacao (F 0/80), os quais foram,
posteriormente, liofilizados. Desta fragdo foi elaborada uma solugdo estoque na
proporcdo de 1:1 (m/v), a partir da qual foram preparadas doses em diferentes
concentracOes (as doses testadas foram de 30, 50, 75 e 100 mg da fracdo 0/80 do
pool de algas/ Kg de peso corpéreo) e aplicadas nos camundongos para a
determinacédo da dose capaz de matar 50% dos animais (DLsg). Foram observados
sintomas neurotéxicos semelhantes aqueles descritos por Vasconcelos et al. (1994)
e o valor da DLsg desta fracdo foi estimado em 63,75 mg / Kg de peso do animal
(TABELA 15).

Segundo Pinto et al. (2001), substancias como os compostos fendlicos
totais (taninos), inibidores de tripsina e de a-amilase, acido fitico, dentre outras, sao
consideradas como fatores antinutricionais devido os mesmos poderem interferir na
biodisponibilidade e digestibilidade de alguns nutrientes como proteinas e minerais
tracos. Neste trabalho (TABELAS 15) foi detectada a presenca dos antinutrientes
inibidores de tripsina e de a-amilase, taninos e acido fitico no pool de farinhas de
algas marinhas arribadas.

Os procedimentos de lavagens repetidas de sementes em agua, seguida
por decantacdo; tratamento térmico (calor imido e seco: fervura, aUtoélavagem,
microondas) de alimentos e a germinagao sdo métodos utilizados em muitos locais
do mundo com a finalidade de eliminar os fatores téxicos e/ou antinutricionais
presentes em alimentos, pois em sua maioria sdo substancias termolabeis
(GEERVANI e THEOPHILUS, 1981; MUBARAK, 2004). No nosso experimento

utilizamos calor seco para fazer o tratamento térmico do pool de farinhas de algas

marinhas arribadas antes e depois dos ensaios de inibidores de tripsina e de a-
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amilase, como sera explicado posteriormente. Os inibidores de tripsina e-de o-
amilase podem ser parcialmente ou totalmente destruidos durante o cozimento
tradicional de alimentos (KORTT, 1980). A redu¢ao dos fatores antinutricionais como
os taninos, acido fitico, inibidores de proteases e outros antinutrientes, pode ser
obtida através da aplicagao de um tratamento térmico utilizando calor imido ou seco
(REHMAN e SHAH, 2004). De acordo com KADAM et al. (1987), o calor imido como
a fervura e a autoclavagem, melhoram a qualidade das proteinas de leguminosas e
vegetais diversos, devido a reducdo dos niveis de antinutrientes. No noéso trabalho
aplicamos calor seco utilizando forno de fogao (forma caseira), a uma temperatura
de torragem de farinhas, em torno de 200 °C por tempos diversos de 10, 20 e 30
minutos, para verificar o comportamento do alto teor de inibidores de tripsina e de -
amilase presentes no pool de farinhas de algas arribadas. O tempo de 10 minutos foi
suficiente para inativar os inibidores de a-amilase, mas n&o causou inativagao dos
inibidores de tripsina (TABELA 15), o que contraria pesquisa realizada por Romero
(1981), onde os inibidores de tripsina presentes na quinoa (Chenopodium quinoa,
Wild) sao termoldbeis, sendo destruidos por cocgdo, autoclavagem e extrusdo.
Nossos resultados estdo de acordo com outros pesquisadores, no tocante a redugao
de taninos e outros antinutrientes presentes em alimentos (SHARMA et al., 1992;
SINGH, 1993; REHMAN e SHAH, 2004).

A inativagdo ou eliminagédo dos inibidores de proteases melhora o valor
nutritivo dos alimentos, € pode ser realizada através de procedimentos como
tratamento térmico, agentes redutores (sulfito de sédio, cisteina), fracionamento
protéico e extracdo com alcool (RACKIS et al., 1986; FRIEDMAN e GUMBMANN,
1986). A escolha da temperatura de 200 °C utilizada no tratamento térmico das
amostras deveu-se a sua equivaléncia em relagédo a temperatura moderada do forno
de fogao convencional utilizada para torrar graos de forma caseira, ja que este
tratamento térmico, na realidade, seria o empregado por pessoas simples das
comunidades litoraneas, em suas residéncias, ao preparar o pool de farinhas de
algas arribadas para ser consumida pela familia. O que se preconiza na literatura € o
uso das temperaturas de 70 °C (fervura) a 128 °C (autoclavagem), variando o tempo
de exposicdo da amostra (REHMAN e SHAH, 2004). A aplicagdo de calor em
vegetais (ex. leguminosas) antes do consumo pode melhorar a qualidade de suas

proteinas através da destruicdo ou inativacao de fatores antinutricionais termolabeis,
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porém, algumas vezes, o calor ndo é capaz de fazé-lo. Também pode ocorrer a
destruicdo de vitaminas e perda de minerais, bem como a reducéo do teor de lisina
disponivel nessas leguminosas, que j4 é bastante baixo (KON et al, 1981:
BARAMPAMA et al. 1995; CHAU et al., 1997). O tratamento térmico realizado no
pool de farinhas de algas marinhas arribadas nao foi suficiente para desnaturar o
inibidor de tripsina, e assim acabar com sua fungéo biolégica. Reporta-se que o
inibidor de tripsina é bastante resistente ao calor, ao contrario dos inibidores de o-
amilases (Am1 e Am2), os quais séo altamente instaveis a altas temperaturas. No
extrato do pool de algas na concentracdo de 1:20, a inibicdo da a-amilase chega a
70,47%, o que implica em um alto efeito antinutricional, o que nos levou a optar pelo
tratamento térmico escolhido. O fato dos inibidores de tripsina ndo terem sido
inativados pelo tratamento térmico aplicado discorda parcialmente dos achados de
MUBARAK (2004), o qual relata que a aplicagdo de calor e o uso de cocgdo por
microondas sdo meétodos capazes de reduzir ou mesmo destruir antinutrientes,
principalmente inibidores de proteases.

O uso de calor imido é mais eficiente na inativacdo dos inibidores de
protease em alimentos do que o calor seco (RACKIS et al., 1986, SIDDHURAJU et
al.,, 2002). A perda da atividade destes inibidores é fungdo da combinacédo da
temperatura, duragdo do aquecimento, tamanho da particula do alimento e
condigcdes de umidade utilizadas no processamento (DIPIETRO e LIENER, 1989).
Nossos resultados em relagdo a inativagao da atividade dos inibidores de tripsina e
a-amilase estdo de acordo, parcialmente, com o exposto anteriormente, pois o calor
seco utilizado foi suficiente para inativar a a-amilase, enquanto os inibidores de
tripsina mostraram apenas uma pequena redugdo na sua atividade. Doell et al.
(1982) e Rackis et al. (1986) reportaram que muitas vezes, o tratamento térmico
aplicado n&o é suficiente para inativar os inibidores de proteases e de a-amilase,
devido a presenca desses inibidores em diferentes formas moleculares
(isoinibidores) e esses, geralmente apresentam diferentes sensibilidades ao calor.
Para Al-Kahtani (1995), a temperatura de 70°C /120 minutos é suficiente para
desnaturar os inibidores de a-amilase.

Porres et al. (2003) apontam os inibidores de tripsina, taninos, catequinas
e fitatos como fatores antinutricionais de leguminosas. Em estudo realizado por

estes pesquisadores, usando lentilhas (Lens culinaris M.), foi determinado um teor
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de tanino de 180 mg/100g de matéria seca, o qual ndo pareceu produzir efeito
significativo na digestdo em ratos. Este teor de tanino € bem superior ao encontrado
no pool de farinhas de algas arribadas (59,0 mg de tanino/100g do pool de farinhas
de algas arribadas) oferecido como dieta teste a um grupo de ratos no experimento
nutricional, enquanto & préximo ao da alga Enteromorpha spp, 62,0 - 97,0 mg de
tanino/100g de amostra, reportado por Aguilera-Molares et al. (IN PRESS). Singleton
e Kratzer (1969) relataram efeitos deletérios dos taninos sobre animais de
laboratério (danos na mucosa do trato gastrintestinal), e Deshpande et al. (1984),
também incluiram neste rol, redugdes na ingestao alimentar, taxa de crescimento,
digestibilidade protéica, eficiéncia do alimento e na energia liquida metabolizada.
Tais observacdes nao foram verificadas nos ratos do grupo teste (pool de farinhas
de algas), pelo contrario, os animais tiveram uma alta ingestao alimentar, cresceram
bastante, embora um pouco abaixo dos ratos do grupo controle positivo (Figuras 6 e
7). Portanto, o teor de taninos presentes na amostra teste (pool de farinhas de algas)
parece nao ser suficiente para causar danos severos aos animais no estudo
realizado, mas podem ter contribuido para uma menor digestibilidade da proteina e
para o resultado negativo na determinacéo de lectinas (MAIA et al., 2000).

Os ratos que consumiram a dieta teste formada pelo pool de farinhas de
algas marinhas arribadas, o qual continha entre seus constituintes intrinsecos, 59,0
mg de tanino/100g da amostra (equivalente a 0,75% do pool de farinhas de algas
que foi adicionado a dieta teste), apresentaram um ganho de peso na faixa de 31,17
+ 4,99 g/peso seco, o qual € menor do que o ganho de peso mostrado pelos ratos do
experimento de Mole et al. (1993), os quais foram submetidos a dietas balanceadas,
isofendlicas (iguais quantidades de compostos fendlicos, 1,05%, inclusive tanino,
mas de diferentes estruturas quimicas). Neste experimento, o grupo de ratos que
consumiu dieta contendo frages polares de compostos fenélicos apresentou gah‘ho
de peso de 9,6 + 1,2 g/ peso seco; o grupo de ratos que ingeriu dieta contendo
fracdes nao polares de compostos fendlicos obteve ganho de peso de 18,1 + 1,9 ¢/
peso seco; o0 ganho de peso do grupo que consumiu dieta contendo &cido tanico foi
de 16,2 + 1,1 g/ peso seco, e o grupo de ratos com dieta controle (isenta de
compostos fendlicos) apresentou ganho de peso de 55,8 + 3,3 g/peso seco. Existe
portanto, diferenca significativa entre os ganhos de peso do grupo de ratos que
consumiu o pool de farinhas de algas marinhas arribadas e todos os outros grupos

de ratos, mas, embora os ratos da dieta do pool de algas tenham ganhado menos
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peso do que o grupo controle do experimento anteriormente citado, tal ganho de
peso foi muito superior aos demais grupos cujas dietas continham tanino, fracées
polares e ndo polares de compostos fendlicos, o que nos leva a crer que a
quantidade e/ou o tipo de tanino presente na dieta do pool de farinhas de algas no
constitui maior problema para o crescimento dos ratos do nosso experimento.

O teor de &cido fitico encontrado nas farinhas de trigo refinada e integral é
de 2 a 4% e 6 a 10%, respectivamente (FEBLES et al., 2001). No farelo de arroz a
concentracao de acido fitico € de 5 a 6%, sendo um dos mais altos, ja referido na
literatura para alimentos (BRASIL, 2004). Quando se comparam os valores antes
citados aos obtidos para o pool de algas marinhas arribadas, que é de 0,45% de
acido fitico (TABELA 15), observa-se uma baixa concentragdo no pool. Mas,
comparando este valor com o apontado na Legislacao Brasileira da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria -ANVISA (Resolugao no. 53 de 15 de junho de 2000, em anexo 2
— BRASIL, 2002), a qual determina que os niveis de acido fitico em alimentos nao
podem exceder 0,1%, verifica-se que o teor deste acido no pool de algas excede o
que preconizam as normas virgentes. Entretanto, esta concentracido de 0,45% do
pool é inferior aos teores encontrados em alimentos comumente ingeridos pelo
homem, tais como feijado comum (P. vulgaris = 1,45%) (OLIVEIRA et al., 2003);
farinha de trigo refinada (2 a 9,6%) (DOMINGUEZ et al., 2002); milho (Zea mays =
0,77%), soja (G. Max = 1,5%) e farelo de arroz com 3,77% (CHERYAN, 1980).
Contudo, em geral, a presenga de acido fitico no alimento ndo implica na existéncia
de problemas de toxicidade aguda, mas isto depende do restante da ingestéo
dietética (PATEARRYO e FERNANDEZ-QUINTELA, 1995). Mas, como os fitatos
ndo podem ser absorvidos e os humanos possuem habilidade limitada para
hidrolisar esta molécula, um efeito adverso deste acido na biodisponibilidade de
minerais € previsto. Além disso, o fosforo do fitato ndo esta nutricionalmente
disponivel (PAWAR e INGLE, 1988; FEBLES et al., 2002).

5.2. Experimentos Nutricionais

O valor nutricional das algas arribadas testadas em combinag&o com clara
de ovo liofilizada foi avaliado através da sua composi¢cao centesimal, composi¢éao de

minerais, aminoacidos e através de testes biologicos, onde se avaliou a qualidade
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das proteinas da dieta experimental. Em relagdo ao ganho de peso obtido pelos
ratos do experimento nutricional, os animais alimentados com a dieta padrao, cuja
fonte de proteina foi clara de ovo liofilizada (grupo padréo/ controle) obtiveram maior
crescimento do que os ratos do grupo teste alimentados com a mistura pool de
farinhas de algas arribadas + clara de ovo liofilizada, na proporgéo 4:1 (FIGURA 6,
TABELA 16). Esta proporcéo foi selecionada apés varias tentativas de se encontrar
a formulagado adequada que permitisse o fornecimento de 10% de proteinas e que
as dietas fossem isoprotéicas e isocalérfcas. A aceitagao dos ratos a uma dieta
constituida por algas, e o bom crescimento destes animais resultantes do consumo
da dieta a base de algas, também foram observados em pesquisa desenvolvida por
Urbano e Goni (2002), onde foram utilizados um grupo controle e dois grupos
distintos alimentados com as algas Undaria pinnatifida e Porphyra tenera; os trés
grupos utilizaram caseina como fonte de proteina. Nossos resultados mostraram um
ganho de peso de 50,7 + 2,7g para o controle positivo, e 31,17 + 4,99g para o grupo
que consumiu o pool de algas. Observou-se uma perda de peso de 20,65 £ 2,699
para os ratos que consumiram dieta aprotéica. Portanto, quanto a este parametro ha
diferenca significativa entre os trés grupos citados (Figura 7). Estes dados diferem
dos encontrados por Bocanera et al. (2003) em trabalho realizado com as algas nori
(Porphyra tenera), konbu (Laminaria digitata) € um controle positivo a base de
caseina como fonte de proteina, onde o ganho de peso entre os trés grupos nao
apresentou diferenga significativa entre eles. Em face do exposto concluimos que as
algas marinhas arribadas contidas nesta dieta contribuiram para o ganho de peso e
crescimento dos ratos do grupo teste, embora com uma eficiéncia 38% menor do
que a da dieta balanceada padrdo. Este menor aproveitamento poderia ser
explicado por varios fatores, tais como o perfil de aminoacidos inadequado, a
presenca de fatores téxicos e/ou antinutricionais e a menor digestibilidade'dos
componentes da dieta teste. O consumo da dieta do pool de algas (174,61 + 8,57Q)
foi superior ao consumo das dietas protéica (145,39 + 5,91g) e aprotéica (78,38 %
9,6q). Este fato esta de acordo com dados obtidos por Wong et al. (1999) e Ren et al
(1994), os quais afirmam que em experimentos nutricionais utilizando ratos, as
dietas contendo algas marinhas sdo bem aceitas, sendo consumidas em uma
quantidade similar ou superior aquela pertencente a dieta controle. Este fato é

reforcado em trabalhos desenvolvidos por Bocanera et al., (2003) e Urbano e Gofii
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(2002), os quais usaram nas dietas testes, as algas marinhas nori (Porphyra tenera),
konbu (Laminaria digitata) e wakame (Undaria pinnatifida).

Os ratos componentes do grupo teste apresentaram o maior consumo
alimentar, embora seu ganho de peso tenha ficado um pouco abaixo aos dos ratos
do grupo protéico (controle positivo). O que nos leva a concluir que a dieta cuja fonte
de proteina era uma mistura constituida por 80% de algas e 20% de clara liofilizada
de ovo manteve a vida dos animais e promoveu o crescimento dos mesmos. Existe
diferenca significativa em relagdo ao ganho de peso, ingestao de dieta e conversao
alimentar entre os trés grupos (TABELA 16). A conversdo alimentar dos grupos foi
de 0,35 + 0,02; -0,27 + 0,05 e 0,18 + 0,03 para os ratos pertencentes aos grupos
protéico, aprotéico e pool de algas, respectivamente. Esses resultados podem ser
explicados pelos mesmos fatores mencionados acima.

As fezes dos ratos dos grupos controle (positivo, 5,33 + 0,61g de fezes
frescas/rato.5 dias; e negativo, 2,56 + 0,98g de fezes frescas/rato.5 dias)
apresentaram-se secas, esbranquicadas e em quantidades bem inferior as do grupo
teste (44,06 + 7,08g fezes/rato/ 5 dias). E estas ultimas eram em maior volume,
escuras e muito mais hidratadas (FIGURA 8; TABELA 17). O volume de fezes
excretado pelos ratos que consumiram o pool de algas foi 6,18 vezes maior, do que
a excregdo fecal do grupo de ratos pertencentes ao grupo padrdo. Quando
desidratadas, os pesos obtidos das fezes coletadas nos ultimos 5 dias foram 4,21 +
0,46g; 2,23 + 0,82g e 26,00 + 2,87g para os grupos padrao, aprotéico e algas,
respectivamente. Semelhantemente a pesquisa de Gudiel-Urbano e Gorii (2002), foi
observado em nossos experimentos, que a adigdo de algas a dieta de animais,
causou um significativo aumento no peso fresco e seco das fezes. A quantidade de
agua contida nas fezes dos ratos do pool de algas (44,03 + 5,83g) foi maior do que
aquela dos grupos padrdo e aprotéico, 23,61 + 4,699 e 1576 + 2,75g,
respectivamente. Isto significa que os constituintes da fibra das algas devem ter
propriedades de retencdo de agua diferentes daquelas da celulose (CUMMING e
MACFARLANE, 1991; SELVENDRAN et al., 1995).

A TABELA 18 mostra os teores das substancias insoliveis presentes nas
fezes dos ratos dos trés grupos, onde aquelas do grupo teste apresentou valores

superiores de celulose, hemicelulose, lignina e silica. Isto mostra a grande variedade
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e quantidade dessas substancias encontradas nas algas, quando comparadas as
outras dietas utilizadas. Isto esta de acordo com achados de Lahaye (1991).

A concentragao de nitrogénio encontrada nas fezes coletadas nos ultimos
5 dias do experimento dos ratos do grupo teste (0,50 + 0,06g) foi superior a do
controle positivo (0,16 + 0,02g) (FIGURA 9; TABELA 19). Esta alta excre¢do de
nitrogénio fecal em comparacdo ao do grupo controle pode ser devido ao fato da
dieta teste ser mais diversificada, quanto aos seus componentes (celulose,
hemicelulose, lignina, proteina lignificada e amido resistente) e ao fato da dieta teéte
apresentar baixa digestibilidade em relagao ao controle positivo. A elevada excrecdo
fecal de nitrogénio também pode ser explicada como o resultado do aumento da
atividade microbiana no intestino (EGGUM, 1973; PETERSSON et al., 1996).
Segundo Sgarbieri (1987) citado por Monteiro et al. (2004), a digestibilidade & um
determinante na qualidade protéica da dieta. Quando certas ligagdes peptidicas nao
sdo hidrolisadas no processo digestivo, parte da proteina é excretada nas fezes ou
transformada em produtos do metabolismo pelos microrganismos do intestino
grosso. .

O NPR (quociente de eficiéncia liquida da proteina) do pool de farinhas de
algas foi de 7,09 + 0,32, o qual mostrou-se inferior ao obtido pelo grupo protéico
- (9,06 + 0,16). Embora exista diferenca significativa entre ambos NPRs, talvez
possamos dizer que, as proteinas da dieta teste sejam de boa qualidade, pois a
mesma representou cerca de 78,26% do NPR do grupo protéico. Segundo Monteiro
et al. (2004), quanto mais proximos forem os NPRs de duas proteinas (uma teste e
outra padrao) mais semelhantes serdo seus valores biolégicos. Quanto a qualidade
das proteinas algais, avaliada pelo NPU (Utilizagdo Liquida das Proteinas) e
Digestibilidade Verdadeira (DV) das proteinas, a dieta teste apresentou
/aproximadamente 68% e 73%, dos valores da dieta protéica para NPU e
digestibilidade, respectivamente (FIGURA 10; TABELA 20). Uma menor retencao de
nitrogénio no corpo é reflexo de fatores como perfil de aminoacidos da dieta,
presenca de fatores antinutricionais e/ou toxicos e a ma digestibilidade das proteinas
(SIZER et al., 2003). No caso da dieta & base de algas podemos ver que 0
responsavel principal pelo valor inferior de NPU (52,45%) foi a digestibilidade das
proteinas (61,78%), embora ndo possamos descartar a participagdo do perfil de

aminoacidos e a presenca de fatores toxicos e/ou antinutricionais. Este valor de
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digestibilidade é considerado baixo quando comparado com aqueles das proteinas
da soja crua, o qual é de aproximadamente 70% (MIURA et al., 2001).

A ingestdo de algas marinhas pode influenciar a composicdo e as
atividades metabdlicas da microbiota intestinal de ratos, e reduzir as atividades das
enzimas sobre os nutrientes ao longo do intestino devido ao rapido transito
alimentar, contribuindo para uma menor digestibilidade da racdo (URBANO e GONI,
2002). Estes fatores também poderiam explicar a menor digestibilidade do pool de
farinhés de algas quando comparada a dieta protéica. Péra Fleurence et al. (1999) e
Sousa (2001), a baixa digestibilidade das proteinas de uma alga ou ragéo pode estar
relacionada a presenca de fatores toxicos e/ou antinutricionais, tais como
polissacarideos e talvez inibidores de ftripsina. De acordo com Fernandez et al.
(1982), o cozimento de alimentos elimina em larga escala os inibidores de proteases.
O remanescente, ou a por¢do que apresenta atividade resistente ao calor, pode ser
atribuido a presenca de polifendis, dessa forma, uma destruicdo incompleta dos
inibidores de tripsina deve ser considerada. Para Rayas-Duarte et al. (1992), o
grande numero de pontes dissulfidricas e a maior proporgao de residuos de cisteina
contribuem para a termoestabilidade dos inibidores de tripsina. Assim, nao sé os
inibidores de ftripsina, mas também a fibra alimentar sdo antinutrientes
termoestaveis, que podem participar na diminui¢ao do valor nutricional de alimentos
(HUGHES et al., 1996). Em outras palavras, Ventura e Castanén (1998) reportaram
que a baixa digestibilidade de algas pode ser decorrente também, da reduzida
digestibilidade das proteinas ligadas a hemicelulose e, principalmente, devido a
baixa digestibilidade dos carboidratos nZo estruturais insolGveis, os quais s&o
calculados em 35%, aproximadamente. Fleurence e Guéant (1999) comentaram que
o principal obstaculo ao uso de algas na alimentagéo deve-se a dificuldade na
extracdo e digestibilidade de suas proteinas, em decorréncia da presenca de
polissacarideos (alginatos, carragenanas, agar) e da celulose, e que, dentre as
informagdes de natureza quantitativa, o valor nutricional das proteinas das algas, e
particularmente, sua digestibilidade in vivo, sao relativamente pouco conhecidos.

Dentre os fatores antinutricionais protéicos que reduzem a digestibilidade
das proteinas estdo os inibidores de tripsina e quimotripsina, e entre os fatores néo
protéicos estdo as fibras, polifenodis e fitatos (CRUZ et al., 2004). A digestibilidade &
o primeiro fator que afeta a eficiéncia da utilizagéo protéica da dieta. Quando certas

ligacdes peptidicas nao sao hidrolisadas no processo digestivo, parte da proteina €
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excretada nas fezes, ou transformada em produtos do metabolismo pelos
microrganismos do intestino grosso (SGARBIEIRI e WHITAKER, 1982). Isto talvez,
seja a racdo da presenca de proteinas nas fezes dos ratos do experimento
nutricional, bem como da baixa digestibilidade do pool de farinhas de algas marinhas
arribadas. A digestibilidade das proteinas de algas in vivo ndo é bem documentada e
os estudos disponiveis sobre sua assimilagdo por humanos nao apresentam
resultados conclusivos. A digestibilidade verdadeira da dieta do pool de algas esta
de acordo com estudos realizados }com alimentos (60 a 69%) reportados por
Pettersson et al. (1996) e Eggum et al. (1990). As proteinas de origem animal sé@o
menos resistentes a protedlise do que as de origem vegetal (SGARBIERI, 1996).
Nossos resultados estdo de acordo com os pesquisadores citados.

O valor biolégico (VB) do pool de farinhas de algas arribadas foi de
81,63%, superior ao apresentado pela dieta protéica (79,20%). Segundo Pertensson
et al. (1996), o valor biolégico da farinha de aveia varia entre 72 a 79%. Estes
pesquisadores atribuem esse alto valor de biolégico (de cereais - aveia),
possivelmente, ao seu elevado teor de amido (carboidratos). Isto esta de acordo com
nossos achados, pois o pool de algas apresenta elevado teor de carboidratos. Muito
provavelmente, o que a dieta ofereceu aos ratos do grupo teste foi bem aproveitado,
pois quando a dieta é deficiente em nutrientes (no caso, aminoacidos), o animal
tende a ingerir mais para tentar suprir a pouca quantidade deste nutriente. Isso foi
observado em nosso trabalho.

O alto consumo da dieta do pool de algas pelos ratos do grupo teste,
levou alguns orgaos internos destes ratos a sofrerem alteragées (FIGURA 11;
TABELA 21). O estdémago, e intestinos delgado e grosso apresentaram hipertrofia,
enquanto o baco sofreu atrofia, 0 que mostra que houve diferenca significativa (p <
0,05) entre os pesos dos 6rgaos dos ratos estudados. Estes dados estéo de acordo
com os encontrados por Bocanera et al. (2003). A dieta teste parece ter algum
componente toxico e/ou antinutricional que pode ter determinado estas alteracgdes.
Por outro lado, essa toxicidade deve ser de carater bem leve, pelo fato dos ratos do
grupo teste terem crescido bastante e apresentado um consumo diario (17,40 + 2,76
g/dia/rato) superior aos dos ratos que consumiram a dieta protéica (14,54 = 1,61
g/dia/rato), embora sua taxa de crescimento tenha ficado um pouco abaixo & do
controle positivo e bem superior ao do controle negativo, como ja foi reportado

anteriormente. Estes resultados estdo de acordo com Vasconcelos et al. (2001), os
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quais reportaram que dietas contendo substancias téxicas podem causar alteragées,
como hipertrofia dos pulmdes, rins, estdmago, intestinos delgado e grosso, bem
como a atrofia do timo e do baco.

A hipertrofia no estdbmago, e intestinos delgado e grosso dos ratos do
grupo teste (0,51g; 2,50g; e 0,997g/100g de peso corpdreo, respectivamente),
quando comparada com os pesos dos mesmos 6rgaos dos ratos do grupo protéico
(0,44g; 1,669, e 0,69g/100g de peso corpéreo, respectivamente) e grupo aprotéico
(0,49g; 1,74g; e 0,93g/100g de peso corpéreo, respectivamente) pode ser explicada
pela presenca de lectinas na composicdo da dieta teste. Isto estd de acordo com
estudos prévios relatados por Vasconcelos et al. (2001); Otte et al. (2001); e Sasaki
et al. (2002), os quais reportaram que a ligacdo das lectinas aos epitélios intestinais
¢ freqientemente acompanhada da ruptura da borda em escova e da
desorganizacdo das principias células absortivas, as quais causam reducdo na
superficie da area absortiva e, portanto, na absor¢cdo dos nutrientes. Um dos
resultados provenientes desta hiperplasia celular € o aumento enddégeno das
secregdes, levando a um aumento no peso dos intestinos dos ratos alimentados com
dietas contendo lectinas. Para Grant et al. (1989), e Pusztai et al. (1995), o aumento
de peso do intestino, é atribuido a hipertrofia e hiperplasia celulares. Adicionalmente,
Vasconcelos e Oliveira (2004) relataram que, aliado aos efeitos da ruptura das
células da membrana, as lectinas tém mostrado inibir varias enzimas da borda em
escova, o que afetam direta ou indiretamente, ndo apenas a digestibilidade das
proteinas e carboidratos, mas também os estagios iniciais e finais da digestao e
transporte de ambos os nutrientes. A literatura também relata que as lectinas e os
inibidores de proteases contribuem para as alteracdes intestinal e pancreatica (esta
dltima nao foi observada no nosso trabalho), sendo que as lectinas provocam efeitos
agudos e cronicos (locais), os quais sao decorrentes da interacao da lectina com a
borda em escova ou com a mucosa intestinal. A hipertrofia do intestino delgado
(ceco) em roedores, especialmente ratos, € uma resposta comum a administracao
de carboidrato absorvido incompletamente, tais como as carragenanas, presentes
em algas. Essa hipertrofia também é produzida por muitos derivados de plantas e
hidrocolodides, incluindo carboximetilcelulase, goma guar, acacia, pectina, farelo de
aveia e de trigo (MALLETT et al., 1985; NEWBERNE et al., 1988; COHEN, 2002).

A acdo toxica ou a presenga de lectinas inibidoras de crescimento no

intestino delgado, in vivo, interfere severamente no metabolismo desse intestino. As
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lectinas do feijao e soja induzem rapida e progressivo aumento no comprimento e
peso do intestino delgado (GRANT et al., 1987; GREER et al., 1985). O crescimento
de ambos os intestinos, devido as lectinas, aumenta o requerimento de nutrientes
por este 6rgdo e, dentro de 5 a 7 dias, aproximadamente 40 a 60% da ingestao de
nitrogénio da dieta & requerido para dar suporte ao crescimento adicional do
intestino. Acredita-se que parte da proteina consumida pelos ratos do grupo teste
(pool de algas) foi utilizada nesse intento, de forma que, parte da proteina que
poderia ser utilizada pelo rato para o seu ganho de peso, foi desviada do
metabolismo normal do animal, restringindo a quantidade de nutrientes disponiveis
para manter e facilitar o crescimento de outros tecidos corpéreos. Isto esta de
acordo com pesquisa realizada por Grant (1991).

Como a dieta teste (pool de algas) é rica em fibras e, levando em conta
que os ratos deste grupo apresentaram uma ingestao alimentar elevada, assim, o
estdbmago destes passou mais tempo cheio, tornando o transito alimentar mais lento
e contribuindo portanto para seu crescimento.

Em experimento nutricional realizado por Wong et al. (1999) utilizando
separadamente, quatro tipos diferentes de algas coletados no Japao (Ulva sp.,
Hypnea charoides, Colpomenia sinuosa e Sargassum hemiphyllum), nao foram
observadas alteracdes no bago dos ratos dos grupos testes quando comparados aos
ratos do grupo controle. J4 no nosso trabalho foi observado atrofia dos bagos dos
ratos do grupo teste (FIGURA 11, TABELA 21), os quais consumiram o pool de
farinhas de algas arribadas. Este fato pode ser resultante do grande ndamero de
espécies diferentes de algas que compunham o pool de farinhas de algas. Para
Caro-Paton Gémez e Del Olmo Martinez (2000) citados por Bocanera et al. (2003),
estamos longe de entender o efeito do consumo de algas em relagéao as alteragbes
no tamanho do bagco. O bago é considerado um 6rgao reservatério de sanrgue,
sendo, portanto, muito sensivel as mudangas da pressdo sangtinea. Dessa forma, a
alteragcao no tamanho do bacgo pode estar relacionada com a proporgao alterada de
Na/ K dietético. As algas marinhas possuem uma quantidade apreciavel de minerais
e como os ratos do grupo teste apresentaram o maior consumo alimentar, isto pode

colaborar na explicacao dada pelos autores anteriormente citados.
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As conclusées deste trabalho s&o as seguintes: 139

1 — Existe uma grande diversidade de algas marinhas arribadas na praia de
Fleixeiras. Em doze meses de coleta foram identificadas 37 espécies, dentre as
quais 24 vermelhas (predominio), 9 verdes e 4 pardas. As algas Amansia multifida,
Botriocladia occidentales, Hypnea musciformis e as do género Gracilaria (G.
cervicomis, G. domingensis, G. cémea e G. birdeae) foram as espécies que

apresentaram maior freqiiéncia de coleta ao longo de um ano.

2 - As algas arribadas representam um recurso natural rico em nutrientes,
apresentando altos teores de carboidratos (49,93 a 63,24%), minerais (13,27 a
25,58%), fibra bruta (4,8 a 6,86%), baixos niveis de lipidios (0,15 a 0,84%) e uma
concentracdo de proteinas da ordem de 10,71a 14,80%.

3 - Apesar de apresentarem niveis razoaveis de proteinas, as algas arribadas sao

deficientes na maioria dos aminodacidos essenciais, principalmente os sulfurados.

4 - Apresentam fatores toxicos e/ou antinutricionais, como os inibidores de tripsina e
de alfa-amilase, composto fenélico como o tanino, lectinas, e acido fitico, os quais

podem contribuir na redugdo da qualidade nutricional das algas arribadas.

5 - As algas marinhas arribadas aparentemente nao sao adequadas para o consumo
humano, pois mesmo apds processamento térmico, como a torrefagdo, ainda

apresentaram atividade de inibidores de tripsina.

6 - Apesar das limitagdes nutricionais e toxicoldgicas apresentadas, as algas
marinhas arribadas quando combinadas com clara do ovo podem proporcionar o

desenvolvimento de animais em crescimento.

7 - Estudos nutricionais e toxicolégicos mais detalhados se fazem necessarios para

garantir a seguranga da utilizagéo das algas marinhas para consumo humano e/ou

animal.
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RESOLUGAO - RDC N° 53, DE 15 DE JUNHO DE 2000

DispGe sobre o Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e
Qualidade de Mistura a Base de Farelo de Cereais

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso de sua atribuicdo que lhe confere o art.11,
inciso IV, do Regulamento da ANVS aprovado pelo Decreto 3.029, de 16 abril de 1999, c/c 0 § 1° do Art. 95 do
Regimento Interno aprovado pela Resolugdo n 1, de 26 de abril de 1999, em reunido realizada em 14 de junho de
2000,

adota a seguinte Resolugdo de Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagao.

Art. 10 Aprovar o Regulamento Técnico para a Fixacdo de Identidade e Qualidade de Mistura & Base de Farelo de
Cereais, em Anexo.

Art. 2° As empresas tém o prazo de 180 (cento e oitenta) dias, a contar da data da publicacdo desta Resolucdo,
para se adequarem ao mesmo.

Art. 39 O descumprimento desta Resolugdo constitui infracdo sanitdria sujeitando os infratores as penalidades da Lei
n° 6.437, de 20 de agosto de 1977 e demais disposicGes aplicaveis.

Art. 49 Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicagado.

GONZALO VECINA NETO

ANEXO

REGULAMENTO TECNICO PARA FIXAGAO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DE MISTURA A BASE DE FARELO DE
CEREAIS.

1. ALCANCE

1.1.0Objetivo: fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade a que deve obedecer a Mistura a Base de
Farelo de Cereais.

1.2.Ambito de Aplicaciio: o presente Regulamento Técnico aplica-se & Mistura & Base de Farelo de Cereais,
conforme definida no item 2.1.

2.DESCRIGCAO

2.1.Definigio: Mistura & Base de Farelo de Cereais é o produto obtido pela secagem, torragem, moagem e mistura
de ingredientes de origem vegetal, podendo ser adicionada de leite em pé.

2.2.Designacdo:o0 produto é designado de Mistura a Base de Farelo de Cereais.

3.REFERENCIAS

3.1. BRASIL. Lei n° 8.543/92, de 23/12/92. Determina a impressdo de adverténcia em rétulos e embalagens de
alimentos industrializados que contenham gliiten. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 24 de dezembro de 1992. Segdo
1, pt.1.

3.2. BRASIL. Portaria n® 1428, de 26/11/93. Aprova Regulamento Técnico para Inspecdo Sanitaria de Alimentos,
Diretrizes para o Estabelecimento de Boas Préticas de Produgdo e de Prestagdo de Servigos na Area de Alimentos e
Regulamento Técnico para o Estabelecimento de Padrdo de Identidade e Qualidade para Servigos e Produtos na
Area de Alimentos. Diério Oficial da Unido, Brasilia, 02 de dezembro de 1993. Secdo 1, pt.1.

3.3. BRASIL. Portaria SVS/MS n° 326, de 30/07/1997. Regulamento Técnico sobre as condicGes higiénico-sanitarias
e de boas praticas de fabricacdo para estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, 01 de agosto de 1997.
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Secdo 1, pt.1.

3.4. BRASIL. Portaria SVS/MS n© 451, de 19/09/97. Principios Gerais para Estabelecimento de Critérios e Padroes
Microbioldgicos para Alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 02 de julho de 1998. Segdo 1, pt.1.

3.5. BRASIL. Portaria SVS/MS n© 42/98, de 14/01/98. Regulamento Técnico para Rotulagem de Alimentos
Embalados. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 16 de janeiro de 1998. Segdo 1, pt.1.

3.6. BRASIL. Portaria SVS/MS n© 41/98, de 14/01/98. Regulamento Técnico para Rotulagem Nutricional de
Alimentos Embalados. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 21 de janeiro de 1998. Segdo 1, pt.1.

3.7. BRASIL. Portaria SVS/MS n°© 27/98, de 14/01/98. Regulamento Técnico referente a Informagdo Nutricional
Complementar. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 16 de janeiro de 1998. Secdo 1, pt.1.

3.8. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS n°16, de 30/04/1999. Regulamento Técnico de procedimentos para registro de
alimentos e ou novos ingredientes. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 03 de maio de 1999. Secdo 1, pt.1.

3.9. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS n°17, de 30/04/1999. Regulamento Técnico que estabelece as diretrizes basicas
para avaliacdo de risco e seguranca dos alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 03 de maio de 1999. Secdo 1,
pt.1.

3.10. BRASIL. Resolucdo ANVS/MS n©18, de 30/04/1999. Regulamento Técnico que estabelece as diretrizes basicas
para analise e comprovacado de propriedades funcionais e ou de salide alegadas em rotulagem de alimento. Didrio
Oficial da Unido, Brasilia, 03 de maio de 1999. Segao 1, pt.1.

3.11. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS n°19, de 30/04/1999. Regulamento de procedimentos para registro de alimento
com alegacdo de propriedades funcionais e ou de salide em sua rotulagem. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 03 de
maio de 1999. Secdo 1, pt.1.

COMPOSICAO E REQUISITOS

4.1. Composigao

4.1.1. Ingredientes obrigatorios: farelos torrados de trigo ou de arroz ou de milho e ou aveia, em quantidade
minima de 70% (g/100g) e pé de folha de mandioca, batata doce, abdbora e ou chuchu. A utilizacdo de outros
farelos e ou outras folhas de vegetais podera ser autorizada pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, desde
que sejam apresentados estudos conclusivos de avaliagdo de risco e seguranca de acordo com legislacdo especifica.
4.1.2. Ingredientes opcionais: p0 de sementes torradas de abobora, girassol, meldo e ou gergelim; nozes;
castanhas; farinhas e amidos torrados de cereais, raizes e ou tubérculos; leite em pd; germe de trigo e outros
ingredientes que ndo descaracterizem o produto. A utilizacdo de pd de outros sementes, cascas de vegetais, cascas
de ovos de aves e novos ingredientes podera ser autorizada pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitéria, desde
que sejam apresentados estudos conclusivos de avaliagdo de risco e seguranga de acordo com Regulamento
Técnico especifico.

4.1.3. Todos os ingredientes utilizados, incluindo os farelos, folhas e pds de sementes, devem ser especificos para o
consumo humano.

4.2. Requisitos

4.2.1. Caracteristicas sensoriais:

4.2.1.1. Aspecto: caracteristico

4.2.1.2. Cor: caracteristica

4.2.1.3. Odor: caracteristico

4.2.1.4. Sabor: caracteristico

4.2.2. Caracteristicas fisicas e quimicas:

4.2.2.1. Umidade e substincias volateis a 105°C, g/100g........... maximo 6,0%
4.2.2.2. Residuo mineral fixo, g/100......cccceerereceerirenerseenes minimo 5,5%
4.2.2.3. Fibra bruta, g/100.........ccuemmmmcisisssscssssssssnsasaransaces minimo 8,0%
4.2.2.4. Acidez em solucao N, mi/100g maximo 5,0%
4,2.2.5. Acido cianidrico, MG/KG.......ecersrerserecrensesensssnnes maximo 4 ppm

4.2.2.6. ACIdO fitico, G/100G....cuererererreseresmnrsreesessseseaens méaximo 0,1%
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4.2.3. Acondicionamento: O produto deve ser acondicionado em embalagens adequadas as condigdes previstas de
transporte e armazenamento e que confiram ao produto a protegdo necessaria.

5. ADITIVOS INTENCIONAIS E COADJUVANTES DE TECNOLOGIA DE FABRICAGAO

N&o é permitida a utilizacdo de aditivos intencionais e coadjuvantes de tecnologia.

6. CONTAMINANTES

Devem estar em consondncia com os niveis tolerdveis na matériaprima empregada, estabelecidos em Regulame‘nto
Técnico especifico.

7. HIGIENE

7.1. Consideragdes Gerais: os produtos devem ser processados, manipulados, acondicionados, armazenados,
conservados e transportados conforme as Boas Praticas de Fabricacdo, atendendo a legislacdo especifica.

7.2. Caracteristicas macroscopicas: devem obedecer a legislagdo especifica.

7.3. Caracteristicas microscopicas: devem obedecer a legislagdo especifica.

7.4. Caracteristicas microbioldgicas: devem obedecer a legislacdo especifica.

8. PESOS E MEDIDAS s

Devem obedecer a legislacdo especifica.

9. ROTULAGEM

9.1. Deve obedecer o Regulamento Técnico sobre Rotulagem de Alimentos Embalados, e, obrigatoriamente,
apresentar:

9.1.1. quantidade recomendada para cada estado fisiolégico e faixa etaria;

9.1.2. as seguintes adverténcias: " Este produto ndo podera ser consumido como tnica fonte de alimento” e "Este
produto ndo deve ser utilizado na alimentacdo de criangas nos primeiros doze meses de vida";

9.1.3. modo de preparo/ uso, armazenamento e conservagao.

9.2. E vedada na embalagem e ou rétulo a utilizaciio de ilustragio, fotos ou imagens de bebés ou outras formas que
possam sugerir a utilizagdo do produto como sendo o ideal para alimentacdo do lactente, bem como utilizagdo da
frase " quando ndo for possivel ..." ou similares que possam por em divida a capacidade das mdes de
amamentarem seus filhos.

9.3. E vedado mencionar na rotulagem a indicacdo do produto para suprir deficiéncias nutricionais.

9.4.Quando qualquer Informacdo Nutricional Complementar for utilizada, atender ao Regulamento Técnico
especifico.

9.5 Deve constar no rétulo a seguinte informagdo : O Ministério da Salide adverte: ndo existem evidéncias
cientificas comprovadas de que este alimento previna, trate ou cure doengas. ;

10. METODOS DE ANALISE/AMOSTRAGEM
A avaliacdo da identidade e qualidade devera ser realizada de acordo com os planos de amostragem e métodos de
andlise adotados e ou recomendados pela Association of Analytical Chemists (AOAC), pela Organizagdo
Internacional de Normalizagiio (ISO), pelo Instituto Adolfo Lutz, pelo Food Chemicals Codex, pela American Public
Health Association (APHA), pelo Bacteriological Analytical Manual (BAM) e pela comissdo do Codex Alimentarius e
seus comités especificos, até que venham a ser aprovados planos de amostragem e métodos de andlises pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria.

Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria - SEPN 515, Bl.B, Ed.Omega - Brasilia (DF) CEP 70770-502 - Tel: (61) 3448-1000

Disque Satide: 0 800 61 1997
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