UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENRO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PESCA

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE a-CAROTENO, B-CAROTENO E
a-TOCOFEROL EM MACROALGAS MARINHAS UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA

MARCIA BARBOSA DE SOUSA

FORTALEZA-CEARA-BRASIL
AGOSTO / 2005



EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE o-CAROTENO, B-CAROTENO E
a-TOCOFEROL EM MACROALGAS  MARINHAS UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA

MARCIA BARBOSA DE SOUSA

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A COORDENACAO
DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA DE
PESCA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA, COMO
REQUISITO PARCIAL PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE
EM ENGENHARIA DE PESCA.

FORTALEZA-CEARA-BRASIL
AGOSTO / 2005



S697e Sousa, Mércia Barbosa de
Extragdo e quantificacdo de a-caroteno, B-caroteno e a-tocoferol em
macroalgas marinhas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa/ Marcia Barbosa de Sousa.
75 f.: il. enc. Inclui tabelas.

Dissertagéo (mestrado) - Universidade Federal do Cear4, Fortaleza,
2005.
Orientador: Profa. Dra. Silvana Saker Sampaio
Avrea de concentragdo: Bioquimica Marinha

I. Bioguimica marinha 2. Carotenoides — Quantificagdo - Algas marinhas
3. Pré-vitamina A 4. Vitamina E 1. Saker-Sampaio, Silvana Il. Universidade
Federal do Ceara, Mestrado em Engenharia de Pesca Ill. Titulo

CDD 639.2
CDU 639.64:663.16(813.1)



Esta dissertacdo foi submetida a Coordenacdo do Programa de Pés-
Graduacdo em Engenharia de Pesca como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do grau de Mestre em Engenharia de Pesca, outorgado pela
Universidade Federal do Ceara e encontra-se a disposicao dos interessados na
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia da referida Universidade.

A transcricdo de qualquer trecho desta dissertacdo € permitida, desde
que seja feita de acordo com as normas da ética cientifica.

Marcia Barbosa de Sousa

DISSERTACAO APROVADA EM / /

Prof? Silvana Saker Sampaio, Ph.D.
Orientadora da Dissertacéo
Presidente

Prof. Wladimir Ronald Lobo Farias, D.Sc.
Conselheiro

Prof. Francisco Arnaldo Viana, D.Sc.
Conselheiro



Aos meus pais, Edilson e Maria Barbosa,
gue sempre incentivaram meus estudos
dando-me a sustentacao e o amor

gue eu sempre precisei.

Aos meus irmaos, Monica e Roberto,
pelo que representam para mim.

Ao Rubens pelo grande apoio, incentivo
e carinho nesta etapa tao importante
da minha vida.



Vi

AGRADECIMENTOS

A Deus que sempre esta comigo em todos os momentos da minha vida
orientando e direcionando o meu caminho.

Agradecimento especial a minha orientadora Silvana Saker Sampaio, que me
acolheu tdo grandiosamente ao Laboratério de Biologia Marinha (Biomar-
HPLC). Por sua inestimavel dedicacao a este trabalho, paciéncia e aos grandes
conhecimentos que adquiri. Amizade, simplicidade e competéncia
gualificam-na.

Aos Professores Doutores Wladimir Ronald Lobo Farias e Francisco Arnaldo
Viana, pelas valiosas contribuicdes.

Ao Professor Doutor Alexandre Holanda Sampaio, pelo grande apoio para
desenvolvimento do trabalho no Biomar-HPLC.

Ao Professor Doutor Benildo de Sousa Cavada, por ter me concedido alguns
equipamentos para desenvolver a parte experimental deste trabalho.

Ao Professor Doutor José Wilson Caliope de Freitas, por seu incentivo ao
desenvolvimento deste trabalho no Departamento de Engenharia de Pesca.

A amiga Kelma Pires, bolsista do Biomar-HPLC, presente em todos o0s
momentos durante a execucéao do trabalho, ao apoio e dedicacdo sempre.

Aos estagiarios do Biomar-HPLC, Olavo Mourao e lvone Coelho pelo apoio.

Ao Professor e amigo Marcelo Freitas pelas dicas durante a elaboracdo desta
dissertagao.

A todos 0s meus amigos.

Aos professores do Curso de Pds-Graduagdo em Engenharia de Pesca que me
ajudaram a subir mais um degrau na minha vida académica, assim como a
adquirir novos conhecimentos.

A Fundacio Cearense de Amparo a Pesquisa (FUNCAP), pela bolsa que me
foi concedida durante um ano, permitindo a realizacao da parte experimental do
trabalho.

A Universidade Federal do Ceara e ao Departamento de Engenharia de Pesca,
pelo uso de laboratérios e equipamentos.



vii

SUMARIO

Pagina
LISTA DE FIGURAS Vil
LISTA DE TABELAS X
RESUMO Xi
ABSTRACT Xil
1. INTRODUCAO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 4
2.1. Carotenoides Pro-vitamina A 8
2.2. Vitamina E 19
3. MATERIAL E METODOS 28
. Algas 28
. Reagentes 28
. Curva padréo de B-caroteno e a-tocoferol 29
3.4. Analise de a-caroteno, -caroteno e a-tocoferol 30
3.4.1. Extracdo 30
3.4.2. Saponificacéo e Particao 30
3.4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa 32
3.3.4. Calculo do teor de a-caroteno, B-caroteno e a-tocoferol nas de 32
algas
4. RESULTADOS E DISCUSSAO 34
4.1. Carotendides pro-vitamina A 34
4.2. a-Tocoferol 50
5. CONCLUSOES 62

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 65



viii

LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figural. Estrutura e sistema de numeracdo dos carotendides
(BRITTON, 1995). 10

Figura2.  Biossintese de vitamina A (MATHEWS; VAN HOLDE,
1995). 15

Figura 3. Foérmulas dos oito membros das seéries tocoferol e
trocotrienol com atividade de vitamina E (MACHLIN, 1991).

20
Figura 4. Biossintese dos tocoferéis em vegetais (HIRSCHBERG,
1999). 24
Figura5.  Absorcdo, transporte e distribuicdo dos tocoferdis (AZZI;
STOCKER, 2000). 26
Figura 6.  Curva padréo do B-caroteno (Sigma) processado. 29
Figura 7.  Curva padrdo do acetato de a-tocoferol (Ephynal, Roche)
processado. 30

Figura 8. Cromatograma tipico obtido do padrdo submetido a
saponificagdo e particio com 1,5 ug de p-caroteno na 35
coluna (C9750 Sigma).

Figura9.  Cromatograma tipico do extrato das Chlorophyta, contendo
o-caroteno e [-caroteno, representadas pela Caulerpa 36
prolifera.

Figura 10. Cromatograma tipico dos extratos das Rhodophyta
contendo a-caroteno e [-caroteno, representadas pela 40
Bryothamnion triquetrum.

Figura 11. Cromatograma tipico dos extratos das Rhodophyta,
contendo apenas p-caroteno, representadas pela Gracilaria 41
sp.

Figura 12. Cromatograma tipico dos extratos das Phaeophyta,
contendo  B-caroteno, representadas pela Padina 44
gymnospora



Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Cromatograma tipico obtido para 70 ug de a-tocoferol na
coluna submetido a saponificacdo e particao

Cromatograma tipico dos extratos das Chlorophyta,
contendo a-tocoferol, representadas pela Caulerpa prolifera

Cromatograma tipico dos extratos das Rhodophyta,
contendo a-tocoferol, representadas pela Enantiocladia
duperreyi

Cromatograma tipico dos extratos das Phaeophyta,
contendo a-tocoferol, representadas pela Dictyota
dichotoma

52

53

55

56



LISTA DE TABELAS

Pagina

Tabela 1. Distribuicdo dos carotendides em algas marinhas
(LIAAEN-JENSEN, 1977; ROWAN, 1989). 18

Tabela 2. Contelido de a-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) nas algas marinhas pertencentes a divisdo
Chlorophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE. 37

Tabela 3. Contelido de a-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) nas algas marinhas pertencentes a divisdo
Rhodophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE. 39

Tabela 4. Contelido de a-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) nas algas marinhas pertencentes a divisdo
Phaeophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE. 43

Tabela 5. Contetdo de carotendides pro-vitamina A (ng.g™ peso
fresco) em vegetais normalmente consumidos. 46

Tabela 6. Contetdo de o-tocoferol nas algas marinhas
pertencentes a divisdo Chlorophyta, coletadas na Praia
de Guajiru, Trairi-CE. 52

Tabela 7. Contelido a-tocoferol nas algas marinhas pertencentes a
divisdo Rhodophyta, coletadas na praia de Guajiru, Trairi-
CE. 54

Tabela 8. Contetdo de o-tocoferol nas algas marinhas
pertencentes a divisdo Phaeophyta, coletadas na Praia
do Guajiru, Trairi-CE. 56

Tabela 9. Contetdo de a-tocoferol (ug.g™ peso fresco) em vegetais,
Oleos e produtos alimenticios normalmente consumidos. 61



Xi

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de 32 espécies de algas
marinhas das divisdes Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta como fontes de
a-, B-caroteno e a-tocoferol. Todas as Chlorophyta apresentaram o- e -caroteno.
O teor de o-caroteno variou de 0,814 + 0,256 a 71,378 + 3,550 ug.g™ peso
fresco, sendo mais elevado no género Caulerpa e mais baixo em Codium
decorticatum. O teor de B-caroteno variou de 2,322 + 0,736 a 26,705 + 7,398
ng.g* peso fresco, sendo minimo em C. mexicana e maximo em Ulva fasciata.
Com relacao ao retinol equivalente (RE), as algas verdes apresentaram minimo
em C. mexicana (0,962 + 0,256 ng.g™') e maximo em Caulerpa prolifera (9,014
+ 0,442 ng.g™). Considerando a ingestéo de 100 g de alga fresca por dia, uma
porcdo de Caulerpa prolifera forneceria 100% da ingestéo diaria recomendada
(IDR). Todas as Chlorophyta apresentaram o-tocoferol, exceto Cladophora
prolifera. Os teores minimo e maximo foram 15,650 + 2,634 e 383,047 + 85,254
ng.gt peso fresco em Codium decorticatum e Caulerpa prolifera,
respectivamente. Com relacédo ao tocoferol equivalente (TE), a ingestdo diaria
de 100 g de Caulerpa prolifera fresca forneceria quase quatro vezes mais que a
IDR e a mesma porcao de Codium decorticatum seria responsavel por apenas
/s da IDR. Dentre as Rhodophyta estudadas, nove ndo apresentaram
a-caroteno. Nas outras onze, o seu teor oscilou de 0,487 + 0,267 pg.g™* em
Solieria filiformis a 3,055 #* 0,278 pg.g* peso fresco em Botryocladia
occidentalis. p-Caroteno foi encontrado em todas as espécies de algas
vermelhas com valores minimo e maximo de 0,336 + 0,209 e 4,284 + 0,607
ng.g' de peso fresco em Gracilaria caudata e Bryothamnion triquetrum,
respectivamente. Com relacdo ao RE, foi observado valor minimo em Gracilaria
caudata (0,056 + 0,035 ug.g™) e maximo em Bryothamnion triquetrum (0,764 +
0,109 ng.g%). Uma porcdo de 100 g de Bryothamnion triquetrum fresca
forneceria um pouco mais de /i, da IDR. Oito espécies de Rhodophyta
estudadas ndo apresentaram o-tocoferol. Nas outras doze, seu conteudo
oscilou entre 4,809 + 1,058 e 31,872 + 5,883 png.g™ peso fresco, em Gracilaria
ferox e Enantiocladia duperreyi, respectivamente. Em relacdo ao TE, a ingestao
diaria de 100 g da alga E. duperreyi fresca forneceria /s da IDR. As
Phaeophyta estudadas apresentaram apenas -caroteno, com valores minimo
e maximo em Dictyopteris delicatula e Padina gymnospora, iguais a 0,266 *
0,198 e 12,230 + 2,859 ug.g™ peso fresco, respectivamente. Com relagéo ao
RE, o teor minimo foi observado em Dictyopteris delicatula (0,044 + 0,033 pg.g™)
e maximo em Padina gymnospora (2,038 + 0,476 pg.g'). Considerando a
ingestdo diaria de 100 g de alga fresca, uma por¢cdo de P. gymnospora seria
responsavel por '/, da IDR. As Phaeophyta apresentaram o-tocoferol, com
valor minimo em Lobophora variegata igual a 4,722 + 2,062 ng.g™* peso fresco
e maximo em Dictyota dichotoma, igual a 42,817 + 31,012 pg.g™ peso fresco.
Considerando a ingestdo de 100 g de alga fresca por dia, uma por¢cao de
Dictyota dichotoma forneceria '/, da IDR de TE.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the potential of 32 marine
macroalga species belonging to Chlorophyta, Rhodophyta and Phaeophyta as
sources of a-carotene, B-carotene and o-tocopherol. Both a-carotene and
B-carotene were found in all species of green macroalgae analyzed. The
content of a-carotene varied from 0.814 + 0.256 to 71.378 #* 3.550 pg.g™ fresh
weight, being maximum in algae belonging to Caulerpa genus and minimum in
Codium decorticatum. The amount of B-carotene varied from 2.322 + 0.736 to
26.705 + 7.398 ng.g* fresh weight, being minimum in C. mexicana and
maximum in Ulva fasciata. Green macroalgae showed lowest retinol equivalents
(RE) content in C. mexicana (0.962 + 0.256 ng.g™) and highest in Caulerpa
prolifera (9.014 + 0.442 pg.g™). A 100 g portion of fresh Caulerpa prolifera
would provide 100% of the Recommended Daily Ingestion (RDI) of RE.
a-Tocopherol was found in all green macroalgae analyzed but Cladophora
prolifera. Minimum and maximum content were observed in Codium
decorticatum (15.650 + 2.634 ug.g”* fresh weight) and Caulerpa prolifera
(383.047 + 85.254 nug.g™* fresh weight). Regarding tocopherol equivalents (TE),
a 100 g portion of fresh Caulerpa prolifera would provide almost four times the
RDI and the same amount of Codium decorticatum would provide only */s RDI.
There was no a-carotene in nine Rhodophyta species. The other eleven
showed values between 0.487 + 0.267 pg.g™ fresh weight in Solieria filiformis
and 3.055 + 0.278 ug.g™* fresh weight in Botryocladia occidentalis. p-Carotene
was found in all red macroalgae analyzed, exhibiting values of 0.336 + 0.209
and 4.284 + 0.607 ug.g'1 fresh weight in Gracilaria caudata and Bryothamnion
triquetrum, respectively. The lowest RE was observed in G. caudata (0.056 *
0.035 pg.g™?) and the highest in B. triquetrum (0.764 + 0.109 pg.g™). A 100 g
portion of fresh B. triquetrum would provide less than /i, RDI of RE.
a-Tocopherol was not detected in eight species of Rhodophyta. In the other
twelve, the content varied from 4.809 + 1.058 to 31.872 + 5.883 ng.g™ fresh
weight in Gracilaria ferox and Enantiocladia duperreyi, respectively. A 100g
portion of fresh E. duperreyi would provide /3 RDI of TE. Species of
Phaeophyta contained p-carotene but no o-carotene. The lowest value for
B-carotene was found in Dictyopteris delicatula (0.266 + 0.198 ng.g™” fresh
weight) and the highest in Padina gymnospora (12.230 + 2.859 nug.g™ fresh
weight). Regarding RE, the content varied from 0.044 + 0.033 pg.g™ to 2.038 +
0.476 ng.g™ for D. delicatula and P. gymnospora, respectively. A 100 g portion
of fresh P. gymnospora would provide '/, RDI of RE. o-Tocopherol was
detected in all Phaeophyta species analyzed. The amount of a-tocopherol was
4.722 + 2.062 pg.g* Lobophora variegata fresh weight and 42.817 + 31.012
ng.g™* Dictyota dichotoma fresh weight. A 100 g portion of fresh D. dichotoma
would provide '/, RDI of TE.



1. INTRODUCAO

As macroalgas constituem um grupo heterogéneo de vegetais
criptogamicos compreendidos em trés grandes divisdes. Elas sdo encontradas
abundantemente em todos os ecossistemas, ocorrendo em agua doce ou em
costdes rochosos marinhos, estando claramente distribuidas em funcao das
marés (RAVEN, 1999).

As algas marinhas sao fonte de uma grande variedade de compostos
benéficos para o homem, apresentando diversas aplicacdes em nutricdo animal
e humana (INDERGAARD; MINSAAS, 1991), fertilizacdo do solo (BLUNDEN,
1991), industria de alimentos (ITO; HORI, 1989) e outras areas biotecnolégicas
(LIMA et al., 1998; FARIAS et al., 2000; FARIAS et al., 2001; LIMA et al., 2004).

Durante as ultimas décadas, a comunidade cientifica demonstrou
interesse crescente pelo estudo dos carotendides e das vitaminas
lipossoluveis, que podem estar associados com a reducdo de doencas
cardiovasculares e outras doengas degenerativas (PETO et al.,, 1981;
HIRSCHBERG, 1999; JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001; GRASSMANN et al.,
2002; DRISKO et al., 2003; STAHL, SIES, 2003; WILLIS; WIANS Jr, 2003;
JOHNSON, 2004). Informagdes sobre o potencial das macroalgas marinhas
como fontes destes compostos ainda sao escassas no Brasil.

Os carotendides sdo um dos mais importantes grupos de pigmentos
naturais, devido a sua grande distribuigdo, diversidade estrutural e numerosas
funcbes. As pesquisas, que antes focalizavam somente a atividade do

-caroteno como precursor da vitamina A, tém abordado mais recentemente a



capacidade dos carotenodides como potentes antioxidantes e sequestradores de
radicais livres (HANDELMAN, 2001; KRINSKY, 2001; ROCCHI et al., 2001;
MONTENEGRO et al., 2002; SEMBA; DAGNELIE, 2003).

Os organismos marinhos e de agua doce sao fontes de carotendides
(LIAAEN-JENSEN et al., 1982; WAN et al., 1995; MIKI et al., 1996; SHIMIDZU
et al., 1996). pB-Caroteno, por exemplo, ocorre naturalmente em micro e
macroalgas marinhas. Algumas espécies sdo capazes de acumular também
outros carotendides como astaxantina, cantaxantina, luteina e zeaxantina
(BJORNLAND; AGUILAR-MARTINEZ, 1976; ROWAN, 1989; SENGER et al.,
1993; GUNSTHEIMER; JAHREIS, 1998; LI; CHEN, 2001). Muitas microalgas
s&o cultivadas com a finalidade de serem utilizadas diretamente como alimento
humano ou para a extragdo de compostos como B-caroteno. Entretanto, o
interesse maior do cultivo de microalgas esta relacionado com seu uso na
alimentagao de organismos marinhos cultivados (WIKFORS; OHNO, 2001).

As algas marinhas tém sido usadas na alimentacdo humana, por varios
séculos, principalmente nos paises da Asia como China, Japdo, Coréia e
Filipinas, onde as espécies mais consumidas sao Laminaria japonica, Undaria
pinnatifida e Porphyra spp. (LIPKIN, 1985; XIA, ABBOTT, 1987; LUNING;
PANG, 2003). Como os alimentos de origem vegetal, as algas marinhas séo
uma fonte natural de muitos nutrientes, dentre os quais as vitaminas (BROWN
et al.,, 1999; NORZIAH; CHING, 2000; BURTIN, 2003; AGUILERA-MORALES
et al., 2005). Na Europa, predomina o consumo de Palmaria palmata, Porphyra
spp., Chondrus crispus e Mastocarpus stellatus (INDERGAARD, MINSAAS,
1991; BURTIN, 2003). Estas espécies apresentam caracteristicas que

promovem seu uso como alimento humano e o consumo € limitado apenas



pela aceitabilidade do consumidor. A Franca foi o primeiro pais europeu a
estabelecer um regulamento especifico para o uso de algas marinhas como
alimento humano, que devem atender as especificacdes industriais e técnicas e
aquelas relativas a saude dos consumidores, como limites maximos permitidos
de minerais téxicos e de certas bactérias (MABEAU; FLEURENCE, 1993).

Embora a maioria dos paises ocidentais, incluindo o Brasil, nao
apresente tradicdo no consumo de algas marinhas, como acontece com o0s
povos orientais, € possivel utilizar o potencial existente com o objetivo de
estabelecer uma aplicacdo futura. Entretanto, para que isso ocorra é
necessario obter dados analiticos quimicos e bioquimicos que mostrem que as
algas marinhas e seus produtos sdo boas fontes de nutrientes essenciais.
Assim, seria possivel promover seu uso como alimento ou como ingrediente no
enriquecimento de alimentos normalmente consumidos pela populagao.

Dada a importancia dos carotendides pro-vitamina A e da vitamina E,
este estudo tem como objetivo determinar as espécies de macroalgas
marinhas, coletadas na Praia do Pacheco, Caucaia — Ceara, que podem ser
consideradas como fontes “excelentes” (alimentos que fornecem pelo menos 2
da ingestao diaria recomendada — IDR) ou “uteis” (aqueles que fornecem pelo

menos % da IDR) desses nutrientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A utilizagdo de algas marinhas para consumo humano esta
documentada desde 600 a.C. Elas tém sido usadas na alimentagdo do homem
e de outros animais, assim como na fertilizacdo de solos, como agentes
fungicidas e herbicidas e como fontes de ficocoldides. Os povos orientais
consomem algas marinhas principalmente como suplemento vitaminico ou
aditivo alimentar, sendo comum a adigdo de algas cruas em diferentes
preparos culinarios. Entretanto, elas também podem ser salgadas, antes da
comercializagdo. Em regides costeiras, as algas marinhas tém sido diretamente
utilizadas como ingrediente em ragao animal com efeitos benéficos, que podem
estar relacionados com o alto teor de vitaminas e minerais (ITO; HORI, 1989).

O cultivo de algas, fundamentado na pesquisa cientifica que elucida os
ciclos de vida e as caracteristicas de crescimento das espécies de interesse
comercial, tornou-se uma importante industria, principalmente na Asia, e tem se
expandido para a América do Sul e Africa (XIA; ABBOTT, 1987; ABBOTT,
1988; GUNSTHEIMER; JAHREIS, 1998; WIKFORS; OHNO, 2001; BURTIN,
2003; LUNING; PANG, 2003). A crescente necessidade por uma producgéo
mais significativa nos ultimos cinquenta anos foi o fundamento técnico para a
utilizacdo de algas cultivadas em substituicdo as coletadas na natureza. De
acordo com WIKFORS; OHNO (2001), a produgao mundial de algas marinhas
provenientes da aquicultura esta estimada em 5 a 6 bilhdes de ddlares

americanos por ano, correspondendo a 10’ toneladas de peso timido.



Apesar da tradicdo dos orientais, os povos ocidentais ainda sabem
pouco sobre o valor das algas como fonte de alimento. Na Europa, as algas
sao usadas principalmente nas industrias alimenticia, farmacéutica, de
cosméticos e téxtil. Os polissacarideos extraidos de algas marinhas séo
usados como agentes gelificantes e espessantes em varios alimentos
industrializados como produtos lacteos, sucos de frutas, molhos, pudins,
geléias e carnes enlatadas para alterar sua consisténcia (GUNSTHEIMER;
JAHREIS, 1998). A Franca foi o primeiro pais europeu a estabelecer um
regulamento especifico para o0 uso de algas na alimentagdo humana. Onze
espécies de macroalgas (Phaeophyta: Ascophyllum nodosum, Fucus
vesiculosus, F. serratus, Himanthalia elongata e Undaria pinnatifida;
Rhodophyta: Porphyra umbilicalis, Palmaria palmata, Gracilaria verrucosa e
Chondrus crispus; e Chlorophyta: Ulva spp. e Enteromorpha spp.) e duas de
microalgas (Spirulina sp. e Odontella aurita) receberam autorizagdo para serem
utilizadas como alimento vegetal e condimento (MABEAU; FLEURENCE, 1993;

BURTIN, 2003).

A composi¢ao nutricional de algumas algas comestiveis tem sido
publicada recentemente: Palmaria palmata da Franga (GALLAND-IRMOULI et
al., 1999); Gracilaria changgi da Malasia (NORZIAH; CHING, 2000); Hypnea
charoides, H. japonica e Ulva lactuca de Hong Kong (WONG; CHEUNG, 2001);
vinte e duas espécies de macroalgas do Havai (MCDERMID; STUERCKE,
2003); Monostroma undulatum da Argentina (RISSO et al.,, 2003) e
Enteromorpha spp. do México (AGUILERA-MORALES et al., 2005).

Mais pesquisas s&o necessarias, uma vez que outras espécies de algas

marinhas podem ser utilizadas como alimento, sendo capazes de suplementar



aqueles produzidos na terra. Analises quimicas e bioquimicas de algas “in
natura” freqientemente mostram que elas sdo boas fontes de importantes
nutrientes como polissacarideos e fibras dietarias, minerais, proteinas e
aminoacidos, lipidios e acidos graxos e vitaminas hidrossoluveis e lipossoluveis
(MABEAU; FLEURENCE, 1993; FLEURENCE, 1999).

O teor de proteina presente nas algas difere com a espécie. Geralmente,
a fracao de proteina encontrada nas algas pardas € mais baixa (3-15% do peso
seco) do que a das algas verdes ou vermelhas (10-47% do peso seco). A
espécie de feoficea Undaria pinnatifida (“wakame”) apresenta teor de proteina
entre 11-24% de seu peso seco, enquanto outras algas pardas também
exploradas industrialmente (Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum, Fucus
vesiculosus e Himanthalia elongata) possuem quantidade de proteina inferior a
15% do peso seco. Em varias algas verdes pertencentes ao género Ulva, o teor
de proteina oscila entre 10-26% de seu peso seco. O teor de proteina na Ulva
pertusa, bastante consumida no Japéao, varia de 20-26% de seu peso seco
(FLEURENCE, 1999). A macroalga vermelha Palmaria palmata consiste em
uma boa fonte de proteina (10-26% do peso seco), além de conter aminoacidos
essenciais que representam de 26 a 50% do total de aminoacidos, quantidade
semelhante a encontrada em clara de ovo (GALLAND-IRMOULI et al., 1999).

As algas marinhas possuem muitos polissacarideos resistentes a
hidrolise pelas enzimas endoégenas do tubo digestivo, portanto sao
consideradas como fibras dietarias (MICHEL et al., 1996). O teor de fibras
dietarias varia de 33 a 75% do peso seco das algas e consiste principalmente
em polissacarideos soluveis (entre 17 e 59%) (JIMENEZ-ESCRIG,

CAMBRODON, 1999). As fibras de origem algal diferem quimica e fisico-



quimicamente daquelas de plantas terrestres, podendo induzir efeitos
fisiologicos diferentes. A farinha de Ulva fasciata € capaz de impedir o aumento
dos niveis de colesterol sangliineo mesmo sob dieta hipercolesterolemizante e
de manter a gordura corporal baixa, representando uma fonte potencial de fibra
soluvel da ordem de 34,52% (SOUSA, 2000). As algas Undaria pinnatifida e
Porphyra tenera promovem efeitos na fisiologia do trato intestinal, através da
reducdo da exposigao intestinal a substancias carcinogénicas mobilizando o
bolo fecal (GUDIEL-URBANO, GONI, 2002).

Como os outros alimentos de origem vegetal, as algas marinhas contém
todos os tipos de vitaminas e correspondem a uma fonte natural desses
nutrientes para o homem. As quantidades de vitaminas e minerais encontrados
em vegetais marinhos tém mostrado grandes beneficios a saude. As algas
possuem pro-vitamina A e vitaminas B e C tanto quanto frutas, verduras e
legumes comestiveis, assim como a quantidade de minerais tem se mostrado
maior que em outros alimentos, exibindo altos niveis de ferro e iodo
(GUNSTHEIMER; JAHREIS, 1998). A macroalga Gracilaria changgi possui
quantidade razoavel de calcio e teor moderado de ferro, quando comparados a
outros minerais como zinco, cobre e cadmio presentes em pequenas
quantidades em outros vegetais. Algas marinhas das divisbes Phaeophyta
(Fucus vesiculosus, Laminaria digitata e Undaria pinnatifida) e as Rhodophyta
(Chondrus crispus, Porphyra tenera) podem ser usadas na suplementacéo
alimentar como uma boa fonte de macrominerais e microminerais (NORZIAH;

CHING, 2000; RUPEREZ, 2002).



2.1. Carotendides Pro-Vitamina A

Os carotenodides sdo compostos isoprendides de 40 atomos de carbono,
que consistem em oito unidades isopreno. Os carotenos s&do hidrocarbonetos
lineares ou com ciclizacdo em uma ou ambas as extremidades da molécula. Os
derivados oxigenados dos carotenos sdo chamados xantofilas ou
oxicarotendides. A cadeia poliénica, consistindo em duplas ligagdes
conjugadas, € responsavel pela cor caracteristica destes compostos e por suas
propriedades fotoquimicas (GOODWIN, 1986).

Praticamente todos os carotendides presentes nas membranas
fotossintéticas existem na forma de um complexo constituido de clorofila-
carotendide-proteina, estando envolvidos na captagdo da luz, como pigmento
acessorio, e na fotoprotecdo, sequestrando os radicais livres capazes de
causar danos aos tecidos vegetais como as espécies de oxigénio singlet ('O,)
(HIRSCHBERG, 1999; VISHNEVETSKY et al., 1999).

Os carotendides sao sintetizados dentro dos plastidios a partir de um
isoprendide central, e esta via também ¢é usada na sintese de outros
compostos, tais como, terpenos, esqualeno, giberelinas, esterdis e fitol. Todos
os isoprendides sido formados a partir de um composto com 5 atomos de
carbono, o isopentenil difosfato, proveniente de duas fontes principais nos
plastidios: o piruvato e o gliceraldeido-3-fosfato. O isopentenil difosfato é
isomerizado enzimaticamente a dimetilalil difosfato. A adicdo em sequéncia de
3 moléculas de isopentenil difosfato é catalisada pela geranilgeranil difosfato
sintetase, formando uma molécula com 20 atomos de carbono (Cy

geranilgeranil difosfato). A condensacdo cauda-a-cauda de duas dessas



moléculas resulta em um esqueleto carbdnico (C4p), a partir do qual todas as
variagdes individuais sdo derivadas (BAUERNFEIND, 1972; BRITTON, 1995).
O primeiro passo € a formacao de fitoeno, catalisada pela fitoeno
sintase. A introdugcdo de 4 ligagdes duplas converte fitoeno em licopeno,
realizada nas plantas por duas enzimas, a fitoeno dessaturase e a (-caroteno
dessaturase, que se ligam ao flavina adenosina dinucleotideo (FAD) e usam
plastoquinona como doador de elétrons. Cada enzima catalisa duas etapas
simétricas de desidrogenagdo para produzir (-caroteno e licopeno,
respectivamente. Nesta via metabdlica, a ciclizagdo do licopeno € um passo
importante. Uma rota leva a formacédo de p-caroteno e de seus derivados
oxigenados — zeaxantina, violaxantina e neoxantina; e a outra, presente nas
algas verdes e plantas superiores, leva a formacéo dos carotendides com um
anel B-ionona e outro e-ionona, como o a-caroteno e a luteina (SANDMANN,
1994), que é a principal xantofila das folhas das plantas superiores. Todos os
genes envolvidos na biossintese dos carotendides em plantas e algas estéao
codificados dentro do nucleo e seus produtos polipeptidicos sdo levados para

os plastidios (HIRSCHBERG, 1999; BURNS et al., 2003).

A estrutura basica dos carotendides é ilustrada na Figura 1A junto com o
esquema de numeracao normalmente utilizado. A ciclizacdo de uma ou ambas
as extremidades da molécula, alteragdes no nivel de hidrogenagao e adi¢ao de
grupos funcionais contendo oxigénio modificam o esqueleto carbbénico dando

origem a sete grupos terminais diferentes (Figura 1B).
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Figura 1. Estrutura e sistema de numeragado dos carotenodides (BRITTON,
1995). A - Carotendide aciclico (licopeno) e carotendide diciclico
(B-caroteno); e B - Sete grupos terminais de diferentes carotendides
naturais.

Os carotendides, importante grupo de pigmentos existentes na natureza,
sao encontrados predominantemente na forma all-trans. Devido a extraordinaria
facilidade de isomerizagao cis-trans nos carotendides, a existéncia de isbmeros
cis, neste grupo, é mais dificil de ser revelada. Compreendem uma familia de
compostos naturais encontrados em vegetais, animais e microrganismos, dos
quais mais de 600 foram descritos e caracterizados, mas somente cerca de 50
possuem atividade de vitamina A (OLSON; KRINSKY, 1995). Somente os
vegetais, as bactérias, os fungos e as algas sdo capazes de sintetizar
carotendides; muitos animais os incorporam a partir de suas dietas, utilizando-

os como antioxidantes e como fonte de vitamina A (STAHL; SIES, 2003).
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A principal funcéo fisiolégica dos carotendides nos animais € atuar como
precursores de vitamina A (BRITTON et al., 1995). A maior parte do B-caroteno
e de outros carotendides pro-vitamina A absorvida € convertida a retinol,
principalmente na mucosa intestinal, mas também no figado e outros 6rgaos
(OLSON, 1989; ARMSTRONG, HEARST, 1996; ARMSTRONG, 1997). A taxa
de conversao € dependente do estado nutricional do individuo em termos de
vitamina A e proteina, de modo que a quantidade de carotendide absorvida e
metabolizada no intestino varia de pessoa para pessoa (BENDICH, OLSON,
1989), e também a forma como sdo metabolizados depende da espécie animal

(OLSON, 1994).

Segundo ROJAS-HIDALGO, OLMEDILLA (1993), os carotenoides sao
armazenados principalmente nos tecidos adiposo, hepatico e muscular, mas
também, em menor quantidade, nos rins, 6érgdos genitais e pele. Ao contrario
da vitamina A, o pB-caroteno n&o parece causar efeitos toxicos quando ingerido
em grandes quantidades. Um individuo em bom estado nutricional apresenta
entre 100 e 150 mg de carotendides em seu organismo, dos quais
aproximadamente 1% encontra-se disponivel, circulando na corrente
sanguinea (BENDICH, OLSON, 1989). E importante enfatizar que nem todas
as moléculas de B-caroteno ingeridas sdo convertidas em vitamina A e, além
disso, a eficiéncia da absorg¢do do -caroteno sintético é inferior a da vitamina
A. Dessa forma, a ingestdo de uma pequena dose de vitamina A, com base no
peso corporal, € aproximadamente 2 a 4 vezes mais eficaz do que uma
pequena dose de B-caroteno (OLSON, 1991).

As rotas metabdlicas utilizadas pelos mamiferos, particularmente os

seres humanos, para a conversdo de B-caroteno e outros carotenoides pro-
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vitamina A em vitamina A ainda ndo foram totalmente elucidadas. Dois
possiveis mecanismos tém sido propostos para a formacéo de retinol a partir
de B-caroteno: fissdo central e rompimento assimétrico, onde duas enzimas
estdo envolvidas: a primeira, B-caroteno-15,15’-dioxigenase divide a molécula
na ligacdo dupla central (C-15,15’) para producédo de retinal (aldeido da
vitamina A), e a segunda, retinal redutase, uma enzima NADPH-dependente
converte retinal em retinol (GOODWIN, 1986). O retinal pode também ser

oxidado a acido retindico em muitos tecidos (KRINSKY, 1994).

Embora alguns carotendides sejam precursores da vitamina A, eles néo
sdo considerados micronutrientes essenciais € ndo existe uma Ingestao Diaria
Recomendada (IDR) especifica para eles. Apesar disso, eles sao levados em
consideragao no computo da atividade vitamina A dos alimentos, expressa em
Retinol Equivalente (RE). O papel nutricional mais importante dos carotendides,
especialmente p-caroteno € como pré-vitamina A. O envolvimento do retinal
como cromoforo dos pigmentos visuais € de importancia fundamental no
processo de visdo (BRITTON, 1995). O 11-cis-retinal forma uma base de Schiff
com o residuo de lisina da opsina formando rodopsina, que absorve fortemente
a luz na regiao visivel do espectro. A absor¢dao de um foton de luz desencadeia
uma série de eventos levando a excitagdo neural. O retinal excitado na
rodopsina sofre isomerizacdo para a forma all-trans e muitas mudangas
conformacionais acontecem até a liberacdo do all-trans-retinal. Apos a
isomerizagao, o processo recomega (MATHEWS; VAN HOLDE, 1995).

A ocorréncia de xeroftalmia na cornea provocada por deficiéncia de
vitamina A, estimulou a administracdo de suplementos dessa vitamina na dieta

de criancas da Indonésia, india e Africa do Sul para reduzir a incidéncia da
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doenca nutricional e também diminuir a taxa de mortalidade (MAYNE, 1996).
Como existe uma grande caréncia de alimentos de origem animal na dieta dos
povos dos paises mais pobres, o risco de deficiéncia em vitamina A aumenta,
afetando principalmente criangcas em idade pré-escolar (TEE, LIM, 1991). A
inclusdo de vegetais ricos em carotendides na alimentagao tem sido de grande
importancia para manter niveis adequados de vitamina A (BARTLEY,
SCOLNIK, 1995; BRITTON et al., 1995).

Para que um composto tenha atividade de vitamina A, é essencial que
ele possua o anel B-ionona insubstituivel em sua estrutura; os principais
carotenos ciclicos sao p-caroteno e seus isébmeros a, v, 5 e €. O B-caroteno
possui 2 anéis B-ionona insubstituiveis e ocupa lugar de destaque do ponto de
vista nutricional ndo sé por sua alta prevaléncia na natureza, como também por
possuir a maior atividade de pré-vitamina A entre os carotendides. Entretanto,
a-caroteno e y-caroteno também sdo pro-vitamina A, mas sua atividade é cerca
de metade daquela do B-caroteno: o a-caroteno porque tem somente um anel
B-ionona, o outro anel sendo do tipo a-ionona; e o y-caroteno porque tem uma
metade semelhante ao -caroteno e a outra ao licopeno, que nao tem atividade
de vitamina A.

Os carotendides que sao derivados hidroxilados do B-caroteno nos dois
anéis B-ionona insubstituiveis e do a-caroteno no anel B-ionona insubstituivel,
como a zeaxantina e a luteina, ndo apresentam atividade pro-vitamina A para o
homem, pois ndo existe mecanismo redutor capaz de converté-los em retinol
(GOODWIN, 1986). Como apenas 50% dessa conversdo acontece e como no
homem a absorgdo média é estimada em '3 da pro-vitamina ingerida, o

aproveitamento total do  B-caroteno é considerado como '/ daquele do retinol
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que ¢é completamente absorvido. Outros carotendides com atividade de
vitamina A por possuirem apenas um anel B-ionona insubstituivel (a-caroteno e

B-criptoxantina) apresentam '/4, da atividade do retinol.

A quantidade recomendada de um determinado nutriente é expressa em
termos de ingestdo meédia diaria em um periodo de tempo e considera
variagdes individuais entre grupos de pessoas de uma populagdo sadia. A
Portaria N° 33 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 13 de janeiro de
1998 (BRASIL, 1998) trata destas necessidades. A ingestdao diaria
recomendada (IDR) de vitamina A para o homem adulto € de 800 ug de retinol
equivalentes (RE). Como a vitamina A e os carotenos existem em mais de uma
forma quimica, que n&o s&o igualmente ativas, € normal usar o termo retinol
para se referir a vitamina A pura. Assim, a quantidade total de vitamina A
presente em um alimento, seu retinol equivalente, € determinado pelo teor de
retinol ou substancias quimicas muito similares ao retinol, mas nao téo ativos, e
uma gama de carotenos de atividade variavel. Desse modo, segundo OLSON
(1993), 1 RE corresponde a 1 ug de retinol ou a 6 ug all-trans p-caroteno ou a
12 ug de outro carotendide pro-vitamina A. Embora as razdes sejam arbitrarias,
a légica é a seguinte: na conversdo bioldgica de B-caroteno em vitamina A,

1 molécula de-B-caroteno pode produzir 2 moléculas de retinol (Figura 2).

O conceito de que os carotendides sido efetivamente saudaveis tem se
popularizado tendo em vista sua atividade antioxidante. A astaxantina, por
exemplo, apresenta uma capacidade 250 vezes maior do que o a-tocoferol no
combate aos radicais livres. Dentre todos os carotendides conhecidos, a

astaxantina é o que exibe maior atividade antioxidante (MIKI, 1991).
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Figura 2. Biossintese de vitamina A (MATHEWS; VAN HOLDE, 1995).

Durante as ultimas duas décadas, a comunidade cientifica demonstrou
um interesse crescente pelo estudo das vitaminas lipossoluveis, principalmente
as pro-vitaminas A e as vitaminas A e E, na prevengdao do cancer, na
degeneragdo macular e catarata, na inibicdo do aparecimento de ulceras, na
reducdo de ataques cardiacos e de doencgas coronarianas (PETO et al., 1981;
DRISKO et al., 2003;).

Varias dietas com diferentes nutrientes com propriedades antioxidantes
associadas com carotendides (licopeno, neoxantina, fucoxantina, fitoflueno,
C-caroteno), retindides, vitaminas A, E, C e Dj, fitoestrégenos (selénio,
flavondides), polifendis e calcio tém demonstrado significantes e complexos
efeitos na regressao de cancer de prostata (WILLIS; WIANS Jr., 2003).

Os carotenodides encontrados em muitas frutas e verduras possuem
propriedades quimioprotetoras contra o cancer. SLATTERY et al. (2000)
avaliaram alguns tipos de cancer de célon em diferentes estagios e como eles

sao afetados pelos carotendides. Alguns carotendides presentes na dieta foram
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avaliados e ficou comprovado que a luteina foi o carotendide mais importante
na modulagédo de cancer de colon, especialmente em pessoas mais jovens. As
principais fontes de luteina consumidas pelos pacientes do estudo incluiam
espinafre, brocolis, alface, tomate, cenoura, laranja e seu suco, cereais,
verduras e ovos. A luteina permanece estavel mesmo apds o cozimento em
alguns alimentos como brécolis (SA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003). O potente
efeito antioxidante aparente da luteina foi atribuido ao seu poder de absorcéo
das espécies reativas de oxigénio.

A ocorréncia destes radicais livres refere-se ao oxigénio singlet ('Oy).
Estas espécies reativas de oxigénio, geradas no curso do metabolismo normal,
sdo intensificadas apos exposigcdo a xenobidticos, cujos efeitos maléficos
incluem clivagem do DNA, peroxidagdo de lipidios insaturados, alteragcao da
atividade enzimatica e despolimerizacido de polissacarideos, responsaveis pelo
processo de envelhecimento e morte celular. Compostos naturais ricos em
duplas ligagdes conjugadas atuam na destrui¢cao, sequestro e/ou varredura dos
radicais livres, devido ao seu efeito antioxidante. O sequestro e a extingao de
radicais livres tém sido considerados os efeitos mais benéficos que os
carotendides da dieta e/ou de formulagdes medicamentosas podem
desempenhar no organismo humano ou animal (MIKI, 1991).

Estudos epidemioldgicos e clinicos sugerem que uma dieta pobre em
luteina e zeaxantina e/ou baixos niveis plasmaticos destes carotendides em
associacdo com a idade podem promover degeneragcdo macular. Primatas
submetidos a privacao de luteina e zeaxantina apresentaram anormalidades na
retina, de modo que ambos podem ser considerados essenciais na dieta

dessas populag¢des (SEMBA; DAGNELIE, 2003).
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Os carotendides encontrados em algas marinhas apresentam
distribuicdo diferenciada. As Rhodophyta normalmente contém a-caroteno e -
caroteno, assim como seus derivados hidroxilados, luteina e zeaxantina,
respectivamente. As Phaeophyta apresentam fucoxantina como principal
pigmento, mas também B-caroteno e violaxantina (ROWAN, 1989). HAUGAN;
LIAAEN-JENSEN (1994) encontraram em 6 espécies de algas pardas (Fucus
serratus, F. vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Pelvetia canaliculata,
Laminaria digitata e L. saccharina) fucoxantina, violaxantina e luteoxantina,
como principais xantofilas, e [B-caroteno, como principal caroteno. Outros
carotenoides minoritarios também foram identificados. De acordo com
HAUGAN, LIAAEN-JENSEN (1994), a fucoxantina ocorre em grandes
quantidades em muitas algas pardas, sendo considerado o principal
carotendide das algas marinhas (HAUGAN et al.,, 1995), devido a ampla
distribuicdo e grande biomassa de algas fucdides e de Laminaria spp. no
mundo. As Chlorophyta comumente contém anteraxantina, violaxantina e

neoxantina derivadas do 3-caroteno.

Outros carotendides de ocorréncia menos freqlientes nas algas
marinhas pertencentes as divisbes Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta séo
y-caroteno,  e-caroteno, a-criptoxantina,  p-criptoxantina, loroxantina,
sifonaxantina, sifoneina, taraxantina, cantaxantina, astaxantina e equinenona

(LIAAEN-JENSEN, 1977; ROWAN, 1989).

Na Tabela 1 estdo apresentados os carotendides presentes nas

diferentes divisbes de algas marinhas.
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Tabela 1. Distribuicdo dos carotendides em algas marinhas (LIAAEN-JENSEN,
1977; ROWAN, 1989).

Divisio Carotenoides
Comuns Ocasionais Outros
B-Caroteno y-Caroteno Equinenona
o-Caroteno g-Caroteno 4’-Hidroxi-equinenona
Luteina B-Criptoxantina Cantaxantina
Zeaxantina  o-Criptoxantina 5’,6’epoxido  3-Hidroxi-cantaxantina
Anteraxantina Luteina epoxido Astaxantina
Chlorophyta Violaxantina Loroxantina
Neoxantina B,p-Caroteno-2-ol
B,p-Caroteno-2,2’-diol
B,e-Caroteno-2-ol
Sifonaxantina
Sifoneina
B-Caroteno B-Criptoxantina
a-Caroteno a-Criptoxantina
Luteina Anteraxantina
Zeaxantina Violaxantina
Rhodophyta Auroxantina
Aurocromo
Neoxantina
Fucoxantina
Taraxantina
B-Caroteno g-Caroteno
Phaeophyta Violaxantina Zeaxantina
Anteraxantina

Fucoxantina
Diatoxantina

Nas células das algas, uma das fungbes aparentes do [-caroteno
consiste em proteger o aparelho fotossintético contra a fotoxidagao e os raios
ultravioleta, desencadeados por qualquer excesso de luz (BRITTON et al.,

1995; ARMSTRONG; HEARST, 1996; ARMSTRONG, 1997; HAVAUX, 1998).



19

Na presenca de luz forte, as clorofilas produzem niveis elevados de espécies
reativas de oxigénio ('0,), que podem reagir com os lipidios das membranas,
dando origem a radicais e peroxidos lipidicos. Estes produtos téxicos, por sua
vez, promovem reacdes de peroxidagdo em cadeia, que podem afetar inclusive
o material genético das células. O B-caroteno reage com os radicais lipidicos
gerados pelas espécies reativas de oxigénio, inibindo as rea¢cdes de oxidagéo
em cadeia. Este poder antioxidante protege as membranas celulares por
impedir a agao dos radicais de oxigénio (TSUCHIHASHI et al., 1995; HAVAUX,

1998).

2.2. Vitamina E

Pelo menos oito compostos apresentam atividade de vitamina E com
dois grupos lipossoluveis: os tocoferdis e os tocotriendis. Todos eles possuem
em sua estrutura um anel 6-cromanol polar e uma cadeia lateral prenil
hidrofobica. O primeiro grupo é derivado do tocol, que carrega uma cadeia
lateral isoprendide saturada composta de 16 atomos de carbono e trés centros
quirais com configuragdo R nas posi¢des 2, 4’ e 8. Os membros do segundo
grupo possuem cadeia lateral triplamente insaturada nas posigbes 3, 7’ e 11,
Dentro de cada grupo, os membros sdo designados como o, B, y € &
dependendo do numero e da posigdo dos grupos metil ligados ao anel

aromatico (Figura 3).
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Posicao dos grupos metil Nomes vulgares (abreviaturas)

Tocoferéis Tocotriendis
57,8 a-tocoferol (o-T) a-tocotrienol (a-T-3)
5,8 B-tocoferol (B-T) B-tocotrienol (B-T-3)
7,8 y-tocoferol (y-T) y-tocotrienol (y-T-3)
8 d-tocoferol (5-T) d-tocotrienol (5-T-3)

Figura 3. Férmulas dos oito membros das séries tocoferol e trocotrienol com
atividade de vitamina E (MACHLIN, 1991).

O termo vitamina E deve ser usado como uma descrigdo genérica de
todos os derivados tocodis e tocotriendis que qualitativamente exibem atividade
biolégica de a-tocoferol (KWIATKOWSKA, 1988; MACHLIN, 1991;
HIRSCHBERG, 1999). Os tocoferdis ocorrem naturalmente como benzopiranos
fendlicos com atividade antioxidante “in vivo” e “in vitro”. A atividade do a-
tocoferol “in vivo” é superior a das outras espécies, cerca de 10 vezes maior do
que seu precursor imediato, o y-tocoferol. Portanto, o valor nutricional dos
tocoferdis, em termos de atividade de vitamina E, é determinado pela
concentragdo de a-tocoferol. Este ocorre na natureza sob a forma de um
isémero simples (R,R,R)-a-tocoferol, enquanto o a-tocoferol sintético, usado

principalmente nos suplementos vitaminicos, € uma mistura racémica dos oito
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diferentes estereocisébmeros, os quais sdo menos eficazes do que o isébmero
(R,R,R) (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999; HIRSCHBERG, 1999).

Os tocoferéis sao sintetizados por vegetais e microrganismos
fotossintéticos, sendo o a-tocoferol a forma que predomina nos tecidos
fotossintetizantes, localizados principalmente nos plastidios. A elevada
quantidade de a-tocoferol encontrada na membrana dos cloroplastos
provavelmente esta relacionada com a capacidade dos tocoferéis de remover
ou capturar as espécies reativas de oxigénio e os radicais peroxi dos lipidios
por meios fisicos ou quimicos. Desse modo, o aparato fotossintético pode ser
protegido da acgao deletéria do oxigénio e da peroxidagao lipidica (HOFIUS;
SONNEWALD, 2003). Nos tecidos né&o-fotossintetizantes, o y-tocoferol
normalmente predomina e pode estar envolvido na prevencdo da auto-
oxidagao dos acidos graxos poliinsaturados (MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2002;
HOFIUS; SONNEWALD, 2003).

A vitamina E é predominantemente encontrada em améndoas, oOleos
vegetais, espinafre, aspargo, cenoura, tomates, sementes, grdos integrais,
abacate, maga, gema de ovo, carne de gado e pescado (AZZI; STOCKER,
2000; BURNS et al., 2003; GOMEZ-CORONADO et al., 2004).

A importédncia da vitamina E esta relacionada com sua fungao
antioxidante que mantém a integridade dos tecidos, além de desempenhar
importantes papéis nos processos biologicos (HIRSCHBERG, 1999). O
a-tocoferol também apresenta fungdes independentes da agao antioxidante. A
absor¢cao dos tocoferdis pelo organismo é seletiva; o a-tocoferol tem
predominéancia sobre os demais (B, y, € o-tocoferol) que ndo s&do absorvidos ou

0 sdo apenas em pequenas proporcoes. Além disso, efeitos pro-oxidantes tém
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sido atribuidos aos tocoferdis. Os mecanismos moleculares daqueles sem
atividade antioxidante nem pré-oxidante tém sido descritos para a-, y- € 6&-
tocoferol e para tocotriendis, mas n&o para p-tocoferol (AZZl; STOCKER, 2000).
Os tocoferdis sao sintetizados pela via isoprendide, que fornece a
extremidade hidrofébica e por aquela da formacao de acido homogentisico. A
via biossintética nas plantas foi elucidada ha mais de 30 anos, mas muitos
detalhes ainda permanecem obscuros por falta de descricdo molecular.
Entretanto, € inegavel que um progresso significativo foi alcangado com relagao
a sintese e ao acumulo de tocoferdis nos tecidos vegetais (HIRSCHBERG, 1999).
Produzido a partir do &cido p-hidroxifenilpirivico através de uma
complexa reagdo catalisada pela enzima acido p-hidroxifenilpiravico
dioxigenase presente no citosol, o acido homogentisico fornece o anel
cromanol tanto para os tocoferéis quanto para as quinonas. Uma cadeia lateral
fitii € adicionada ao acido homogentisico simultaneamente através de uma
reacdo de descarboxilagao catalisada pela fitil/prenil transferase para formar o
primeiro intermediario tocoferol, o 2-metil-6-fitilplasto-quinol. Essa transferase
presente nos plastidios também catalisa a reagao de prenilacdo que adiciona
solanil pirofosfato ao &cido homogentisico na via biossintética da
plastoquinona. O fitil pirofosfato € produzido a partir do geranilgeranil-difosfato
por uma redugcdo passo-a-passo catalisada pela geranilgeranil redutase. O
geranilgeranil-difosfato é produzido a partir do isopentenil difosfato pela
geranilgeranil-difosfato sintetase na via isoprendide central. O passo seguinte
na sintese do a-tocoferol envolve a metilagcdo do 2-metil-6-fitilplastoquinol na
posicdo 3, catalisada pela fitiltoluquinol metil transferase, para produzir 2,3-

dimetil-6-fitilplastoquinol. Esta reagdo de metilagdo € seguida por uma
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ciclizagao para formar d-7,8 dimetiltocol (y-tocoferol). Finalmente, outro anel
sofre metilagdo na posi¢ao 5 para dar origem ao a-tocoferol (Figura 4). Ainda
ndo esta claro como &- e B-tocoferol sao produzidos, mas suas sinteses tém
inicio com o 2-metil-6-fitilplastoquinol (HIRSCHBERG, 1999).

Tendo em vista a sua hidrofobicidade, a vitamina E requer mecanismos
especiais de transporte no plasma e nos fluidos tissulares e celulares. No
homem, a vitamina E dietaria € absorvida na por¢cao proximal do intestino,
dependendo da quantidade de lipidios, bile e esterases pancreaticas, sofrendo
emulsificagdo junto com outros componentes lipossoluveis dos alimentos. A
lipdlise e a emulsificagdo das goticulas de lipidio formadas, levam a formacao
espontanea de micelas mistas, que sdo absorvidas na borda ciliada da
membrana por transporte passivo (AZZl; STOCKER, 2000). Os tocoferois, em
conjunto com trigliceridios, fosfolipidios, colesterol e apolipoproteinas, séo
reagrupados em quilomicrons no complexo de Golgi das células da mucosa
intestinal (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999). Os quilomicrons sé&o
estocados sob a forma de pequenos graos, que serao excretados por exocitose
para o compartimento linfatico, de onde alcangam a corrente sanguinea via
ducto toracico (AZZl; STOCKER, 2000), sendo rapidamente levados para o
parénquima do figado, indicando que a degradagao intravascular dos
quilomicrons remanescentes, promovida pela lipase lipoprotéica (LPL)
endotelial, consiste em um pré-requisito para a captacdo de tocoferodis pelo

figado (NAKAMURA et al., 1998).
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Existem fortes evidéncias de que a troca entre as apolipoproteinas dos
quilomicrons (tipos AI, AIl e B4g) e as lipoproteinas de densidade alta (HDL -
tipos C e E) funciona como gatilho para a formagdo dos quilomicrons
remanescentes, favorecendo assim a rapida captacdo dos tocoferdis via
receptores hepaticos de apo-E e apo-B (AZZl; STOCKER, 2000). A vitamina E
hepatica dos quilomicrons é transferida para lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL) recém-sintetizadas, que sao langadas na circulagdo. Uma
proteina hepatica, a proteina transferidora de a-tocoferol (a-TTP), media a
transferéncia de a-tocoferol, mas nao de y-tocoferol para VLDL. Por esta razao,
a-tocoferol predomina no plasma sanguineo (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER,
1999; AZZI; STOCKER, 2000). A proteina plasmatica transferidora de
fosfolipidios (PLTP), que catalisa a troca de fosfolipidios e outros compostos
anfipaticos entre as estruturas lipidicas, parece facilitar a troca de a-tocoferol
entre HDL e lipoproteina de densidade baixa (LDL). A absorgéo, transporte e
distribuicdo dos tocoferdis estdo mostrados na Figura 5.

A identificacdo dos mecanismos de acédo e o potencial metabdlico dos
tocoferdis tém sido estudados desde sua descoberta (ROSENAU et al., 1995;
ROSENAU; HABICHER, 1997). As diferengas na distribuicdo e metabolismo
das isoformas apds sua absorg¢do regulam a concentragao de vitamina E nos
tecidos. Estas diferengcas podem exercer um importante papel na capacidade
de uma dada isoforma de vitamina E funcionar como agente quimico
preventivo, considerando que a liberacdo adequada ao tecido-alvo € critica

para uma quimioprevengao eficiente (CAMPBELL et al., 2003).
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Figura 5. Absorgéao, transporte e distribuicdo dos tocoferois (AZZl; STOCKER,
2000).

Os tocoferdis e do tocotriendis s&o considerados micronutrientes
essenciais para o homem. O a-tocoferol, em particular, tem sido apontado
como benéfico para a saude humana. Suplementos de vitamina E,
administrados em doses terapéuticas de 100 a 1.000 Unidades Internacionais
(U.l.), tém sido associados a diminuicdo dos riscos de doencgas
cardiovasculares e certos tipos de canceres e retardamento de diversos
processos de doencgas degenerativas associadas com o envelhecimento, como
catarata, artrite e desordens do sistema nervoso (HIRSCHBERG, 1999;

BRAMLEY et al., 2000; WILLIS; WIANS JRr., 2003).
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A ingestao diaria recomendada (IDR) é a dose minima que deve ser
consumida por dia, para prevenir um quadro de deficiéncia grave. Segundo a
Portaria N° 33 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 13 de janeiro de
1998 (BRASIL, 1998), a IDR para a vitamina E (tocoferdis) € 10 mg a-tocoferol
equivalente (o-TE). E importante lembrar que 1 o-TE & igual a 1 mg de
d-a-tocoferol, que corresponde a 0,671 U.l. ou 0,671 mg de d-L-a-acetato de
tocoferila. Nos Estados Unidos, a IDR é de 10 mg (300 U.l) para os homens e
8 mg para as mulheres. A dose normalmente aumenta consideravelmente
quando este nutriente € usado terapeuticamente. Embora a toxicidade ndo seja
facilmente alcangada, altas doses podem causar diarréia, nausea ou gases
abdominais. Individuos tratados com medicamentos anticoagulantes né&o
devem ingerir mais do que 1.200 U.l. por dia.

Um numero relativamente pequeno de trabalhos tem abordado a
ocorréncia de vitamina E em algas marinhas (BROWN, 1953; JENSEN, 1969a;
JENSEN, 1969b; JENSEN, 1969c; SAKER-SAMPAIO, 1997; L TUTOUR et
al., 1998; SANCHEZ-MACHADO et al., 2002).

Além de suas propriedades tecnoldgicas, as algas marinhas apresentam
propriedades nutricionais originais e interessantes. Entretanto, muitas
pesquisas ainda sdo necessarias para se estabelecer o valor nutricional das
algas marinhas, que podem ser consideradas em uma fonte subexplorada de
moléculas benéficas a saude humana e com aplicagdo na industria alimenticia

e farmacéutica.



28

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Algas

Trinta e duas espécies de algas marinhas (Chlorophyta: Caulerpa
cupressoides, C. mexicana, C. prolifera, C. racemosa, Cladophora prolifera,
Codium decorticatum e Ulva fasciata; Rhodophyta: Acantophora specifera,
Acantophora sp, Amansia multifida, Botryocladia occidentalis, Bryothamnion
seaforthii, B. triquetrum, Corallina officinalis, Cryptonemia crenulata,
Enantiocladia duperreyi, Eucheuma sp., Gracilaria sp., G. birdiae, G. caudata,
G. domingiensis, G. ferox, Hypnea cervicornis, H. musciformis, Osmundea
obtusiloba, Pterocladia americana e Solieria filiformis; e Phaeophyta: Dictyota
dichotoma, Dictyopteris delicatula, Lobophora variegata, Padina gymnospora e
Sargassum cymosum) foram coletadas durante a maré baixa na Praia do
Guajiru, Trairi-CE, em julho de 2004, e levadas para o laboratdrio.

O material coletado foi lavado em agua corrente para remogao de
impurezas e epifitas macroscépicas sendo, em seguida, colocado sobre papel
absorvente para drenar o excesso de agua. As algas foram estocadas a —20°C

separadamente em sacos plasticos fechados e etiquetados.

3.2. Reagentes

Hidréxido de potassio foi obtido da Merck, Alemanha. B-Caroteno tipo |
all trans, sintético aproximadamente 95% (C-9750) e acetato de a-tocoferol
(Ephynal) foram obtidos da Sigma, Estados Unidos e Roche, Brasil,

respectivamente.
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Os solventes, metanol, n-hexano e tetrahidrofurano usados na
preparagao dos padrdes e nas analises cromatograficas foram grau HPLC,
obtidos da OmniSolv, Merck, Alemanha.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua ultrapura, obtida

através do sistema Milli-Q (Millipore, Estados Unidos).

3.3. Curva padrao de B-caroteno e a-tocoferol

A relagao entre a area do pico e a quantidade de B-caroteno aplicado na
coluna foi estabelecida para o padrao de B-caroteno processado. Tendo em
vista a existéncia de correlagdo linear entre area do pico e concentragdo de
B-caroteno (r = 0,9966, p < 0,05) no intervalo de 10 a 100 ug, que corresponde
a aproximadamente 0,1 a 1,0 ug na coluna (Figura 6), sua quantificagcdo nas
amostras de algas foi possivel.

y =0,0674 + 4,9828 - x
r =0,9966 n=4

Area do pico (mAU.min)

1 1 1 1 1 1
0,0 0,2 04 0,6 08 1,0 1,2
ug p-caroteno processado na coluna

Figura 6. Curva padréao do p-caroteno (Sigma) processado.

De forma idéntica, a relagdo entre a area do pico e a quantidade de

o-tocoferol aplicado na coluna foi estabelecida para o padrao de acetato de
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a-tocoferol processado (submetido ao processo de saponificagao e particao).
Tendo em vista a existéncia de correlacdo linear entre a area do pico e
concentragéo de acetato de a-tocoferol (r = 0,9909, p < 0,05) no intervalo de 10
a 100 ng, que correspondeu a aproximadamente 5 a 500 pg na coluna (Figura

7), sua quantificagdo nas amostras de algas foi possivel.

y =-12,09268 + 0,2865 - X
r =0,9909 n=>5
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Figura 7. Curva padréao do acetato de a-tocoferol (Ephynal, Roche) processado.

3.4. Analise de a-caroteno, B-caroteno e a-tocoferol
3.4.1. Extracao

Aproximadamente 100 g de alga fresca foram manualmente cortados em
pequenos pedagos e macerados em gral de ago inoxidavel com auxilio de
nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po fino, que foi utilizado para a

preparacao dos extratos.

3.4.2. Saponificacéo e particao
Trés porgbdes de 2 g foram pesadas em tubos de vidro graduados com

tampa esmerilnada (20 x 150 mm) e 20 mL de metanol-agua (90:10, v/v)
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contendo 5% de hidroxido de potassio foram adicionados. Os tubos foram
colocados em banho-maria Thermomix® BM modelo 18 BU (B. Braun Biotech
International) a 70°C por 30 minutos.

Depois de resfriados a temperatura ambiente, 10 mL do extrato
saponificado, 3 mL de agua Milli-Q e 5 mL de n-hexano foram transferidos para
tubos Pyrex de tampa rosqueada (15 x 100 mm), os quais foram misturados
por 10 minutos usando-se uma plataforma misturadora.

Os tubos foram deixados na bancada para permitir a separagao das
fases. Da fase hexanica superior, 1 mL foi transferido para tubos de ensaio
(10 x 75 mm) e deixados sob corrente de ar em banho-maria a
aproximadamente 50°C para evaporagao do solvente. O residuo foi entdo
suspenso em 500 pL da fase movel no momento da analise cromatografica.

Diariamente, uma solucdo padrio de B-caroteno (1 mg.mL™) foi
preparada em tetrahidrofurano (THF) e diluida com metanol (MeOH) para
10 pg.mL" de modo que 1,5 ng fosse injetado na coluna. A concentragdo da
solugdo padrao de p-caroteno foi determinada a partir de sua absorbancia em
450 nm, sendo sua capacidade de absorgéo de luz (“absorptivity”) considerada
igual a 0,2592 ug"'.mL™" de acordo com SPECIFICATIONS AND CRITERIA
FOR BIOCHEMICAL COMPOUNDS (1972). A absorbéncia de 450 nm foi
determinada a partir do espectro de absorcao na faixa de 350 a 700 nm.

Da mesma forma, uma solucdo padrao de acetato de a-tocoferol foi
preparada diariamente em THF e diluida em MeOH, de modo que
aproximadamente 70 ug fossem injetados na coluna.

Um padrdo constituido de B-caroteno e acetato de a-tocoferol foi

processado (submetido ao processo de saponificacdo e particdo)
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separadamente e em combinacdo com 2 g de alga. Esse procedimento
assegurou a deteccao de p-caroteno e a-tocoferol onde eles eram adicionados

intencionalmente.

3.4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

O sistema cromatografico consistiu em uma coluna Waters Spherisorb
S5 ODS 2 (4,6 x 250 mm) e uma fase moével constituida de metanol, com fluxo
de 2 mL.min™", usando uma bomba (AKTAbasic 10) modelo P-900, Amersham.
Aliquotas de 100 uL do residuo suspenso na fase mével foram injetadas
manualmente usando um injetor de amostras Rheodyne 7210 (Hamilton Co.).
O monitor (AKTAbasic UV-900) foi ajustado em 450 nm e 285 nm, para a
leitura simultinea de carotendides e a-tocoferol, respectivamente. Os
cromatogramas foram registrados através do sistema de controle Unicorn™,

versao 5.0.

3.4.4. Célculo do teor de a-caroteno, B-caroteno e a-tocoferol nas algas

A concentragado de B-caroteno nos extratos de alga foi calculada com
base no padrédo de 10 ug de B-caroteno processado. O calculo foi procedido
usando-se a area do pico obtido para a solugéo padrao de B-caroteno e a area
do pico referente ao p-caroteno no extrato de alga.

A concentragcdo de a-caroteno nos extratos das algas analisadas foi
calculada com base na solugdo padrdo de B-caroteno. O uso do B-caroteno
como padrao para a quantificacdo de a-caroteno é valida porque as areas dos
picos correspondentes a 10 ug de a-caroteno e p-caroteno ndo apresentaram

diferencga estatisticamente significativa (p > 0,05) (SAKER-SAMPAIO, 1997).
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A concentragao de a-tocoferol nos extratos de alga foi calculada com
base no padrdo de 70 ug de acetato de a-tocoferol processado. O calculo foi
procedido usando-se a area do pico obtido para a solugdo padrao de acetato
de a-tocoferol e a area do pico com mesmo tempo de retengcédo presente no
extrato de alga.

A quantificagdo de a-caroteno, B-caroteno e a-tocoferol foi determinada
em alga fresca. As algas e os padrées foram processados (submetidos ao
processo de saponificagao e particdo) de forma idéntica considerando volume
de reagentes e aliquotas transferidas entre etapas do procedimento. Além
disso, a recuperagdo do B-caroteno e do acetato de a-tocoferol processados
isoladamente ou em conjunto com a alga foi a mesma.

A férmula abaixo foi utilizada para o calculo dos teores de

a- e B-caroteno e a-tocoferol em ug/g de alga fresca:

area amostra ~ G 1
== T8 ug padrdo x fator de diluicéo x —=2
area padréo g alga

ng-g
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A separacgao e quantificagdo de a-caroteno, p-caroteno e a-tocoferol em
trinta e duas espécies de algas marinhas pertencentes as divisdes Chlorophyta,
Rhodophyta e Phaeophyta foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa através de um sistema isocratico, desenvolvido para a analise
simultdnea desses compostos, considerando os tempos de retencdo das

amostras e dos padrdes e a co-cromatografia com padrdes auténticos.

4.1. Carotendides pro-vitamina A

O tempo de retencdo da solugdo padrdo de B-caroteno processado
(submetido a saponificagéo e particao) foi de 16,41 + 0,87 min (n = 31). Um
cromatograma tipico desse padrao estd apresentado na Figura 8. Os tempos
de retencdo do a-caroteno e do B-caroteno detectados nos extratos de alga
foram 14,63 £ 0,89 min (n = 18) e 16,58 £ 0,94 min (n = 32), respectivamente.
A diferenca entre estes tempos de retengdo foi estatisticamente significativa
(p < 0,05).

A identificagdo de compostos feita através da comparagao dos tempos
de retengao € um procedimento utilizado por muitos pesquisadores (HEGAZI et
al., 1998; GIMENO et al., 2000; NORZIAH, CHING, 2000), embora AZEVEDO-
MELEIRO, RODRIGUES-AMAYA (2004) considerem que a identificacdo
conclusiva dos carotendides deva ser feita através da combinacgao de critérios,

incluindo os espectros UV-visivel e de massa, além dos habituais como tempo
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de retencdo e co-cromatografia com padroes de procedéncia garantida.
Entretanto, essas facilidades sao encontradas apenas em laboratorios muito

bem equipados.
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Figura 8. Cromatograma tipico obtido do padrdo submetido a saponificagéo e
particdo com 1,5 ug de B-caroteno na coluna (C9750 Sigma).

Normalmente as algas verdes e vermelhas contém tanto a-caroteno
como B-caroteno junto com seus derivados hidroxilados, luteina e zeaxantina,
respectivamente. Além desses, as clorofitas comumente contém também
violaxantina, anteraxantina e neoxantina. Espécies de alga vermelha do género
Porphyra contém quantidades de p-caroteno mais elevadas do que os vegetais
verdes e amarelos, variando de 22 a 25 mg por 100 g peso seco (HAUGAN,
LIAAEN-JENSEN, 1994). Segundo MABEAU, FLEURENCE (1993), a maioria
das algas vermelhas contém grandes quantidades de carotendides pro-

vitamina A. As algas pardas contém B-caroteno e acumulam como principais
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derivados violaxantina e fucoxantina, mas nao apresentam a-caroteno
(HAUGAN, LIAAEN-JENSEN, 1994; BURTIN, 2003).

No presente trabalho, todas as Chlorophyta apresentaram a-caroteno e
f—caroteno. A Figura 9 ilustra um cromatograma tipico dos extratos das
cloroficeas. A quantidade de o-caroteno variou de 0,814 = 0,256 a
71,378 + 3,550 pg.g”"' peso fresco, sendo mais elevado nas algas do género
Caulerpa (C. cupressoides, C. mexicana, C. prolifera e C. racemosa) e mais
baixo em Codium decorticatum. A quantidade de [-caroteno variou entre
2,322 + 0,736 e 26,705 + 7,398 ug.g'1 peso fresco, sendo minimo em Caulerpa

mexicana e maximo em Ulva fasciata (Tabela 2).
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Figura 9. Cromatograma tipico do extrato das Chlorophyta, contendo
a-caroteno e -caroteno, representadas pela Caulerpa prolifera.

As espécies do género Caulerpa apresentaram teor de a-caroteno de
1,2 a 4,5 vezes maior que o de B-caroteno. Para as outras espécies de algas

verdes estudadas, esse fato n&o foi observado, e a quantidade de B-caroteno
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foi de 7,8 a 15,8 vezes maior que a de a-caroteno. Segundo SENGER et al.
(1993), o padréo de carotendides presentes nas algas verdes é fortemente
influenciado pela intensidade de luz e seu comprimento de onda e pela duragao
da exposicado. Além disso, o ciclo de vida também exerce enorme importancia

sobre os carotendides presentes tanto nas algas como nas plantas superiores.

Tabela2. Conteddo de o-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) nas algas marinhas pertencentes a divisdo
Chlorophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE.

o-caroteno B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Espécies de alga y y p
(ng.g") (ng.g") (ng.g”)
Caulerpa cupressoides 10,412 £ 3,600 8,711+ 2,771 2,320 £ 0,761
C. mexicana 6,905 + 1,822 2,322 +0,736 0,962 + 0,256
C. prolifera 71,378 + 3,550 18,393 + 0,998 9,014 £ 0,442
C. racemosa 39,661 £ 19,776 8,856 £ 4,535 4,781 £ 2,404
Cladophora prolifera 1,077 £ 0,564 17,050 + 5,499 2,931 £ 0,903
Codium decorticatum 0,814 + 0,256 9,277 + 2,181 1,614 £ 0,383
Ulva fasciata 3,443 + 1,047 26,705 + 7,398 4,738 £ 1,320

Com relagdo ao retinol equivalente, as algas verdes apresentaram
minimo para C. mexicana (0,962 + 0,256 ug.g'1) e maximo para C. prolifera
(9,014 + 0,442 pg.g”). Considerando, a ingestdo de 100 g de alga fresca por
dia, uma porgéo de C. prolifera forneceria a IDR, enquanto a C. mexicana seria
responsavel por /s da IDR. MACIEL DA SILVA (2003) também encontrou duas
espécies do género Caulerpa (C. mexicana e C. racemosa) como fontes ricas e
uteis, respectivamente de vitamina A, quando a porgéo consumida foi 100 g de
peso seco.

As algas verdes do género Enteromorpha sdo recomendadas para

consumo humano por possuirem varios componentes benéficos tais como
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minerais, principalmente calcio e fésforo, proteina, aminoacidos e acidos
graxos essenciais e fibra, além de conter quantidades aceitaveis de
hemiceluloses, que acentuam a producao de bile, favorecendo a digestdo dos
lipidios. Além disso, ndo apresentam nenhum fator antinutricional (AGUILERA-

MORALES et al., 2005).

DENERY et al. (2004) encontraram luteina nas microalgas verdes
Haematococcus pluvialis e Dunaliella salina. Astaxantina s6 foi detectada em
H. pluvialis e B-caroteno ocorreu apenas em D salina cujo teor foide 1,6 £+ 0,1 e
2,7+0,3 mg.g'1, quando a extragao foi procedida, respectivamente, com 1 e
25 g de alga liofilizada.

HEGAZI et al. (1998) detectaram dezoito pigmentos diferentes em
Caulerpa prolifera, dentre os quais, a sifonoxantina foi o caroteno
predominante. Outros carotendides como a-caroteno, [B-caroteno, luteina,
neoxantina e violaxantina também foram encontrados.

LI, CHEN (2001) extrairam astaxantina da microalga verde
Chlorococcum sp. com solventes organicos, que foi isolada e purificada através
de cromatografia por contracorrente de alta velocidade, sem matriz sélida, que
€ considerada uma excelente ferramenta para separagao e purificagdo de
substancias biologicamente ativas.

Dentre as Rhodophyta estudadas, nove espécies (Acantophora
specifera, Acantophora sp, Bryothamnion seaforthii, Corallina officinalis,
Gracilaria birdiae, G. caudata, G. domingiensis, G. ferox e Gracilaria sp.) néo
apresentaram a-caroteno. Nas outras onze espécies de algas vermelhas,

a-caroteno foi identificado e seu conteudo oscilou entre 0,487 + 0,267 e

3,055 + 0,278 ng.g"' peso fresco, em Solieria filiformis e Botryocladia
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occidentalis, respectivamente. B-Caroteno foi encontrado em todas as espécies
de algas vermelhas com valor maximo de 4,284 + 0,607 ug.g™' peso fresco em
Bryothamnion triquetrum e minimo de 0,336 + 0,209 pg.g"' peso fresco em
Gracilaria caudata (Tabela 3). Os cromatogramas representativos dos extratos
das rodoficeas que contém tanto a-caroteno quanto -caroteno e daquelas que
apresentaram apenas [(-caroteno estdo ilustrados nas Figuras 10 e 11,

respectivamente.

Tabela 3. Conteudo de a-caroteno, PB-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) nas algas marinhas pertencentes a divisdo

Rhodophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE.

o-caroteno B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Espécies de alga y p p
(ng.g") (ng.g") (ng.g™)

Acantophora specifera - 1,421 £ 0,503 0,237 £ 0,084
Acantophora sp. - 1,322 + 0,225 0,220 £ 0,038
Amansia multifida 2,319 £ 0,494 1,925 + 0,421 0,514 £ 0,111
Botryocladia occidentalis 3,055 + 0,278 0,479+ 0,139 0,334 + 0,022
Bryothamnion seaforthii - 3,981 + 0,661 0,663 + 0,110
B. triquetrum 0,596 + 0,104 4,284 + 0,607 0,764 + 0,109
Corallina officinalis - 1,219 + 0,536 0,203 £ 0,089
Cryptonemia crenulata 0,899 £ 0,171 0,338 £ 0,179 0,131 £ 0,039
Enantiocladia duperreyi 2,410+ 0,618 3,053 £ 0,671 0,710 £ 0,162
Eucheuma sp. 2,315+ 0,812 1,266 + 0,461 0,404 £ 0,144
Gracilaria birdiae - 3,018 £ 0,268 0,503 £ 0,045
G. caudata - 0,336 £ 0,209 0,056 £ 0,035
G. domingiensis - 0,784 + 0,188 0,131 + 0,031
G. ferox - 0,978 + 0,196 0,163 + 0,033
Gracilaria sp. - 2,897 £ 1,271 0,483 + 0,212
Hypnea cervicornis 0,488 + 0,319 0,704 + 0,458 0,158 + 0,103
H. musciformis 2,770 £ 1,121 2,406 £+ 1,068 0,632 £ 0,271
Osmundea obtusiloba 1,491 + 0,481 1,949 + 0,485 0,449 £ 0,119
Pterocladia americana 0,904 + 0,643 2,040 £ 1,495 0,415 £ 0,303
Solieria filiformis 0,487 £ 0,267 1,169 + 0,459 0,235 £ 0,098
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Com relacao ao retinol equivalente, as rodoficeas apresentaram minimo
para Gracilaria caudata (0,056 + 0,035 ug.g”') e maximo para Bryothamnion
triquetrum (0,764 + 0,109 pg.g”). Considerando a ingestdo de 100 g de alga
fresca por dia, uma porgcao de Bryothamnion triquetrum forneceria um pouco

mais de /4o da ingestdo diaria recomendada (IDR).
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Figura 10. Cromatograma tipico dos extratos das Rhodophyta contendo
o-caroteno e [-caroteno, representadas pela Bryothamnion
triquetrum.

MACIEL DA SILVA (2003) considerou a alga vermelha Hypnea
cervicornis uma fonte util de vitamina A, se a porgdo consumida for 100 g de
peso seco, 0 que nao coincidiu com os resultados obtidos neste trabalho. Isso
pode ser explicado com base no fato de que o perfil de vitaminas nas algas
marinhas varia de acordo fatores endégenos e exdgenos.

NORZIAH, CHING (2000) quantificaram f-caroteno em Gracilaria

changgi, utilizada como matéria-prima para extracdo de agar ou carragenana, e
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encontraram 5,2 + 0,4 mg/100 g peso seco. Este valor foi semelhante ao

encontrado em Gracilaria sp. e G. birdiae estudadas neste trabalho.
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Figura 11. Cromatograma tipico dos extratos das Rhodophyta, contendo
apenas B-caroteno, representadas pela Gracilaria sp.

A ocorréncia de fucoxantina em algas vermelhas ainda ndo esta bem
estabelecida e sua presenga tem sido atribuida a contaminantes biologicos,
principalmente diatomaceas e crisoficeas. BJORNLAND, AGUILAR-MARTINEZ
(1976) detectaram fucoxantina em algas vermelhas coletadas na natureza,
Bangia fuscopurpurea, Ceramium rubrum e Polysiphonia brodiaei, em
quantidades semelhantes aquelas das diatomaceas epifitas pertencentes aos
géneros Cocconeis e Licmophora. Como a fucoxantina n&o foi detectada nas
algas cultivadas sob condigdes controladas, B. fuscopurpurea e C. rubrum, os
autores consideraram que nenhuma das trés espécies (B. fuscopurpurea, C.

rubrum e P. brodiaei) era capaz de sintetiza-la. Entretanto, a quantidade de
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fucoxantina encontrada na alga Nemalion helminthoides foi quase 400 vezes
maior do que a quantidade que poderia ser atribuida as diatomaceas
presentes, resultado que, segundo os autores, precisa ser investigado com
mais cuidado.

Mais tarde, trés espécies de algas vermelhas (Corallina officinalis, C.
elongata e Jania sp.), estudadas por PALERMO et al. (1991), apresentaram
quase o mesmo perfil de carotendides, sendo B-caroteno o mais abundante,
como esperado, e variando de 12,2 a 20,9 mg/100 g peso seco, enquanto
zeaxantina foi isolada em pequena quantidade (0,6 a 1,5 mg/100 g peso seco).
Além desses dois carotendides tipicos de algas vermelhas, a presenca de
fucoxantina (2,0 a 8,4 mg/100 g peso seco) foi determinada. As algas
provenientes de diferentes coletas foram examinadas microscopicamente e
nenhuma revelou a presenga de diatomacea ou qualquer outro contaminante
em quantidade suficiente para produzir teores relativamente elevados de
fucoxantina e fucoxantinol nas trés espécies. Outro trabalho (HEGAZI et al.,
1998) também identificou fucoxantina e fucoxantinol na alga vermelha Jania
rubens e os autores asseguraram que sua presenga ndo foi devido ao
epifitismo de diatomaceas.

Os carotenodides proé-vitamina A (a-caroteno e [-caroteno) foram
encontrados em amostras frescas e secas da alga vermelha Palmaria palmata
durante todos os meses do ano (SAKER-SAMPAIO, 1997). Os niveis no
material seco permitiram considera-la uma fonte de vitamina A “util” e, algumas
vezes, “excelente” particularmente quando o material foi desidratado por
liofilizagdo. Aparentemente houve perdas quando a alga foi seca a 30 e 45°C,

mas €& provavel que as condi¢des de secagem possam ser melhoradas para
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prevenir ou pelo menos minimizar tais perdas. Com base no conteudo de pré-
vitamina A, P. palmata pode muito bem ser promovida como alimento humano.
Além de a-caroteno e B-caroteno, a luteina também esteve presente.

As espécies de Phaeophyta estudadas neste trabalho apresentaram
apenas [p-caroteno. Os valores minimo e maximo foram encontrados em
Dictyopteris delicatula e Padina gymnospora, variando de 0,266 + 0,198 a
12,230 + 2,859 pug.g' peso fresco, respectivamente (Tabela 4). O
cromatograma representativo dos extratos das feoficeas com apenas
B-caroteno encontra-se ilustrado na Figura 12.

As algas pardas com relagdo ao retinol equivalente apresentaram
contetido minimo para Dictyopteris delicatula (0,044 + 0,033 pg.g™') e maximo
para Padina gymnospora (2,038 + 0,476 ug.g™'). Considerando a ingestéo de
100 g de alga fresca por dia, uma por¢cao de Dictyopteris delicatula nao
forneceria a IDR, enquanto a Padina gymnospora seria responsavel por '/, da

quantidade recomendada.

Tabela4. Conteudo de o-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) nas algas marinhas pertencentes a diviséo
Phaeophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE.

B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Espécies de alga p 4
(ng.g") (ng.g")
Dictyopteris delicatula 0,266 + 0,198 0,044 + 0,033
Dictyota dichotoma 4,721 £ 1,748 0,787 £ 0,291
Lobophora variegata 4,185 + 1,559 0,697 £ 0,260
Padina gymnospora 12,230 £ 2,859 2,038 £ 0,476

Sargassum cymosum 6,651 £ 1,275 1,109 £ 0,213
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A fucoxantina ocorre em grandes quantidades na maioria das algas
pardas fucdéides e em espécies de Laminaria (HAUGAN, LIAAEN-JENSEN,
1994). Devido a enorme biomassa e ampla distribuicdo dessas algas no mundo
todo, a fucoxantina é o principal carotendide das algas marinhas (HAUGAN et
al., 1995). Em Padina pavonica, HEGAZI et al. (1998) relataram a presencga de
fucoxantina, flavoxantina, diatoxantina, zeaxantina, violaxantina, fucoxantol e

anteraxantina, sendo os quatro primeiros os mais abundantes.
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Figura 12. Cromatograma tipico dos extratos das Phaeophyta, contendo
[-caroteno, representadas pela Padina gymnospora.

A alga parda Laminaria digitata apresentou (-caroteno em niveis que
permitiram classifica-la como uma fonte “Util” de vitamina A. Nenhuma das
amostras mensais apresentou a-caroteno (SAKER-SAMPAIO, 1997).

Além de a-caroteno e B-caroteno nas algas verdes e vermelhas e de
B-caroteno nas algas pardas estudadas neste trabalho, outros carotendides

mais polares, com eluigdo antes de 5 min, também foram observados. Embora,
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eles ndo tenham sido identificados nem quantificados pelo fato de néao
apresentarem importancia nutricional, € muito provavel que entre eles estejam
presentes zeaxantina e luteina. Apesar de ndo serem precursores de vitamina
A, esses carotendides podem ter efeitos benéficos atuando como antioxidantes
no processo de envelhecimento e anticancerigenos (GOODWIN, 1986;
DRISKO et al., 2003; STAHL, SIES, 2003). As pesquisas sobre carotendides
tém focalizado a acédo desses compostos como potentes antioxidantes e
sequestradores de radicais livres, mas até recentemente o interesse dos
pesquisadores limitava-se ao aspecto nutricional do -caroteno como precursor
de vitamina A (GRASSMAN et al., 2002).

Os carotendides com atividade de vitamina A tém sido quantificados em
muitos vegetais.

Os carotendides encontrados em algas marinhas ocorrem em
quantidades semelhantes aquelas da maioria dos vegetais comestiveis. O teor
de o-caroteno detectado na alga verde Caulerpa prolifera (Tabela 2) foi
superior aquele encontrado na cenoura (HART, SCOTT, 1995; KONINGS,
ROOMANS, 1997), conforme mostrado na Tabela 5. A quantidade de
B-caroteno encontrada nas algas verdes Ulva fasciata, Caulerpa prolifera e
Cladophora prolifera (Tabela 2) foi inferior a do agrido, brocolis, cenoura e
salsa, mas superior a do alface, aspargo, couve-flor e muitas frutas (Tabela 5).

CAMPOS et al. (2003) ndo encontraram a-caroteno em nenhum dos
vegetais analisados, mas p-caroteno foi detectado em todos eles, sendo que o
teor maximo foi encontrado em agrido (52,6 + 6,0 ug.g" peso fresco) e o
minimo em alface (12,6 + 1,3 pg.g" peso fresco). De um modo geral, os

vegetais superiores sdo pobres em a-caroteno (SENGER 1993).
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As algas verdes (Tabela 2) apresentaram quantidades de retinol
equivalente (RE) semelhantes aquelas encontradas em vegetais folhosos como
brécolis, alface e agrido, que sdo considerados boas fontes de RE. A alga que
apresentou o menor conteudo de RE foi a Caulerpa mexicana e, mesmo assim,

essa quantidade foi similar a encontrada no aspargo (Tabela 5).

Tabela 5. Contetdo de carotendides pro-vitamina A (ug.g” peso fresco) em
vegetais normalmente consumidos

o-caroteno B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Vegetais y y p
(ng.9”) (ng.g9”) (ng.g”)
6 6
Agrido - 33,9-52,6 5,65 — 8,8
3 3
Aipo - 0-29,0 0-4,8
12,6 — 17,8° 2,1-3,0°
3 3
Alface - 9,8—14,5 1,6-2,4
0,91* 0,15*
3 3 3
Aspargo 0-0,17 3,17 — 5,81 0-0,98
3 3 3
Banana 0-0,12 0-0,14 0-0,03
19,1 - 26,2° 32-4,4°
3 3 3
Brocolis 0-0,73 4,8-10,8 0,8-1,9
8,0 1,3*
Cebolinha - 20,8 —23,1° 35-3,8°
5,3 -85,0° 18,3 — 147,0° 3,5-31,6°
20,0 — 59,0° 46,0 — 125,07 9,4 — 25,72
Cenoura 5 5 5
48,7 130 25,7
26,6" 85,97* 16,6"
Couve-flor - 0-4,3° 0-0,7°
Damasco - 6,15 — 64,33° 1,0-10,7°
Espinat - 9,0° 1,5°
spinatre
P - 40,21* 6,7
Goiaba - 435-11,9° 0,7-2,0°
Laranja 0-4,0° 0-05° 0-04°
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o-caroteno B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Vegetais p p p
(ng.g™) (ng.g7) (ng.97)
Maca 0,12 -0,39° 0,02 — 0,06°
Mamao 0-0,34° 0,38 — 1,60° 0,06 — 0,30°
0,23 - 37,0° 0,04 -6,17°
Manga - 4 4
2,98 0,49
. . 0,5° 0,08°
Milho verde 0,6 4 .
0,59 0,14
_ X 0-1,30° 0-0,22°
Pepino 0-0,009 4 4
2,95 0,49
Pimentao verde - 0,81-2,76° 0,13 -0,46°
Repolho de Bruxelas 0-0,11° 3,4-11,0° 0,57 —1,84°
Salsa - 38,2 —45,3° 6,4 — 7,55°
1,15 — 6,60° 0,19 -1,10°
3,77° 0,63°
Tomate - 4 4
4,39 0,73
1,22 0,20°

1- ZAKARIA et al. (1979); 2- BUSHWAY; WILSON (1982); 3- MANGELS et al. (1993); 4- HART;
SCOTT (1995); 5- KONINGS; ROOMANS (1997); 6-CAMPOS et al. (2003).

Embora as algas vermelhas, analisadas neste trabalho, tenham
apresentado baixo conteudo de a-caroteno e B-caroteno, estas quantidades
sdo semelhantes a de muitos vegetais como pepino e pimentdo verde (Tabela
5). O menor conteudo de B-caroteno entre as algas vermelhas ocorreu em
Gracilaria caudata (Tabela 3) e essa quantidade pode ser comparada a de
algumas frutas como macga e mamao (Tabela 5). A quantidade de p-caroteno
registrado em Bryothamnion triquetrum, maximo entre as algas vermelhas, foi
semelhante aquela encontrada em brocolis e couve-flor (Tabela 5).

A quantidade de retinol equivalente encontrada nas algas vermelhas
(Tabela 3) foi superior a de algumas frutas como banana, laranja, maca e

mamao, mas semelhante a de vegetais como brocolis, couve-flor e tomate
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(Tabela 5) (HART, SCOTT, 1995; KONINGS, ROOMANS, 1997; MANGELS et
al., 1993).

AZEVEDO-MELEIRO, RODRIGUEZ-AMAYA (2004) confirmaram e
identificaram carotendides em frutas tropicais. Em acerola o carotendide
preponderante foi o -caroteno, seguido de pequenas quantidades de luteina,
violaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno e neoxantina. Na fruta amazonica da
familia Myrtaceae, conhecida popularmente como camu-camu ou araga-d’agua,
a luteina foi o principal carotendide, seguido de p-caroteno e zeaxantina. Os
carotendides encontrados em pequi e pitanga foram predominantemente,
violaxantina e luteina, respectivamente.

O conteudo de B-caroteno encontrado nas algas pardas foi semelhante
ao teor encontrado no couve-flor e tomate, no entanto a espécie Padina
gymnospora (Tabela 4) apresentou quantidade quatro vezes maior que o
pimentéo verde e o pepino, conforme apresentado na Tabela 5.

As algas pardas apresentaram quantidade de retinol equivalente (RE)
semelhante ou superior a encontrada em tomate e repolho de Bruxelas (Tabela
5). O conteudo maximo de RE encontrado no tomate correspondeu ao
encontrado neste trabalho para a espécie Sargassum cymosum.

A determinagédo de carotendides por HPLC foi observada em vegetais
folhosos chineses por WILLS, RANGGA (1996). Interessantemente apenas
quatro carotendides presentes representaram 80% do total. A luteina foi o
principal carotendide encontrado, variando de 20 a 36% do total, enquanto o
B-caroteno representou de 14 a 23% do total, ficando em segundo lugar. Em
seguida, vieram violaxantina (4-23%), neoxantina (2-18%) e zeaxantina

(5-11%).
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A presenca de carotendides em vegetais (brocolis, couve, chicoria e
feijdo verde) crus e submetidos ao calor foi descrita por SA, RODRIGUES-
AMAYA (2003 e 2004). Os autores encontraram B-caroteno (ug/g) em brocolis
cru (15,6 £ 3,42), cozido (12,9 + 2,56) e frito (16,4 + 2,78); em couve cru
(37,3 £ 7,96) e frito (50,2 £ 9,86); em chicdria crua (13,6 + 2,12) e frita
(15,25 £ 2,33); e em feijao verde cru (1,1), cozido (1,8) e frito (1,9). As
diferengcas observadas na concentragdo de [-caroteno nos vegetais crus e
cozidos devem-se as alteragdes que ocorrem durante o cozimento, incluindo
variagbes de peso por ganho ou perda de agua, perda de sélidos e absorgao
de gordura.

A composicdo de carotendides em frutas e verduras normalmente
consumidas tem sido bem estudada. BURNS et al. (2003) quantificou
carotendides em frutas e vegetais comumente consumidos como manga,
alface, brécolis, pimentdo vermelho, pimentdo amarelo, pimentdo verde,
cenoura, nabo, batata-doce e tomate. Com excecdo do nabo, todos
apresentaram [-caroteno. No entanto, a-caroteno foi detectado apenas em
pimentdo vermelho e amarelo e em cenoura. A batata-doce apresentou a maior
quantidade de carotendides (110,43 + 51,5 ug.g’' peso seco), enquanto a
menor quantidade foi observada em brocolis (1,2 + 0,2 ug.g” peso seco). Os
carotendides encontrados em maior quantidade foram f-caroteno, luteina,
violaxantina e, quando presente, o licopeno. Outros carotendides, dentre os
quais neoxantina, violaxantina, zeaxantina e a criptoxantina também foram
encontrados.

As vitaminas lipossoluveis integram um grupo de substancias organicas

com estrutura variada, que sao soluveis em solventes organicos e nao exibem
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valor energético, e que o0 organismo nao é capaz de sintetizar ou o faz em
quantidade insuficiente. Por esse motivo e por serem necessarias em
quantidades minimas, essas substancias devem aportar no organismo através

da ingestao dos alimentos.

Muitos carotendides também sao utilizados como corantes de alimentos
ou de ragdes. Seu uso vem se generalizando tendo em vista sua inocuidade,
facilidade de metabolizagdo e garantia de reprodutibilidade de cor, além de
serem efetivamente saudaveis (BRITTON, 1995).

A cor é um importante atributo sensorial, podendo ter efeito direto no
preco de alimentos marinhos. Um exemplo tipico consiste na relagdo entre
preco de mercado e intensidade da coloragéo do salmao (METUSALACH et al.,
1997). Nos animais, a concentragdo de carotendides em determinados tecidos
(pele, plumas, carapacga), além da protegcao antioxidante, integra a complexa
rede de sinais de comunicacdo envolvidos na atracdo, adverténcia e

camuflagem (BRITTON, 1995).

4.2. a-Tocoferol

Os vegetais e os alimentos de origem vegetal normalmente contém
substancias quimicamente relacionadas que exibem atividade de vitamina E, os
tocoferdis e os tocotriendis, em diferentes graus. O a-tocoferol € o mais potente
e usado como referencial para estabelecer a atividade dos demais isbmeros.

Alguns isbmeros de a-tocoferol com atividade de vitamina E tém sido
relatados em algas, sendo comum a presenga de dois ou mais isbmeros com

atividades biologicas diferentes. Existem relativamente poucos trabalhos sobre
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a quantidade de tocoferol em macroalgas marinhas da Europa (JENSEN,
1969a, 1969b e 1969¢c; SAKER-SAMPAIO, 1997; SANCHEZ-MACHADO et al.,
2002), Asia (JAYASREE et al., 1985; MIYASHITA, TAKAGI, 1987) e América
do Norte (McDERMID, STUERCKE, 2003). De acordo com ITO, HORI (1989),
as quantidades das vitaminas A (carotendides), E, B12 e C n&o séo inferiores
aquelas encontradas nos vegetais superiores.

Um cromatograma tipico obtido para um padrao de 70 ug de a-tocoferol
estda mostrado na Figura 13, cujo tempo de retencdo foi de 3,89 + 0,10 min
(n =31). O tempo de retengdo do a-tocoferol detectado nos extratos de alga foi
de 3,89 £ 0,09 min (n = 23). Os tempos de retencéo do a-tocoferol padrao e do
composto presente nos extratos de alga eluido em aproximadamente 3,90 min
nédo apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p = 0,05).

Dentre as sete espécies de algas analisadas, pertencente a divisao
Chlorophyta, apenas Cladophora prolifera n&o apresentou a-tocoferol. O teor
mais elevado (383,047 + 85,254 ng.g™' peso fresco) foi observado no extrato de
Caulerpa prolifera e o mais baixo (15,650 + 2,634 ug.g"' peso fresco) no de
Codium decorticatum (Tabela 6). A Figura 14 ilustra um cromatograma tipico
dos extratos de uma cloroficea contendo a-tocoferol.

Com relagao ao tocoferol equivalente (TE), a ingestédo diaria de 100 g de
Caulerpa prolifera fresca forneceria quase quatro vezes mais que a IDR,
enquanto a mesma porgdo de Codium decorticatum seria responsavel por

apenas '/s da IDR.
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Figura 13. Cromatograma tipico obtido para 70 ug de o-tocoferol na coluna
submetido a saponificacao e particao.

Tabela 6. Conteludo de a-tocoferol nas algas marinhas pertencentes a
divisdo Chlorophyta, coletadas na Praia de Guajiru, Trairi-CE.

Espécies de alga a-TOCOf?rOI
(ng-g’)

Caulerpa cupressoides 224,177 £+ 35,051
C. mexicana 60,938 + 20,052
C. prolifera 383,047 + 85,254
C. racemosa 246,605 + 122,033
Cladophora prolifera -

Codium decorticatum 15,650+ 2,634

Ulva fasciata 31,258 + 6,060
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Figura 14 Cromatograma tipico dos extratos das Chlorophyta, contendo
a-tocoferol, representadas pela Caulerpa prolifera

Nas Rhodophyta estudadas, oito espécies (Acantophora specifera,
Botryocladia occidentalis, Corallina officinalis, Gracilaria caudata, Gracilaria sp.,
Hypnea cervicornis, H. musciformis e Solieria filiformis) ndo apresentaram
a-tocoferol. Nas outras doze espécies de algas vermelhas, o a-tocoferol foi
identificado e seu contetido oscilou entre 4,809 + 1,058 e 31,872 + 5,883 ug.g”
peso fresco, em Gracilaria ferox e Enantiocladia duperreyi, respectivamente
(Tabela 7).

Em relagédo ao tocoferol equivalente (TE), a ingestédo diaria de 100 g da
alga E. duperreyi fresca forneceria cerca de '/3 da IDR, enquanto que a G. ferox
forneceria uma quantidade muito menor, correspondente a '/, da IDR. A.
Figura 15 ilustra um cromatograma tipico dos extratos de uma rodoficea

contendo a-tocoferol.
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Tabela 7. Conteldo a-tocoferol nas algas marinhas pertencentes a divisdo

Rhodophyta, coletadas na praia de Guajiru, Trairi-CE.

Espécies de Alga

a-Tocoferol

(ng.g")

Acantophora specifera
Acantophora sp.
Amansia multifida
Botryocladia occidentalis
Bryothamnion seaforthii
B. triquetrum

Corallina officinalis
Cryptonemia crenulata
Enantiocladia duperreyi
Eucheuma sp.

Gracilaria birdaea

G. caudata

G. domingiensis

G. ferox

Gracilaria sp.

Hypnea cervicornis

H. musciformis
Osmundea obtusiloba
Pterocladiella americana

Solieria filiformis

13,508 * 3,543
9,477 + 3,829
6,458 + 0,279

15,538 + 5,684

25,896 + 7,348

31,872 £ 5,883
7,255 * 3,245

15,383 + 1,371
5,654 + 2,777
4,809 + 1,058

6,229 + 1,730
12,946 + 6,174
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Figura 15. Cromatograma tipico dos extratos das Rhodophyta, contendo
a-tocoferol, representadas pela Enantiocladia duperreyi.

As cinco espécies de Phaeophyta analisadas apresentaram a-tocoferol,
apresentando valor maximo de 42,817 + 31,012 pg.g™” peso fresco em Dictyota
dichotoma e minimo de 4,722 + 2,062 pg.g"' peso fresco em Lobophora
variegata (Tabela 8). A. Figura 16 ilustra um cromatograma tipico dos extratos
de uma feoficea com a-tocoferol.

Considerando a ingestdo de 100 g de alga fresca por dia, uma porcao de
Dictyota dichotoma forneceria ', da IDR de tocoferol equivalente (TE),

enquanto a Lobophora variegata seria responsavel por aproximadamente /2o

da IDR, ou seja, dez vezes menos.
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Tabela 8. Contetdo de a-tocoferol nas algas marinhas pertencentes a
divisdo Phaeophyta, coletadas na Praia do Guajiru, Trairi-CE.

a-Tocoferol
Espécies de alga
(ng.g™")
Dictyopteris delicatula 26,562 + 3,627
Dictyota dichotoma 42,817 £ 31,012
Lobophora variegata 4,722 £ 2,062
Padina gymnospora 13,224 £ 4,490
Sargassum cymosum 5,110 + 2,323
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Figura 16. Cromatograma tipico dos extratos das Phaeophyta, contendo
a-tocoferol, representadas pela Dictyota dichotoma.

As algas pardas contém niveis de vitamina E superiores aos
encontrados nas algas verdes e vermelhas (BURTIN, 2003). Contrariamente ao
reportado por esse autor, entre as algas analisadas neste trabalho, as verdes
foram as que apresentaram maior teor de a-tocoferol, seguidas das pardas e

vermelhas (Tabelas 6, 7 e 8).
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A presenga dos isdbmeros de tocoferol em algas marinhas coletadas no
inicio da primavera na Noruega foi investigada por JENSEN (1969a, 1969b,
1969c) que encontrou apenas a-tocoferol nas algas verdes Enteromorpha
intestinalis (92 ng.g”' peso seco) e Ulva lactuca (35 pg.g™"' peso seco); nas
algas vermelhas Polysiphonia fastigiata (80 ng.g”' peso seco), Odonthalia
dentata (20 pg.g” peso seco), Gigartina stellata e Palmaria palmata (35 pg.g™
peso seco); e nas algas pardas Laminaria digitata (9 pg.g”" peso seco),
L. hyperborea (10 ug.g™" peso seco) e L. saccharina (7 pg.g" peso seco). As
algas pardas das espécies Ascophyllum nodosum, Fucus serratus, F. spiralis,
F. vesiculosus e Pelvetia canaliculata apresentaram além de a-tocoferol,
B- + y-tocoferol e 3-tocoferol, que totalizaram de 250 a 510, de 300 a 600, 356,
de 250 a 480 e de 350 a 650 pg.g"' peso seco, respectivamente.

Os homologos a-, y- e -tocoferol foram quantificados nas algas pardas
(LETUTOUR et al., 1998). Dentre eles, o a-tocoferol foi predominante e seu
teor foi varias vezes maior do que o encontrado por JENSEN (1969a, 1969b e
1969c). Em Ascophyllum nodosum, Fucus serratus, F. vesiculosus, Laminaria
digitata e Himanthalia elongata os teores de a-tocoferol foram iguais a 3.420,
2.230, 4.300, 5 e 52 ug.g'1 peso seco, respectivamente.

As algas vermelha Palmaria palmata e parda Laminaria digitata
apresentaram o-tocoferol em todos os meses do ano. Em P. palmata, a
variagdo foi pequena (0,6 a 1,5 ug.g”' peso fresco) em onze meses, e apenas
uma amostra, coletada em janeiro, exibiu um teor igual a 4,1 ug.g"'peso fresco.
O nivel de a-tocoferol em L. digitata também foi relativamente consistente,

oscilando de 0,6 a 2,6 ug.g™' peso fresco durante dez meses do ano. Valores
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um pouco mais elevados foram registrados em agosto (3,0 ng.g” peso fresco)
e em setembro (4,4 ng.g™' peso fresco) (SAKER-SAMPAIO, 1997).

SANCHEZ-MACHADO et al. (2002) determinaram a-tocoferol por HPLC
em trés espécies de algas pardas: Himanthalia elongata enlatada e
desidratada, Laminaria ochroleuca desidratada e Saccorhiza polychides
enlatada. As algas H. elongata e L. ochroleuca desidratadas apresentaram
contelido de a-tocoferol igual a 33,3 + 4,2 e 8,9 + 2,1 ug.g' peso seco,
respectivamente, enquanto as algas H. elongata e S. polychides enlatadas
apresentaram quantidades inferiores e iguais a 12,0 + 2,0 e 5,7 £ 1,3 ug.g'1
peso seco, respectivamente.

O interesse em determinar os niveis de vitamina E nas microalgas
usadas como alimento no cultivo de peixes e camarbes tem crescido
recentemente. Alguns pesquisadores tém testado diferentes condigbes de
cultivo de microalgas para eleger as mais favoraveis a produgdo de a-tocoferol
(BANDARRA et al., 2003; CARBALLO-CARDENAS et al., 2003; DONATO et
al., 2003). Isso se deve ao fato de que o desenvolvimento e a saude dos
organismos cultivados devem ser assegurados. Entre outros aspectos que
contribuem para o sucesso da aquicultura, o emprego de alimentos capazes de
suprir os requerimentos energéticos e nutricionais (macronutrientes e
micronutrientes) é de fundamental importancia.

A Bacillariophyta do género Chaetoceros apresentou 163 pug
a-tocoferol.g”’ peso seco e 57 ug y-tocoferol.g” peso seco. As Chlorophyta
Tetraselmis e Dunaliella exibiram 259 e 228 ug a-tocoferol.g™’ peso seco e 21 e

35 ng y-tocoferol.g™ peso seco, respectivamente (HUO et al., 1997).
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Nas Chlorophyta, Tetraselmis sp. e Stichococcus sp., na Haptophyta
Pavlova pinguis e na Chromophyta Nannochloropsis sp., as quantidades de
a-tocoferol foram estimadas em 70, 160, 140 e de 180 a 350 pg.g”,
respectivamente (BROWN et al., 1999). Outra cianophyta, Spirulina platensis,
apresentou uma quantidade de a-tocoferol (13 pg.g” peso seco) inferior as

supracitadas, e y-tocoferol nédo foi detectado nas amostras (GOMEZ-
CORONADO et al., 2004).

Os niveis de tocoferol na microalga Prymnesiophyta Diacronema
vlkianum foram mais elevados quando comparados com alimentos
convencionais conhecidos como ricos em vitamina E. Grandes quantidades de
a-tocoferol foram detectadas na fase de declinio do cultivo dessa microalga
(DONATO et al., 2003). Na Haptophyta, Isochrysis galbana, a biossintese de
o-tocoferol e outros esterdis esta diretamente relacionada com a duracdo do
fotoperiodo (BANDARRA et al., 2003).

O perfil de vitaminas nas algas marinhas varia de acordo com a espécie,
estacdo do ano, estagio de desenvolvimento da planta e parametros
ambientais. A maioria das algas vermelhas exibe grandes quantidades de pro-
vitamina A e quantidades significativas das vitaminas B (tiamina) e B;
(riboflavina). A vitamina B4, (cobalamina) também é encontrada em rodoficeas
como Palmaria palmata e Porphyra tenera e em algumas espécies de algas
verdes (MABEAU, FLEURENCE, 1993). O elevado teor dessa vitamina em
algas marinhas é especialmente importante, tendo em vista que ela ndo ocorre
em vegetais terrestres (ITO, HORI, 1989). Entretanto, MCDERMID, STUERCKE
(2003) examinaram vinte e duas espécies de algas havaianas, nas quais

tiamina, riboflavina, niacina e niacinamida foram raramente detectaveis.



60

O sistema HPLC usando fase reversa nao € capaz de separar 0s
isbmeros B- e y-tocoferol nem B- e y-tocotrienol. Nesse sistema, a ordem de
eluicio €& o-tocotrienol, pB- + y-tocotrienol, a-tocotrienol, J-tocoferol,
B- + y-tocoferol e a-tocoferol (SHEARER, 1987). Os cromatogramas dos
extratos das algas estudadas (Figuras 14, 15 e 16) apresentaram outros picos,
além do referente ao a-tocoferol, que nao foram identificados.

O a-tocoferol tem sido quantificado em muitos vegetais, éleos e produtos
alimenticios normalmente consumidos. As quantidades sao variaveis, sendo
mais elevadas em farelo de arroz, raiz de Zalooh, louro e 6leo de girassol, e
mais baixos em endro, manjericao e hortela (Tabela 9).

As algas verdes Caulerpa cupressoides, C. prolifera e C. racemosa
apresentaram valores semelhantes ou superiores a varios vegetais
normalmente consumidos como alecrim, manjerona, salva, tomilho e alguns
oleos como os de amendoim, milho e soja e no azeite de oliva (Tabela 9).

As algas vermelhas apresentaram o menor conteudo de a-tocoferol
dentre as divisdes estudadas. Mesmo assim, a espécie Enantiocladia duperreyi
apresentou um teor apenas ligeiramente inferior a alguns vegetais como endro,
horteld e manjericao (Tabela 9).

Entre as algas pardas, Dictyota dichotoma apresentou o maior conteudo
de a-tocoferol (Tabela 8). Esse teor € semelhante ao encontrado em endro e
manjericao, mas inferior a outros vegetais e 6leos (Tabela 9).

BURNS et al. (2003) quantificaram o-tocoferol em manga, alface, batata-
doce, brdcolis, cenoura, nabo, tomate, pimentdo vermelho, amarelo e verde
usando cromatografia liquida de alta eficiéncia. Dentre os vegetais analisados,

apenas nabo e batata-doce nao apresentaram a-tocoferol. O teor maximo foi
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observado em pimentdo vermelho e amarelo (0,6 + 0,2 ug.g'1 peso seco) e o
teor minimo em brocolis (0,003 + 0,001 pg.g”' peso seco). Entretanto, o
y-tocoferol foi encontrado apenas em alface, brocolis, pimentdo vermelho e
tomate.

RYYNANEN et al. (2004) determinaram a quantidade dos diferentes
tocoferdis presentes em dez variedades de centeio, tendo verificado que o

a-tocoferol oscilou de 10,0 e 16,3 ng.g™”' peso seco.

Tabela 9. Contetdo de a-tocoferol (ug.g™ peso fresco) em vegetais, 6leos e
produtos alimenticios normalmente consumidos.

Vegetais, Oleos e Produtos Alimenticios a-Tocoferol (ug.g'1 peso fresco)
Alecrim 316,207
Azeite de oliva 160,78"
Coentro 76,007
Endro 34,207
Farelo de arroz 66.000 — 74.400*
Hortela 49,20°
Louro 1.322,00°
Manjerico 40,507
Manjerona 323,40°
Oleo de amendoim 100,16'
Oleo de girassol 591,25
Oleo de milho 203,78
Oleo de soja 153,43"
Orégano 79,40°
Raiz de Zalloh (Ferula hermonis) 5.000,00°
Salsa 51,407
Salva 264,80°
Tomilho 206,10°

1- GLISZCZYNSKA-SWIGLO, SIKORSKA (2004); 2- GOMEZ-CORONADO et al. (2004);
3- AOUN et al. (2005); 4- CHEN, BERGMAN (2005);
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5. CONCLUSOES

Os extratos de todas as algas verdes analisadas neste trabalho apresentaram

a-caroteno e f—caroteno.

Na divisdo Chlorophyta, a quantidade de a-caroteno foi maior em Caulerpa
prolifera e menor em Codium decorticatum, enquanto a quantidade de

B-caroteno foi maxima em Ulva fasciata e minima em Caulerpa mexicana.

Dentre as Rhodophyta estudadas, nove espécies (Acantophora specifera,
Acantophora sp., Bryothamnion seaforthii, Corallina officinalis, Gracilaria
birdiae, G. caudata, G. domingiensis, G. ferox e Gracilaria sp.) né&o
apresentaram a-caroteno. Nas outras onze espécies de algas vermelhas, o teor
de a-caroteno foi menor em Solieria filiformis e maior em Botryocladia
occidentalis. p-Caroteno foi encontrado em todas as espécies de algas
vermelhas estudadas, com valor maximo em Bryothamnion seaforthii € minimo

em Gracilaria caudata.

Todas as espécies de Phaeophyta estudadas neste trabalho apresentaram
B-caroteno, mas nao a-caroteno. Os conteudos minimo e maximo foram

encontrados em Dictyopteris delicatula e Padina gymnospora, respectivamente.

Em relagdo ao a-tocoferol, dentre as sete espécies de algas pertencentes a

divisdo Chlorophyta, apenas Cladophora prolifera ndo apresentou a-tocoferol.
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O teor de a-tocoferol mais elevado foi observado em Caulerpa prolifera e o

mais baixo em Codium decorticatum.

Nas Rhodophyta estudadas, oito espécies (Acantophora specifera, Botryocladia
occidentalis, Corallina officinalis, Gracilaria caudata, Gracilaria sp., Hypnea
cervicornis, H. musciformis e Solieria filiformis) ndo apresentaram a-tocoferol.
Nas outras doze espécies, a-tocoferol foi identificado e seu conteudo foi maior

em Gracilaria ferox e menor em Enantiocladia duperreyi.

As cinco espécies de Phaeophyta analisadas apresentaram a-tocoferol,
apresentando valor maximo em Dictyota dichotoma e minimo em Lobophora

variegata.

Dentre as algas verdes estudadas neste trabalho as algas Caulerpa prolifera,
C. racemosa e Ulva fasciata apresentaram retinol equivalente em niveis que
permitiram classifica-las como uma fonte “excelente” de vitamina A. Ja as algas
Caulerpa cupressoides, Cladophora prolifera e Codium decorticatum
apresentaram retinol equivalente em niveis que permitiram classifica-las como

uma fonte “Util” de vitamina A.

As algas vermelhas estudadas neste trabalho, ndo podem ser consideradas
como fontes “excelentes” (alimentos que fornecem pelo menos 2 da ingestao
diaria recomendada — IDR) ou “Uteis” (aqueles que fornecem pelo menos ' da

IDR) de vitamina A.
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Dentre as algas pardas estudadas neste trabalho apenas Padina gymnospora
apresentou retinol equivalente em niveis que permitiram classifica-la como uma

fonte “util” de vitamina A.

Dentre as algas verdes apresentadas neste trabalho, as algas pertencentes ao
género Caulerpa apresentaram niveis de tocoferol equivalente que permitiram
classifica-las como fonte “excelente” de vitamina E. Ja& as algas Codium
decorticatum e Ulva fasciata apresentaram tocoferol equivalente em niveis que

permitiram classifica-las como fonte util de vitamina E.

Dentre as algas vermelhas estudadas, as algas Cryptonemia crenulata e
Enantiocladia duperreyi apresentaram tocoferol equivalente em niveis que

permitiram classifica-las como fonte “util” de vitamina E.

Dentre as algas pardas estudadas, as algas Dictyopteris delicatula e Dictyota
dichotoma apresentaram tocoferol equivalente em niveis que permitiram

classifica-las como fonte “Util” de vitamina E.

O método cromatografico desenvolvido no presente trabalho foi adequado para

a identificagdo simultdnea de a-caroteno, B-caroteno e a-tocoferol.
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