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RESUMO

Quinze espécies de algas marinhas pertencentes as divisdes:
Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta foram coletadas na Praia de Guajiru, -
Trairi — CE, em agosto de 2004. No laboratorio, apds limpeza e lavagem em
agua corrente, as algas foram secas em estufa por 15 horas a 40°C. A analise
dos carotendides pré-vitamina A foi realizada a partir da extracéo da alga em
metanol-agua (90:10, v/v) na proporg¢&o 1:20 (p/V), saponificagdo com KOH 5%
por 30 min a 70°C e particdo em n-hexano, que foi evaporado sob corrente de
ar. O residuo foi entdo suspenso em 500uL de MeOH no momento da anélise
cromatografica realizada em coluna Spherisorb S5 ODS 2 (4,6 x 250 mm) e
metanol-tetrahidrofurano (90:10) como fase mével com fluxo de 2mL.min™.
Aliguotas de 100uL do residuo suspenso em MeOH foram injetadas
manualmente e os cromatogramas registrados em 450nm. Os teores de
a-caroteno e B-caroteno foram calculados por comparagédo com a curva padréo
de B-caroteno (C 9750, Sigma). Nas Chlorophyta o teor de a-caroteno variou
de 0,363 + 0,322 a 28,330 + 1,554 ug.g'1 peso seco e o0 de B-caroteno variou
de 1,182 + 0,204 a 20,611 £ 1,239 ug.g" peso seco. O contetido de retinol
equivalente (RE) variou de 0,227 + 0,061 a 5,796 + 0,336 ;,Lg..g‘1 peso seco. Os
valores minimos de a-caroteno, B-caroteno e RE foram detectados nos extratos
de Codium decorticatum e os maximos naqueles de Caulerpa mexicana. Nas
Rhodophyta o teor de a-caroteno foi minimo em Bryothamnion triquetrum,
0,311 + 0,115 pg.g"’ peso seco, e méaximo em Enantiocladia duperreyi,
1,535 + 0,168 pg.g' peso seco. O teor de B-caroteno variou entre
1,487 + 1,017 e 4,024 + 2,482 ug.g'1 peso seco. O conteldo de RE variou de
0,248 + 0,170 a 0,671 + 0,414 ug.g' peso seco. Os valores maximos de
B-caroteno e RE foram detectados nos extratos de Bryothamnion seaforthii e os
minimos nos de Gracilaria sp. Nas Phaeophyta os teores de B-caroteno e RE
variaram de 1,021 + 1,240 pg.g' a 7,259 + 0,556 pg.g' peso seco e
0,170 + 0,207 a 1,210 + 0,093 pg.g" peso seco, respectivamente, sendo

minimos em Dictyopteris delicatula e maximos em Dictyota dichotoma.



EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DE ¢-CAROTENO E B-CAROTENO EM
MACROALGAS MARINHAS DESIDRATADAS UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

KELMA MARIA DOS SANTOS PIRES

1. INTRODUGAO

As algas constituem um grupo diversificado de vegetais pertencentes ao
Reino Protista, sendo encontradas em ambientes marinhos e continentais. As
macroalgas marinhas bentdnicas habitam os costdes rochosos sendo
distribuidas em faixas bem definidas e visiveis em relacéo aos niveis de marés.
Sé&o organismos estruturalmente complexos, o que reflete sua capacidade de
sobreviver nos costdes, onde duas vezes por dia estdo sujeitas a amplas
flutuacdes de umidade, temperatura, salinidade e luz. No ambiente marinho,
exercem funcdo comparada aquela exercida pelos vegetais no ambiente
terrestre, fornecendo protecdo para diversos 'organismos microscépicos,
invertebrados e peixes que se alimentam delas. S&o classificadas em trés
divisbes: Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta (RAVEN et al., 1999).

As algas tém sido amplamente utilizadas na alimentagdo humana, na
agricultura, na fabricagdo de ragbes animais, nas industrias alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos, e também na area de biotecnologia (OLIVEIRA,
1997).

No Oriente, o uso de algas marinhas na alimentagdo humana & um
costume bastante antigo e seu cultivo € uma tradigdo centenaria (OLIVEIRA,
1997). Dentre as dez espécies de macroalgas mais cultivadas no mundo, a
macroalga parda Laminaria japonica, cultivada principalmente na China,
encontra-se no topo, com uma producgéo anual de 4,2 x 10° toneladas de peso
fresco, sendo a producdo mundial de algas aproximadamente 10’ toneladas
peso umido por ano (LUNING; PANG, 2003).



A producdo mundial de algas provenientes da aquicultura esté estimada
entre 5 e 6 bilhdes de dolares por ano, tendo a Asia a maior participagéo na
producéo, representada pelo cultivo de macroalgas para a alimentacéo humana
(WIKFORS; OHNO, 2001).

Nos paises ocidentais, a utilizacdo das algas marinhas ocorre
predominantemente como fonte de ficocolbides, como alginatos, carragenanas
e agar. Entretanto, em 1990 a Franca regulamentou o uso de onze macroalgas
e duas microalgas para consumo humano (MABEAU; FLEURENCE, 1993).

As algas s&o de interesse nutricional, pois apresentam baixo valor
caldrico, sendo ricas em vitaminas (A, B, C e E), minerais (célcio, magnésio,
fésforo, potassio, sédio, ferro e iodo) e fibras dietarias (ITO; HORI, 1989). O
teor de fibras totais oscila entre 33 e 50%, sendo que a maior parte dessas
pertence a fracdo soluvel. O conteudo de lipidio é geralmente baixo
contribuindo com 1 a 3% do peso seco. Com relacédo as proteinas, as algas
pardas apresentam baixo teor de proteinas, de 5 a 15% peso seco; ja as algas
verdes e vermelhas apresentam contelido que pode variar de 10 a 30% do
peso seco (MABEAU; FLEURENCE, 1993).

Os carotendides consistem em um grupo de pigmentos naturais com
cerca de 600 diferentes compostos ja caracterizados, sendo o B-caroteno, o de
maior destaque (OLSON, 1993; OLSON; KRINSKY, 1995). S&o responsaveis
pela coloracéo vermélha, laranja e amarela das folhas das plantas, das frutas e
das flores e de alguns péassaros, insetos, peixes e crustaceos, que o0s
incorporam através de suas dietas, tendo em vista que somente as plantas
superiores, bactérias, fungos e algas séo capazes de sintetizar os pigmentos
carotendides (MAYNE, 1996).

Nos vegetais, os carotendides s&o encontrados nos plastidios formando
um complexo pigmento-proteina e atuam como pigmentos acessorios da
fotossintese e na protecéo contra a fotoxidagdo (BARTLEY; SCOLNIK, 1995).
Nos animais, entretanto, eles sédo encontrados em quase todos os tecidos,
principalmente no figado e no tecido adiposo (OLSON, 1994).

A estrutura Unica dos carotendides propicia um notavel potencial
biolégico. Eles protegem os tecidos contra os danos oxidativos e fotoxidativos

através da extingdo de radicais livres e espécies de oxigénio reativo, que séo



produzidos como resultado de processos metabdlicos e processos patolégicos
(BRITTON, 1995; DEMBINSKA-KIEC, 2005).

Os carotendides s&o benéficos & salide humana, particularmente contra
0os males relacionados com o envelhecimento (MAYNE, 1996), oferecendo
assim protec&o contra algumas doencas degenerativas, certos tipos de cancer,
doengas cardiovasculares e catarata (RONCADA, 2000).

Os carotendides s&o compostos terpendides formados pela
condensagéo de oito unidades de isopreno (BARTLEY; SCOLNIK, 1995),
originando um esqueleto de quarenta atomos de carbono sintetizado pela
ligacdo cauda-a-cauda de duas moléculas de geranil que possuem vinte
atomos de carbono cada. As extremidades das moléculas dos carotendides
podem ser lineares ou apresentar grupos ciclicos (ciclohexanos ou
ciclopentanos) (OLIVER; PALOU, 2000).

A estrutura basica da molécula dos carotendides inclui um sistema de
duplas ligagdes conjugadas, que lhes confere capacidade de absorver luz no
espectro visivel (400 a 700 nm), grande susceptibilidade de degradacdo
oxidativa e isomerizagdo geométrica ocasionada pela luz, calor e acido
(BRITTON et al., 1995; STAHL,; SIES, 2003).

Quando a cadeia central apresenta um grupo final ciclico, este pode ser
substituido por grupos funcionais contendo oxigénio. Com base na composi¢c&o
da mo|écula, os carotenodides sdo divididos em duas classes: carotenos,
formados apenas de carbono e hidrogénio e xantofilas ou oxicarotenos, que
possuem pelo menos um atomo de oxigénio na molécula. O namero de duplas
ligacbes (sete ou mais) confere & molécula dos carotendides varias
configuragbes cis e trans, mas a forma all-trans ‘predomina na natureza
(STAHL; SIES, 2003).

a-Caroteno, B-caroteno e licopeno s&o os principais constituintes do
grupo dos carotenos. Zeaxantina, luteina, a-criptoxantina, B-criptoxantina e
cantaxantina sdo as xantofilas mais importantes (STAHL,; SIES, 2005).

A estrutura bésica dos carotendides € ilustrada na Figura 1A junto com o
esquema de numerag&o normalmente utilizado. A ciclizagéo de uma ou ambas
as extremidades da molécula, a combinagéo dos grupos funcionais finais, a
adicdo de grupos funcionais contendo oxigénio € a mudanca no nivel de

hidrogenacéo modificam o esqueleto carbénico dando origem a sete grupos



terminais diferentes (Figura 1B), possibilitando uma ampla diversidade
estrutural dos carotendides (BRITTON, 1995; OLIVER; PALOU, 2000).

Figura 1. Estrutura e sistema de numerag&o dos carotendides (BRITTON,
1995). A - Carotendide aciclico (licopeno) e carotendide diciclico

(B-caroteno); e B - Sete grupos terminais de diferentes carotendides
naturais. :

As estruturas dos carotendides de ocorréncia mais comum na natureza e
quantitativamente importantes estéo apresentadas na Figura 2 (ROWAN,
1989).

Os carotendides também podem ser divididos em compostos com
atividade de vitamina (pré-vitamina A) e sem atividade de vitamina A (OLSON,;
KRINSKY, 1995). Para um composto ter atividade de vitamina A é necessario
que ele possua um anel B-ionona insubstituivel na sua estrutura. p-Caroteno,
o-caroteno, y-caroteno e B-criptoxantina possuem atividade de vitamina A,
porém o B-caroteno € o que possui maior atividade biolégica (RONCADA,
2000). Aproximadamente cinglenta carotendides na natureza tém atividade de
vitamina A (OLSON: KRINSKY, 1995). ’
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Figura 2. Estruturas dos carotendides de ocorréncia mais comum na natureza
e quantitativamente importantes (ROWAN, 1989).

Existem trés rotas metabdlicas possiveis para converter oxidativamente
B-caroteno em vitamina A nos animais: (1) clivagem central, (2) clivagem
excéntrica sequencial e (3) clivagem aleatéria (BARUA; OLSON, 2000). A
Figura 3 exibe as possiveis vias de converséo de frans B-caroteno a retinal,
retinol e acido retindico.

A vitamina A participa do processo visual, crescimento e reprodugéo
(OLSON, 1993; RONCADA, 2000). A deficiéncia em vitamina A pode causar
problemas na diferenciagéo celular e aumento do numero de infecgbes uma
vez que ela esta envolvida com a resposta imune em animais e humanos
(OLSON, 1993).

Apesar de alguns carotendides serem precursores da vitamina A, eles
nao séo considerados micronutrientes essenciais e ndo existe uma ingestéo
diaria recomendada (IDR) especifica. Contudo, no cdmputo geral da atividade
de vitamina A dos alimentos, expressa em retinol equivalente (RE), eles s&o
levados em consideracdo (BRITTON, 1995). Segundo RONCADA (2000), 1 RE
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Figura 3. Possiveis vias de conversdo de trans B-caroteno a retinal, retinol e acido retindico. A: B-caroteno; B: retinal; C: acido
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corresponde a 1ug de retinol ou 6ug de B-caroteno ou ainda 12“9 de outros
carotendides com atividade de vitamina A.

Segundo a Portaria N° 33, de 13 de janeiro de 1998, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, do Ministério da Saude, que trata da IDR de vitaminas,
minerais e proteinas para adultos, lactentes, criangas, gestantes e lactantes, a
IDR de vitamina A consiste em 800 pg RE para o homem adulto (BRASIL,
1998).

Os alimentos podem ser considerados como fontes “excelentes” ou
“Uteis” de vitamina. Para que um alimento seja considerado uma fonte
“excelente” de vitamina, a ingestdo de uma porcéo razodvel desse alimento
deve fornecer '/, da IDR. Quando a ingestdo de uma porgéo razoavel de um
alimento for responsavel por '/ da IDR, ele pode ser considerado uma fonte
“atil” da vitamina (RICHARDSON, 1993).

Os carotendides s&o biologicamente menos disponiveis do que a
vitamina A, talvez por causa de sua estrutura e organizacéo dentro da célula,
seu requerimento especifico por sais biliares durante a absorgéo e sua baixa
taxa de clivagem em vitamina A no intestino e outros tecidos (OLSON, 1991).

A biodisponibilidade e a digestdo da vitamina A e carotendides s&o
afetadas pelo estado nutricional do individuo, presenca de lipidios, zinco e
provavelmente ferro. Alguns tipos de fibra reduzem a absorcéo dosv
carotendides (OLSON, 1991). Aproximadamente 5% dos carotendides totais de
um alimento sdo absorvidos pelo intestino e 50% ou mais s&o absorvidos por
solugdes micelares (OLSON, 1994).

- Os carotendides encontrados em algas marinhas apresentam
distribuicdo diferenciada. As Rhodophyta normalmente contém o-caroteno e
B-caroteno, assim como seus derivados hidroxilados, luteina e zeaxantina,
respectivamente. As Phaeophyta apresentam fucoxantina como principal
pigmento, mas também B-caroteno e violaxantina. As Chlorophyta normalmente
contém o-caroteno, pB-caroteno e comumente luteina, zeaxantina,
anteraxantina, violaxantina e neoxantina derivados do B-caroteno (ROWAN,
1989; HAUGAN; LIAAEN-JESEN, 1994).



O conteludo de vitaminas presentes nas diferentes espécies de algas
varia com a estagéo do ano, com as condigdes ambientais, frescor e método de
conservagao (GUNSTHEIMER; JAHREIS, 1298).

A vitamina A é propensa a oxidagéo, particularmente quando exposta
a luz e ao calor em uma atmosfera Umida e na auséncia de agentes redutores
ou outros estabilizantes (OLSON, 1991).

Os carotendides tém comportamento semelhante ao da vitamina A e
podem ser oxidados a formas inativas por acdo enzimética durante a
estocagem ou por exposicéo a luz e oxigénio (OLSON, 1991; CAMPOS et al,,
2003).

Vegetais cozidos podem apresentar variacbes na composicdo de seus
carotendides decorrentes do tempo e da temperatura de cozimento. A
composicao dos carotendides em vegetais frescos pode variar de acordo com o
estagio de maturacdo, método de cultivo, partes da planta utilizadas, efeitos
climéaticos e manipulacdo no cultivo (SA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

Dada a importancia dos carotendides pré-vitamina A e sabendo-se que
eles sdo termolabeis, o presente estudo teve como objetivo determinar o teor
de o-caroteno e B—céroteno em algumas espécies de algas marinhas

submetidas a secagem artificial.



2. MATERIAL E METODOS

Quinze espécies de algas marinhas (Chlorophyta: Caulerpa
cupressoides,  C. mexicana, C. racemosa, Cladophora prolifera e Codium
decorticatum;  Rhodophyta:  Bryothamnion  seaforthii, B. triquetrum,
Enantiocladia duperreyi, Gracilaria sp. e G. birdiae; e Phaeophyta: Dictyopteris
delicatula, Dictyota dichotoma, 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 laboratério.

O material coletado foi lavado em &gua corrente para remogéo 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 até o momento da
secagem. As algas foram desidratadas em estufa a 40°C durante
aproximadamente quinze horas. Apds a secagem, o material foi armazenado
em recipientes hermeticamente fechados e protegidos da luz.

Os reagentes utilizados e suas procedéncias estdo descritos a seguir.
Hidroxido de potassio (KOH) foi obtido da Merck, Alemanha. 3-Caroteno tipo |
all trans, sintético aproximadamente 95% (C-9750) foi obtido da Sigma,
Estados Unidos. Metanol, n-hexano e tetrahidrofurano, usados na preparacéo
dos padrées e nas analises cromatograficas, foram grau HPLC, obtidos da
OmniSolv, Merck, Alemanha. Todas as solugbes foram preparadas utilizando-
se agua ultrapura, obtida através do sistema Milli-Q (Millipore, Estados Unidos).

A relacgéo entre a area do pico e a quantidade de B-caroteno aplicado na
coluna foi estabelecida para o padréo de B-caroteno processado, ou seja,
submetido ao processo de saponificagdo e particdo. Tendo em vista a
existéncia de correlagdo linear entre a area do pico e a concentragéo de
B-caroteno (r = 0,9997, p < 0,05) no intervalo de 10 a 200 pg, que corresponde
a aproximadamente 0,1 a 2,0 ug na coluna (Figura 4), sua quantificacdo nos

extratos de alga foi possivel.
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Figura 4. Curva padrdo do B-caroteno (Sigma) submetido & saponificacdo e
particao. '

Aproximadamente 50 g de alga desidratada foram trituradas em um
triturador doméstico (Braun, modelo KSM 2 B), até a obtengéo de um p6 fino,
que foi utilizado para a preparagdo dos extratos.

Os extratos foram preparados em triplicata. Trés por¢des de 0,5 g foram
pesadas em tubos de vidro graduados com tampa esmerilnada (20 x 150 mm)
e 10 mL de metanol-agua (90:10, v/v) contendo 5% de hidréxido de potéssio
foram adicionados. Os tubos foram homogeneizados e levados ao banho-maria
(Thermomix® BM, modelo 18 BU, B. Braun Biotech International) a 70°C por 30
minutos para saponificagéo.

Depois de resfriados a temperatura ambiente, os extratos foram
centrifugados por 5 minutos a 2.000 x g. Apds a centrifugagdo, 5 mL dos
extratos saponificados, 1,5 mL de agua Milli-Q €.2,5 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. Esse
procedimento de parti?;éo permite a migragdo dos carotendides néo
saponificaveis presentes no extrato da alga do metanol para o n-hexano.

Os tubos foram deixados em repouso sobre a bancada para permitir a
separagdo das fases. Um volume correspondente a 1 mL da fase hexanica foi
transferido para tubos de ensaio (10 x 76 mm), os quais foram deixados sob

corrente de ar em banho-maria a aproximadamente 60°C para evaporagéo do
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solvente. O residuo foi entéo suspenso em 500 uL de metanol no momento da
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cujos componentes
estéo representados na Figura 5.

Injetor

Bomba if

Injecdo da
amostra

Fase mdvel

Material separado da coluna

’/Crnmatugrama ——Detector (450nm)
" =—Registrador

Descarte ou
coletor de fragdo

Figura 5. Diagrama simplificado demonstrando os componentes de um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Diariamente, uma solugdo padrdo de f-caroteno (1 mg.mL™?) foi
preparada em tetrahidrofurano e diluida com metanol para 10 pg.mL™" de modo
que 2 ug fossem injetados na coluna. A concentragdo da solugdo padrao de
B-caroteno foi determinada a partir de sua absorbancia em 450 nm, sendo sua
capacidade de absorcdo de fuz (“absorptivity’) igual a 0,2592 pg™'.mL
(SPECIFICATIONS AND CRITERIA FOR BIOCHEMICAL COMPOUNDS, 1972).

Esse padrio diluido com metanol (10 pg B-caroteno.ml™) foi
processado, ou seja, submetido ao processo de saponificacéo e particéo,
separadamente e em combinagdo com 0,5 g de alga. Esse procedimento
assegurou a deteccéo de B-caroteno onde ele era adicionado intencionalmente.

O sistema cromatografico consistiu em uma coluna Waters Spherisorb
S5 ODS 2 (46 x 250 mm) e uma fase mbvel constituida de
metanol:tetrahidrofurano (80:10, viv), com fluxo de 2 mL.min™', usando uma
bomba (AKTAbasic 10, modelo P-900, Amersham). Aliquotas de 100 uL do
residuo suspenso em metanol foram injetadas manualmente usando um injetor
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de amostras Rheodyne 7210 (Hamilton Co.). O monitor (AKTAbasic UV-800) foi
ajustado em 450 nm para a leitura dos carotendides. Os cromatogramas foram
registrados através do sistema de controle Unicorn™ . verséo 5.0.

As concentracdes de a-caroteno e B-caroteno nos extratos de alga foram
calculadas com base nopadréo de 10 pg de B-caroteno processado. O uso do
B-caroteno como padréo para a quantificacdo de o-caroteno é considerado
valido porque as areas dos picos correspondentes a 10 ug de a-caroteno e
B-caroteno ndo apresentam diferenca estatisticamente sighificativa (p = 0,05)
(SAKER-SAMPAIQ, 1997).

As algas desidratadas e os padrdes (com e sem alga) foram
.processados (submetidos ao processo de saponificagdo e particdo) de forma
idéntica, com relagdo ao volume de reagentes e aliquotas transferidas entre
etapas do procedimento. Além disso, a recuperagéo do B-caroteno processado
em conjunto com a alga ou isoladamente foi a mesma.

A férmula abaixo foi utilizada para o célculo dos teores de a-caroteno e
-caroteno nos extratos preparados com alga desidratada em estufa. O calculo
foi procedido usando-se a area do pico obtido para a solugdo padréo de
B-caroteno e a area do pico referente ao a-caroteno ou B-caroteno no extrato

de alga.

: . 2 1
ng-g ' = aea AINGSH x pg padrdo x fator de diluigdo x v

area padréao g alga
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3. RESULTADOS

A identificagcéo de a-caroteno e 3-caroteno em quinze espécies de algas
marinhas, pertencentes as divisdes Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta, foi
feita comparando-se os tempos de retencéo da solugdo padréo de B-caroteno
com o tempo de retengéo do mesmo composto presente nos extratos de alga e
através da co-cromatografia, usando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em sistema isocratico com uma coluna de fase reversa Cys.

O tempo de retengéo do B-caroteno obtido pelo sistema cromatografico
usado neste trabalho foi igual a 11,33 + 0,37 min (n = 22). Um cromatograma

tipico do padréo contendo 2,0 pug de B-caroteno esté apresentado na Figura 6.

S

600 ] 5 t

—== 1, beta-caroteno

w

Area do pico (mAU)

a o | W

0.0 20 40 6.0 80 100 120

Tempo de reteng&o (min)

(=]

Figura 6. Cromatograma tipico de PB-caroteno (Sigma) processado (padréo
submetido & saponificagéo e particdo) com 2,0 ug na coluna.

Os teores de a-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol equivalente)
encontrados nos extratos de algas desidratadas pertencentes & diviséo
Chlorophyta estdo apresentados na Tabela 1.

No presente trabalho, todas as espécies de Chlorophyta estudadas
apresentaram a-caroteno e B-caroteno. A quantidade de o-caroteno (ng.g”
peso seco) variou de 0,363 + 0,322 a 28,330 + 1,554 e a de B-caroteno (ng.g™
peso seco) variou de 1,182 + 0,204 a 20,611 + 1,239.
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Tabela 1. o-Caroteno, p-caroteno e vitamina A (retinol equivalente) nos
extratos das algas marinhas pertencentes a divisdo Chlorophyta,
coletadas na Praia de Guajiru, Trairi — CE.

< a-caroteno pB-caroteno Retinol equivalente (RE)
Espécies de Chlorophyta . i 4
(1g.g" peso seco) (ug.g- peso seco) (rg.g” peso seco)
Caulerpa cupressoides 0,833 +0,198 1,500 +£ 0,426 0,319+ 0,088
C. mexicana 28,330 + 1,554 20,611 £ 1,239 5,796 + 0,336
C. racemosa 5,988 + 0,950 3,287 +0,307 1,047 £0,130
Cladophora prolifera 2,621 +£4,027 6,878 + 4,923 1,365+ 1,156
Codium decorticatum 0,363 + 0,322 1,182 + 0,204 0,227 + 0,061

Os valores minimos de o-caroteno e B-caroteno foram detectados nos
extratos de Codium decorticatum e 0s maximos naqueles de Caulerpa
mexicana, que exibiu dezessete vezes mais B-caroteno e 78 vezes mais
a~caroteno do que C. decorticatum.

Dentre as cinco espécies de Chlorophyta estudadas, apenas C.
mexicana e C. racemosa apresentaram teor de a-caroteno méior que
B-caroteno. Nas demais, o conteudo de [-caroteno foi superior ao de
a-caroteno.

Nas Chlorophyta, o contetido de retinol equivalente (ug.g” peso seco)
variou de 0,227 + 0,061 a 5,796 + 0,336, sendo minimo em C. decorticatum e
maximo em C. mexicana.

A Figura 7 apresenta um cromatograma tipico de Chlorophyta, que
apresentaram teor de a-caroteno maior que B-caroteno e a Figura 8 apresenta
um cromatograma tipico de Chlorophyta, que apresentaram teor de B-caroteno

maior que o-caroteno.
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Figura 7. Cromatograma tipico dos extratos de Chlorophyta com contelido de

o-caroteno maior que f-caroteno, representadas pela Caulerpa
mexicana.
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Figura 8. Crométograma tipico dos extratos de Chlorophyta com contetido de

B-caroteno maior que a-caroteno, representadas pela Caulerpa
cupressoides.
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Os conteudos de a-caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol
equivalente) encontrados nos extratos de algas desidratadas pertencentes a

~ diviséo Rhodophyta estéo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. o-Caroteno, B-caroteno e vitamina A (retinol equivalente) nos
extratos das algas marinhas pertencentes a divisdo Rhodophyta,
coletadas na Praia de Guajiru, Trairi — CE.

4 a-caroteno B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Espécies de Rhodophyta ¢ ) A
(ng.g” peso seco) (ug.g peso seco) (rg.g" peso seco)
Bryothamnion seaforthii - 4,024 + 2,482 0,671 +£0,414
B. triquetrum 0,311 £0,115 2,534 + 0,309 0,448 + 0,061
Enantiocladia duperreyi 1,535 +0,168 2,036 £0,198 0,467 +£0,047
Gracilaria birdiae - 1,925 + 0,306 0,321 + 0,051
Gracilaria sp - 1,487 = 1,017 0,248 + 0,170

Dentre as cinco espécies de Rhodophyta analisadas, trés (Bryothamnion
seaforthii, Gracilaria sp € G. birdiae) apresentaram B-caroteno € nao a-caroteno
e duas (B. triquetrum e Enantiocladia duperreyi) apresentaram co-caroteno e
B-caroteno.

O teor de a-caroteno foi minimo em B. triquetrum, 0,311 + 0,115 pg.g”
peso seco e maximo em E. duperreyi, 1,535 + 0,168 ug.g‘1 peso seco. O teor
de B-caroteno variou entre 1,487 + 1,017 e 4,024 + 2,482 pg.g” peso secd,
sendo maximo em B. seaforthii e minimo em Gracilaria sp.

O conteido de retinol equivalente nas algas vermelhas variou de
0,248 +0,170a 0,671 £ 0,414 ug.g'1 peso seco, ‘sendo ' maximo-em B. seaforthii
e minimo em Gracilaria sp.

As Rhodophyta que apresentaram B-caroteno foram representadas pela
B. seaforthii (Figura 9) e as que apresentaram ambos, o~-caroteno e 3-caroteno,

foram representadas pela B. friquetrum (Figura 10).
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apresentaram a-caroteno e [-caroteno, representadas pela
Bryothamnion triquetrum.
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As concentragbes de B-caroteno e vitamina A (retinol equivalente)
encontradas nos extratos de algas desidratadas pertencentes a divis&o

Phaeophyta estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. B-Caroteno e vitamina A (retinol equivalente) nos extratos das algas
marinhas pertencentes a divisdo Phaeophyta, coletadas na Praia de
Guajiru, Trairi — CE.

s ; B-caroteno Retinol equivalente (RE)
Espécies de Phaeophyta s P
(1g.g" peso seco) (1g.g" peso seco)
Dictyopteris delicatula 1,021 £ 1,240 0,170 £ 0,207
Dictyota dichotoma 7,259 + 0,556 1,210 + 0,093
Lobophora variegata 2,238 + 0,388 0,373 £ 0,065
Padina gymnospora 3,552 + 0,306 0,592 + 0,051
Sargassum cymosum 3,076 + 1,254 0,513 + 0,209

a-Caroteno nao foi detectado em nenhum extrato de alga parda
analisado neste trabalho. Todas as Phaeophyta analisadés neste trabalho
apresentaram f-caroteno, cujo conteudo variou de 1,021 + 1,240 pg.g’ peso
seco em D. delicatula a 7,259 + 0,556 pg.g™ peso seco em D. dichotoma. O
conteudo de B-caroteno na alga D. dichotoma foi sete vezes maior do que na
alga D. delicatula. O conteudo de retinol equivalente variou de 0,170 £ 0,207 a
1,210 + 0,093 pg.g”' peso seco, sendo minimo em D. delicatula e méximo em
D. dichotoma.
A Figura 11 apresenta um cromatograma tipico de Phaeophyta,
representadas pela Padina gymnospora.
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Cromatograma tipico dos extratos de Phaeophyta, representadas
pela Padina gymnospora.
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4. DISCUSSAQ

A identificacdo de a-caroteno e [-caroteno em vegetais e outros
materiais, separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, € comumente
realizada através da comparacéo do tempo de retencédo do padrdo comercial
correspondente aos compostos de interesse, com o tempo de retengéo desses
compostos no material analisado (HEGAZI et al., 1998; GIMENO et al., 2000;
NORZIAH, CHING, 2000), embora uma identificacéo mais precisa possa utilizar
uma combinagdo de resultados obtidos por espectrometria de massa e
espectros UV-visivel (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004).

No presente trabalho, o padrdo comercial utilizado foi -caroteno
(Sigma). Em todos os extratos das algas desidratadas analisadas, os picos
com tempo de retengéo de 11,33 + 0,37 min foram atribuidos ao B-caroteno.

A dificuldade de aquisicdo do padrdo comercial de o-caroteno e 0s
resultados obtidos por SAKER-SAMPAIO (1997), usando sistema
cromatografico semelhante em que o a-caroteno é eluido da coluna
imediatamente antes do [-caroteno, fizeram com que, neste trabalho, o
composto eluido da coluna em 10,37 £ 0,38 min fosse considerado o-caroteno.

O numero de trabalhos abordando a composicéo e/ou distribuicdo de
carotendides em algas marinhas, em termos qualitativos e quantitativos, €
relativamente pequeno, quando comparado as informagdes disponiveis sobre
os vegetais normalmente consumidos como alimento.

* Os teores de o-caroteno e B-caroteno determinados ‘nos -extratos das
cloroficeas estudadas neste trabalho variaram de 0,363 a 28,330 ug.g” peso
seco e de 1,5 a 20,611 ng.g™' peso seco, respectivamente (Tabela 1).

MACIEL DA SILVA (2003) investigou a presenca de o-caroteno e
B-caroteno em algumas espécies de cloroficeas coletadas na Praia do Pacheco
e encontrou, respectivamente, variagdes de 3,2 a 45,1 pg.g”' peso seco e de
3,9 a 26,1 pg.g’ peso seco. Contrariamente ao encontrado no presente
trabalho, MACIEL DA SILVA (2003) n&o detectou B-caroteno nem em Caulerpa
cupressoides, nem em C. mexicané. Vale ressaltar que, no presente trabalho, a

maxima concentracéo de B-caroteno foi encontrada em C. mexicana.
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SOUSA (2005) quantificou a-caroteno e B-caroteno em sete espécies de
cloroficeas coletadas na Praia de Guajiru, tendo encontrado teores bastante
variaveis de a-caroteno (0,8 a 39,7 pg.g”’ peso fresco) é moderadamente
variaveis de B-caroteno (2,3 a 26,7 ng.g” peso fresco).

Para efeito de comparagéo dos resultados expressos em base seca,
obtidos neste trabalho, com aqueles em base Umida citados por SOUSA
(2005), o teor de umidade das algas foi considerado 80%. A remogéo de agua
(desidratacéo das algas) concentra os carotendides, de modo que um aumento
por unidade de peso foi observado, podendo, em alguns casos, gerar uma falsa
impressdo de que no material seco a quantidade é superior a do material
fresco. Entretanto, com a correcéo, foi possivel observar que houve uma
diminuicdo nos conteudos de a-caroteno e de [-caroteno, provavelmente
explicada pelo uso do calor no processo de desidratacdo das algas. Segundo
OLSON (1991), tanto a vitamina A pré-formada, quanto os carotendides pro-
vitamina A s&o susceptiveis a destruicéo pelo calor, luz e oxigénio.

De acordo com a quantidade do nutriente presente em um alimento, ele
pode ser classificado como fonte “excelente” ou “Util’ desse nutriente. Essa
classificagéo considera a participagao do nutriente na IDR. No caso da vitamina
A, cuja IDR é 800 pg RE (BRASIL, 1998), para ser considerado fonte
“excelente”, um alimento deve fornecer 400 png RE (50%) e para ser fonte “Gtil”,
120 ug RE (15%).

Com base na quantidade de retinol equivalente (ug.g”) estimada, as
cloroficeas estudadas neste trabalho seriam consideradas fontes “excelentes”,
se fossem consumidas porgdes diérias de alga seca de aproximadamente 69 g
de Caulerpa mexicana (a mais rica) ou 1.760 g de Codium decorticatum (a
mais pobre).

O consumo diario de porgdes de 20 g de C. mexicana desidratada e de
529 g de C. decorticatum desidratada forneceriam aproximadamente 15% da
IDR, o que permitiria classifica-las como fontes “Uteis” de vitamina A.

A microalga verde Dunaliella salina apresentou 1,4 mg B-caroteno/g alga
liofilizada (DENERY et al., 2004). O consumo diario de cerca de 2 g da alga
liofilizada seria suficiente para fornecer 50% da IDR, o que a classificaria como
fonte “excelente” de vitamina A. FAN et al. (2005) encontraram que o processo
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de secagem da macroalga vermelha Porphyra (Nori) a 45°C provocou uma
reducéo no teor de carotendides da ordem de 80%, enquanto nenhuma perda
foi observada no material liofilizado. |

As macroalgas verdes de agua doce dos géneros Chara e Nitella
exibiram B-caroteno em concentracdes que variaram de 0,24 mg.g™' peso seco
em C. hispida a 2,49 mg.g" peso seco em C. contraria. Estes teores de
B-caroteno sdo considerados elevados, e o consumo de 10 g de C. hispida ou
1 g de C. contraria seria suficiente para fornecer metade da IDR de vitamina A.
Outros pigmentos carotendides também foram identificados, dentre os quais
y-caroteno, luteina, neoxantina e violaxantina se destacaram (SCHAGERL;
PICHLER, 2000).

a-Caroteno foi detectado em apenas duas das rodoficeas estudadas
neste trabalho, enquanto B-caroteno foi encontrado em todas as espécies
(Tabela 2). A auséncia de a-caroteno em Bryothamnion seaforthii, Gracilaria sp
e G. birdiae, coletadas na Praia de Guajiru, também foi verificada por SOUSA
(2005).

MACIEL DA SILVA (2003) encontrou o~caroteno nas quatro espécies de
algas vermelhas coletadas na Praia do Pacheco (Amansia multifida, Champia
feldmannii, Hypnea cervicornis e Solieria filiformis), cujas concentragdes foram
aproximadamente 9,0; 3,5; 3,8 e 4,7 ug.g" peso seco, respectivamente. No
entanto, B-caroteno s6 foi detectado em H. cervicornis (6,8 ng.g™ peso seco).

Nas algas vermelhas coletadas na Praia de Guajiru, a-caroteno foi
detectado em onze das vinte espécies testadas, enquanto B-caroteno ocorreu
em todas elas (SOUSA, 2005). No presente trabalho, a quantidade de
o~-caroteno em Enantiocladia duperreyi foi quase cinco vezes maior do que
aquela encontrada em Bryothamnion triquetrum. O mesmo padréo foi verificado
por SOUSA (2005) em algas frescas, mas as quantidades foram quase dez
vezes superiores as obtidas neste trabalho.

De acordo com SA, RODRIGUEZ-AMAYA (2003), a composigdo dos
carotendides nos vegetais cozidos pode ser alterada em virtude das condigbes
de processamento e/ou armazenamento e, assim, diferir bastante daquela

encontrada nos vegetais crus.
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Os carotenbides pré-vitamina A, o-caroteno e p-caroteno, foram
encontrados nos extratos da alga vermelha Palmaria palmata (fresca e
desidratada), coletada em Southsea, Inglaterra, durante o periodo de marco de
1995 a fevereiro de 1996. O material liofilizado apreséntou teores desses
carotendides mais elevados do que o desidratado em estufa-a 30°C e 45°C, de
modo que os niveis de o-caroteno e -caroteno no material desidratado em
estufa permitiram classifica-la como uma fonte “UtiI" e, as vezes, fonte
‘excelente” de vitamina A, particularmente na alga liofilizada (SAKER-
SAMPAIO, 1997).

Para que as rodoficeas estudadas neste trabalho sejam consideradas
fontes “excelente” ou “Util” de vitamina A, a por¢éo consumida diariamente teria
gue ser muito grande. Por exemplo, a porcéo de B. seaforthii (a mais rica) teria
que ser 596 g ou 179 g, respectivamente; e a-por¢cédo de Gracilaria sp (a mais
pobre) teria que ser de 1.600 g ou 484 g, respectivamente.

Os teores de a-caroteno e B-caroteno encontrados na alga vermelha
Antithamnion plumula foram muito elevados e corresponderam a 0,260 mg.g™
peso seco e 0,134 mg.g" peso seco, respectivamente (BJORNLAND, 1983).
Com base nestes dados, o consumo de 10 g de alga seca forneceria 50% e de
3 g forneceria 15% da IDR de vitamina A.

Nas algas vermelhas coralineas Corallina officinalis, C. elongata e
Jania sp, o B-caroteno é o principal carotendide, representando 60,8%
(18,4 mg/100 g), 74,8% (12,2 mg/100 g) e 53,3% (20,9 mg/100 g) do total,
respectivamente. Para serem consideradas fontes “excelentes” de vitamina A,
o0 consumo diario deveria ficar entre 12 e 20 g; e para serem fontes “Uteis”,
4 a 6 g seriam suficientes. Nestas espécies, a fucoxantina apareceu como o
segundo carotendide mais importante (PALERMO et al., 1991). Embora sua
presenga tenha sido relatada em varias ocasifes, em muitos casos ela foi
atribuida & presenca de contaminantes bioldgicos principalmente diatomaceas
e crisoficeas. No trabalho de PALERMO et al. (1991), a observagéo
microscopica do material ndo revelou a presenca de contaminantes biolégicos
e a quantidade de fucoxantina foi considerada muito grande para ser atribuida

. aos supostos contaminantes.
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Todas as espécies de Phaeophyta analisadas neste trabalho
apresentaram f-caroteno, mas nao o-caroteno (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram obtidos por SAKER-SAMPAIO (1997) com Laminaria
digitata; MACIEL DA SILVA (2003) com Lobophora variegata, Sargassum
filipendula e S. vulgare e SOUSA (2005) com Dictyopteris delicatula, Dictyota
dichotoma, L. variegata, Padina gymnospora e Sargassum cymosum.

As feoficeas estudadas neste trabalho seriam consideradas fontes
“excelentes” de vitamina A, se fossem consumidas porgdes de alga seca de
330 g de D. dichotoma (a mais rica) ou 2.350 g de D. delicatula (a mais pobre).
A ingestdo de 100 g de D. dichofoma ou 700 g de D. delicatula por dia
forneceria 120 ug RE, ou seja, 15% da IDR de vitamina A. |

A distribuicdo e o teor dos carotendides nos vegetais, incluindo as algas,
dependem da espécie, estagio de maturacéo da planta, estagio do ciclo de
vida, método de cultivo, efeitos climaticos, manipulagdo na colheita e até
mesmo de partes da planta (HART; SCOTT, 1995). Os vegetais folhosos
contém uma quantidade consideravelmente maior de B-caroteno do que os
demais (SPEEK et al., 1988) e s&o considerados as principais fontes de proé-
vitamina A (RONCADA, 2000).

Como ja enfatizado anteriormente, os carotendides s&o pigmentos
sensiveis a vérios fatores, dentre os quais, luz, calor e oxigénio. Essa labilidade
torna importante o estudo dos carotendides encontrados nos vegetais crus e
naqueles submetidos a cocgé@o, tendo em vista que, durante as etapas de
preparacdo de varios vegetais utilizados na dieta humana, as condi¢bes que
favorecem a degradacgéo dos carotendides estéo presentes (SUNGPUAG et al.,
1999; CAMPOS et al., 2003).

Os diferentes métodos de cozimento, principalmente no que tange ao
tempo e & temperatura, podem provocar mudangas significativas nos
carotendides. Além desses, a estabilidade dos carotendides também é afetada
durante a estocagem em temperaturas elevadas e sob a influéncia da luz (LIN;
CHEN, 2005). De acordo com SUNGPUAG et al. (1999), a relagéo tempo-
temperatura € importante para todos os tipos de preparagbes que empregam
calor, mas a intensidade da alterac&o varia tanto com os diferentes métodos de

cozimento, quanto com o produto, incluindo o tamanho do corte. Alguns
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vegetais requerem processamentos térmicos mais longos para inativar enzimas
ou para torna-los mais tenros.

As perdas no conteudo de B-caroteno em alimentos tailandeses de
origem vegetal preparados por diferentes métodos de cocgéo foram avaliadas
por SUNGPUAG et al. (1999). As perdas de B-caroteno variaram de 7% para a
abodbora até 43% para a batata-doce, sendo minimas nos vegetais cozidos no
vapor e maximas quando o cozimento foi realizado em grandes volumes de
agua.

CAMPOS et al. (2003) analisaram o teor de B-caroteno em brécolis cru,
cozido e frito e observam que o teor de B-caroteno no material cru foi maior que
no cozido. Este resuliado foi atribuido & degradag&o durante o cozimento e a
absorcéo de agua, que diluiu os carotendides, resultando em um decréscimo
na concentragcao de nutrientes por unidade de peso. Embora a fritura seja um
modo. de preparo que emprega temperaturas mais elevadas, a perda de agua
durante a fritura fez com que a quantidade de carotendides por unidade de
peso aumentasse.

BERNHARDT, SCHLICH (2005) compararam dois métodos de preparo
de vegetais. Os teores de B-caroteno em brdcolis e pimentdo vermelho cozidos
no vapor (0,21 mg.100g™" e 0,27 mg.1OOg'1, respectivamente) e fervidos em
agua (0,35 mg.100g™" e 0,38 mg.100g™, respectivamente) aparentemente néo
foram alterados pelos métodos de cozimento avaliados.

BURNS et al. (2003) avaliaram o conteudo de carotendides em algumas
frutas, verduras e legumes normalmente consumidos. Eles encontraram
B-caroteno, em pg/g peso seco em cenoura (320,5), alface (225,7), pimentao
vermelho (221,9), pimentdo amarelo (75,3), tomate (56,1), manga (49,8),
batata-doce (38,1), pimentéo verde (19,0) e brécolis (1,2). Apenas cenoura,
piment&o vermelho e pimentédo amarelo apresentaram a-caroteno, cujos teores
foram 44,5; 25,0 e 20,1 ug/g peso seco, respectivamente. Com base nestes
dados, é possivel afirmar que as por¢cdes de vegetais a serem consumidas
para prover 400 ug RE devem variar de 7 g (cenoura) a 2.000 g (brocolis) por
dia. Essas quantidades n&o s&o muito diferentes daquelas encontradas para as
algas marinhas. Além disso, nZo se espera, nem mesmo das melhores fontes

de um nutriente, que elas sozinhas sejam responsaveis pelo suprimento diario.
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De fato, uma dieta de boa qualidade deve incluir a ingestédo de diferentes
alimentos de origem animal e vegetal. A medida mais apropriada para prevenir
ou controlar as deficiéncias nutricionais em longo prazo é assegurar que as
dietas fornecam quantidades adequadas dos nutrientes.

As macroalgas marinhas verdes parecem ser as melhores fontes de
carotendides com atividade de vitamina A, enquanto as vermelhas e pardas
parecem contribuir com mais ou menos a mesma quantidade, apesar de
a-caroteno néo ter sido encontrado em nenhuma feoficea. Este fato certamente
esta relacionado com a distribuicdo das algas no ambiente, tendo em vista que
as cloréfitas permanecem expostas a radiagdo solar por periodos mais
prolongados e assim sintetizam mais carotendides que, nos vegetais dentre
outras fungdes, desempenham o papel de protegé-los contra os danos da
fotoxidacao.

As algas marinhas tém sido utilizadas como alimentos ha séculos pelos
povos orientais. Esta tradig&o tem se perpetuado, e até se expandido para o
Ocidente, principalmente porque ha uma busca constante por alimentos
saudaveis que cumpram as funcbes de nutricdo e protecdo contra doencas
simultaneamente. Este trabalho consiste em mais uma contribuicdo no sentido

de reunir informagdes das quais o Brasil carece.
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5. CONCLUSOES

Os tempos de retengéo do a-caroteno e do B-caroteno obtidos pelo sistema
cromatogréfico usado neste trabalho foram iguais a 10,37 + 0,38 min e
11,33 + 0,37 min, respectivamente.

Dentre as quinze espécies analisadas foi detectado o-caroteno em todas as
clordfitas e em apenas duas roddfitas (Bryothamnion triquetrum e Enantiocladia
duperreyi), porém as fedfitas ndo apresentaram a-caroteno. O contetdo foi

maximo em Caulerpa mexicana (verde) e minimo em B. triquetrum (vermelha).

Todas as algas estudadas apresentaram [B-caroteno, cujo teor maximo foi

detectado em C. mexicana e minimo em Dictyopteris delicatula (parda).

O conteudo de retinol equivalente foi maximo em C. mexicana € minimo em
D. delicatula.

Com base na quantidade de retinol equivalente, a ingestdo diaria de uma
- porcéo desidratada de aproximadamente 69 g de C. mexicana ou 100 g de
Dictyota dichotoma (parda) permite classifica-las como fontes “excelente” e
“Util"” de vitamina A, respectivamente. Para que as rodoficeas estudadas neste
trabalho sejam consideradas fontes “excelente” ou “Util” de vitamina A, a porgéo

consumida diariamente teria que ser muito grande.
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