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RESUMO

As microalgas verdes do género Chlorella sdo seres unicelulares, eucaridticos e
microscopicos que vivem em habitats marinhos e de agua doce. Elas apresentam proteina, em
quantidades superiores aquelas encontradas em outros vegetais, e todos os aminoacidos
essenciais, além de serem uma fonte de acidos graxos poli-insaturados. Elas também
apresentam teores elevados de minerais, como ferro e magnésio, € mais de 20 vitaminas
incluindo, carotendides provitamina A, vitaminas E, K, C, B1, B2, B5, B6, B7, B12, inositol,
acido folico e acido nicotinico. As vitaminas lipossolaveis A ¢ E sdo micronutrientes
essenciais ao organismo por desempenharem papéis importantes em NumMerosos processos
biologicos. A quantificacdo de a- e [-caroteno e - e &-tocoferol foi realizada em sete
suplementos alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa, denominados CA, CB, CC, CD,
CE, CF e CG, em que 15 capsulas de cada produto foram abertas e trés por¢des de 0,5 g do
material desidratado foram suspensas em metanol-agua (90:10, v/v), na proporgdo 1:20 (p/v).
Estes extratos foram submetidos aos processos de saponificagio com hidréxido de potassio a
7% ¢ partigio em #-hexano, que foi completamente evaporado. Em seguida, os residuos
foram suspensos em metanol, ¢ aliquotas de 100 pL foram injetadas manualmente no sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), composto por coluna Waters Spherisorb
S5 ODS-2 (4,6 x 250 mm) e fase movel metanol-tetrahidrofurano (90:10, v/v), bombeada a
1,5 mL min™. Os cromatogramas foram registrados em 450 nm e 292 nm para carotenos e
tocoferéis, respectivamente. Os teores de o- e P-caroteno obtidos nos sete suplementos
alimentares a base de Chlorella foram baixos e apresentaram grande variagdo entre as marcas
analisadas. Assim, nenhum dos suplementos estudados seria capaz de suprir a ingestdo diaria
recomendada (IDR) de vitamina A de um adulto. As concentragdes de a- e d-tocoferol
variaram de 100,426 a 169,766 mg g peso seco ¢ de 28,862 a 70,091 mg g™ peso seco,
respectivamente. Com exce¢do do produto CA, em que ndo foi detectado nem a- nem
d-tocoferol, todos os outros suplementos poderiam ser utilizados como fonte de vitamina E.
Quanto as informagdes que devem ser fornecidas em seus rotulos, a maioria dos suplementos
estudados ndo atendeu as exigéncias estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, Brasil.

Palavras-chave: Chlorella. Carotendides. Tocoferdis.
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AVALIACAO NUTRICIONAL DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES COMERCIAIS
A BASE DE Chiorella pyrenoidosa

JULIA NUNES RABELO

1 INTRODUCAO

As microalgas consistem em um grupo de organismos autotrofos bastante diversos
tanto na sua morfologia quanto em relagdo aos niveis ecologicos, metabolicos e bioquimicos
(BELKOURA; BENIDER; DAUTA, 1997).

Chlorella ¢ um género de microalgas verdes, unicelulares, eucarioticas e
microscopicas, que vivem em habitats marinhos e de dgua doce (NAKANO; TAKEKOSHTI;
NAKANO, 2010; TIRAPEGUI;‘ CHAVES; BORGES, 2009), com. forma esférica e c;
didmetro de 5 a 10 um (BECKER, 1994).

De acordo com o Algaebase (2010), atualmente existem 71 espécies no género
Chlorella (e termos infraespecificos), das quais 30 (42%) tém classificagio taxondmica aceita.

Devido & alta produtividade, ao rapido crescimento de vérias espécies de
microalgas e ao grande nimero de substidncias de altissimo interesse econdmico por elas
produzidas, a pesquisa acerca desses micro-organismos tem aumentado. Todavia, no Brasil,
tais estudos ainda sdo incipientes (OHSE ez al., 2009).

Dentre os compostos de interesse estdo as vitaminas lipossoll’n;eis A e E, que sé@o
micronutrientes essenciais ao organismo por desempenharem papéis importantes em
numerosos processos biologicos. Elas compartilham varios mecanismos comuns com relagdo
ao metabolismo humano e também apresentam algumas fungdes complementares, como por
exemplo, a prevengdo e/ou o tratamento de doengas (DEBIER; LARONDELLE, 2005).

Os alimentos sdo sujeitos ao regime de vigilancia sanitaria, existindo uma
legislac@o e regulamentos complementares com o objetivo de garantir sua qualidade (PINTO,
2008).

Algumas espécies de microalgas sdo comercializadas sob a forma desidratada
embaladas em cépsulas, sendo encontradas em farmacias e/ou em lojas de produtos naturais.

Estes produtos sdo classificados como suplementos alimentares ou alimentos novos pela
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legislagio brasileira, por apresentarem propriedades benéficas médicas e de saude, incluindo a
prevengdo e/ou o tratamento de doengas. Diante do exposto, o Grupo de Pesquisa do
BIOMAR-HPLC iniciou um trabalho visando a avaliagdo de suplementos alimentares
comerciais a base de microalgas. Em trabalho anterior, foram produzidas informagdes sobre
os teores de B-caroteno em suplementos a base de Spirulina (ALENCAR et al., no prelo).
Embora existam muitos trabalhos sobre os possiveis efeitos benéficos da Spirulina,
mais estudos s3o necessarios com esta e outras espécies de microalgas para que algumas
questdes sobre seu uso sejam esclarecidas. Talvez a insuficiéncia de informagdes se deva em
grande parte a caréncia de padrdes de qualidade da microalga como matéria-prima. Mesmo na
China que € o maior produtor mundial de Spirulina existe uma preocupagdo generalizada,
sobre a falta de defini¢do de critérios de padronizagdo e garantia da qualidade na produgdo

dessa microalga (LEE, 1997; LI; QI, 1997).

A partir da década de 1980 foi implementada uma cadeia de produgdo de algas na
Franga, acompanhada da necesséria e apropriada regulamentagdo, quando 16 espécies, entre
macro e microalgas, foram consideradas alimentos de venda permitida no territorio francés,
entre as quais se encontra a Chlorella (MARFAING; LERAT, 2007).

Neste trabalho foram analisadas sete marcas de suplementos alimentares
comerciais a base de Chlorella pyrenoidosa, tanto com relagdo aos teores de a- e B-caroteno e
de a- e d-tocoferol, quanto & verificagio de que os produtos atendem as exigéncias

estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Microalgas

Por quase 50 anos, varias tentativas foram feitas para explorar as microalgas em
escala tecnologica como fonte .potencial de alimento, lipidios, vitaminas, pigmentos,
fertilizantes, medicamentos, e cosméticos (BECKER, 1994). Alguns produtos & base de
extratos microalgais vém sendo langados no mercado de alimentos funcionais e/ou
nutracéuticos como, por exemplo, bebidas, iogurtes e massas (PULZ; GROSS, 2004).

Tendo em vista que as microalgas possuem uma grande capacidade de produg@o
de biomassa, crescimento rapido em cultivos que requerem areas muitos menores do que
aquelas utilizadas para a produg@o agricola (RADMANN; COSTA, 2008), mais recentemente,
o potencial desses micro-organismos tem sido estudado tanto como agentes fixadores de
diéxido de carbono (CO;) da atmosfera, quanto com relagdo a produgdo de biocombustiveié
(CANTIN, 2010; OHSE et al., 2007).

Durante muito tempo o exemplo mais flagrante da aplicagdo de microalgas foi
evidenciado na criagio da dinamite, quando Alfred Nobel utilizou biomassa fossil de
diatomacea para a adsorgdo de nitroglicerina. Ha registros do uso da microalga cianoficea
Spirulina (Arthrospira sp.) pela populac@o asteca e pelos povos africanos das proximidades
dos lagos\ Texcoco e Chad, respectivdmente. Em comparag¢do com a Spirulina, a Chlorella ¢
uma novata na area de biotecnologia (PULZ; GROSS, 2004).

2.2 Chlorella

O nome Chlorella é derivado da palavra grega chloros, amarelo-esverdeado, e do
latim ella, pequeno. Este género de microalgas cloroficeas inclui espécies que possuem
pequenas células esféricas ou elipsoidais, mas ndo a forma zodide, e que se propagam apenas
por autoesporos. As espécies do género Chlorella geralmente sdo encontradas no solo, na
agua doce e, em menor quantidade, compondo o fitoplancton ocednico. Elas também podem

ocorrer como endossimbiontes em animais invertebrados, como o cnidario Chlorohydra,

—ESrmmeusi Ty
i

e ]
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algumas esponjas de agua doce e o protozoario ciliado Paramecium (VAN DEN HOEK;
MANN; JAHNS, 1995).

Uma célula de Chlorella (Figura 1), apesar de aparentemente simples, ¢ um
individuo completo com estrutura bem definida. O nicleo esta contido no envelope nuclear,
fora do qual estfio um Gmico cloroplasto, em forma de taca, € a mitoctndria, com um grio de
amido no quadrante noroeste; as paredes celulares limitam e defendem a unidade inteira
(LEE; ROSENBAUM, 1998).

Figura 1 — Fotografia de Chlorella, com aumento maior que 600 x.
Fonte: LE JOYAU-VERT

http://chlorella.joyau-vert.ch/page. html?chapter=0&id=10&zenid=43fe0a9cfe4 9fa6deb90ae249698bb97

Viérias espécies de microalgas possuem um metabolismo heterotrofico e se
diferenciam por suas caracteristicas nutricionais e capacidade de produzir acidos graxos que
podem ser usados tanto para a alimentagdo quanto para producdo de biodiesel, havendo
destaque para a cloroficea C. vuigaris com 56,6% de acidos graxos insaturados (CANTIN,
2010; LI, DU; LIU, 2008; HU ef al., 2008b). Segundo Morais e Costa (2008), o cultivo dessa
microalga, em diferentes concentragdes de dioxido de carbono, pode produzir uma biomassa
ainda maior. Quando ela foi cultivada com 12% de CO, a produgio de acidos graxos
insaturados foi potencializada algando até 72%. De acordo com Marinho ef al. (2009), os
melhores resultados de crescimento de C. vuigaris ocorrem quando ela é cultivada em
condi¢Bes de pH acido.

Durante o cultivo da microalga Chlorella sp., diferentes vitaminas podem ser

adicionadas ao meio de cultura, favorecendo o valor nutricional de sua biomassa, por torné-la
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rica em carotenoides, tiamina (B1), riboflavina (B2), 4cido pantoténico-(B5), piridoxina (B6),
biotina (B7), cobalamina e 4cido nicotinico (QUINTANA-CABRALES et al., 1999).

As microalgas Chlorella contém quantidades de proteina superiores aquelas
encontradas em outros vegetais e todos os aminoacidos essenciais, aléni de ser uma fonte
confidvel de &cidos graxos poli-insaturados que sdo necessarios para muitas fungdes
fisiolégicas e bioquimicas importantes. Elas também apresentam teores elevados de minerais,
como ferro e magnésio, e mais de 20 vitaminas incluindo, carotendides provitamina A,
vitaminas E, K, C, B1, B2, B5, B6, B7, B12, inositol, 4cido folico e 4cido nicotinico. Desse
modo, elas proprias e/ou seus extratos exercem véarios efeitos benéficos a satide do homem
(BENGWAYAN et al., 2010, NAKANO; TAKEKOSHI; NAKANO, 2010). De acordo com
Costa et al. (2006), a Chlorella é considerada GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo
FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos da América, podendo ser utilizada
como alimento sem causar risco & saude humana.

Ap0s a insergdo da nﬁcroalga verde C. pyrenoidosa na dieta de ratos e hamesters,
Cherng e Shih (2005) concluiram que ela foi capaz de prevenir a dislipidemia na alimentagdo
rica em gordura desses animais'e, muito provavelmente, poderia ser utilizada para evitar a
absorgdo intestinal de lipidios, consumidos normalmente como parte da dieta diaria,
prevenindo quadros de hiperlipidemia e aterosclerose no homem.

Os resultados do trabalho de Nakano; Takekoshi e Nakano (2007) sugerem que a
suplementagdo com C. pyrenoidosa em lactantes pode efetivamente reduzir a transferéncia de
dioxinas através do leite materno, além de lhes causar outros efeitos benéficos, através do
aumento do nivel de imunoglobina A. ho leite materno.

Uma suplementagdo com Chlorella, conjuntamente com ferro, pode acelerar a
recuperagido de pacientes anémicos (BERTOLDI; SANT’ANNA,; OLIVEIRA, 2008), e, em
mulheres gravidas, sdo capazes de reduzir significativamente o risco de anemia, proteinuria e
edema (NAKANO; TAKEKOSHI; NAKANO, 2010).
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2.3 Vitaminas A e E

2.3.1 Vitamina A e 3-Caroteno

O processo de descoberta cientifica da vitamina A e de suas fungdes nutricionais
ocorreu no inicio do século XX, entre 1900 ¢ 1930. Entretanto, alguns sinais e sintomas
clinicos caracteristicos da deficiéncia de vitamina A, como a cegueira noturna (nictalopia),
uma das manifestagdes mais precoces dessa doenga nutricional que consiste na dificuldade de
enxergar sob luz ténue, ja eram conhecidos pelos egipcios ha mais de trés mil anos
(VASCONCELOS; SANTOS, 2007).

Vitamina A € o termo utilizado para fazer referéncia a uma série de substincias de
estruturas relacionadas ao all-frans-retinol, com atividade bioldgica semelhante. A atividade
de vitamina A é expressa em retinol equivalentes (RE) ou em unidades internacionais (UI)
(DAVYDOVA et al., 2010). A vitamina A também pode ser fornecida por meio de seus
precursores, os carotendides provitamina A (MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO;
HEREDIA, 2004). As estruturas quimicas de lormas ativas de vitamina A e do [-caroteno

estdo ilustradas na Figura 2.

W "
Retinol

\\\\oH

All-trans-retinol

11-cis-retinal 2
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p-caroteno

Figura 2 — Estruturas quimicas de formas ativas de vitamina A e do B-caroteno (DEBIER; LARONDELLE,
2005; MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2004).
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Dos mais de 700 carotendides conhecidos, cerca de 50 s3o precursores de
vitamina A (HORNERO-MENDEZ; BRITTON, 2002), sendo convertidos pelo organismo
somente quando necessario, evitando assim a toxicidade potencial de uma overdose de
vitamina A.

De acordo com Ambrésio, Campos e Faro (2006), os carotendides precursores de
vitamina A devem possuir em sua estrutura pelo menos um anel B-ionona nfo substituivel,
com cadeia lateral poliénica com o minimo de 11 carbonos, sendo o B-caroteno a forma mais
abundante em alimentos e a que apresenta maior atividade de vitamina A.

Em 1994, quando o Ministério da Satide criou o Programa Nacional de Controle
das Deficiéncias de Vitamina A, a estratégia adotada foi a de suplementagdo com megadoses
de vitamina A, para criangas em idade pré-escolar, selecionadas por suas caracteristicas
geograficas, climaticas e econdmicas. Esse Programa no decorrer dos anos foi paralisado e
retomado varias vezes. O estudo de Martins ef al. (2007) fez uma analise do panorama geral
dessa medida alicercado na triade: estrutura-processo-resultado, adaptando para o caso de
politicas de alimentagdo e nutrigdo, e concluindo que os modestos avangos podem ser
explicados pela irregularidade na distribuigdo das capsulas de vitamina A.

Em 1997 o World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research
recomendou, como nivel prudente para a prevengdo do cédncer, aproximadamente 9.000 a
18.000 mg/dia de carotendides dietéticos (MAIO et al., 2010).

Os resultados da pesquisa de Campos ef al. (2008) revelaram acometimento
importante de mulheres durante a gestag8o por intercorréncias gestacionais e por deficiéncias
nutricionais, principalmente sindromes hipertensivas da gravidez, anemia e deficiéncia de
vitamina A. Frente & importéncia da vitamina A para a satide reprodutiva e sua associagdo ao
desenvolvimento de sindromes na gravidez, maior ateng:ﬁc‘). deve ser dada a assisténcia
nutricional pré-natal para o diagnostico precoce e o tratamento adequado dessa caréncia.

Pereira ef al. (2008) estudaram o perfil nutricional de criangas em Teresina, Piaui
e observaram baixo consumo de alimentos com alto ou moderado teores de vitamina A,
identificando uma deficiéncia do tipo leve nas criangas institucionalizadas na faixa etaria de

36 a 83 meses, indicando a necessidade de se aprimorar as estratégias de educagido em saude e

nutri¢do da populag@o.
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2.3.2 Vitamina E

A vitamina E foi descoberta como fator "X" por Evans e Bishop, enquanto
investigavam os fatorcs dictéticos cssenciais para a reprodugdo em ratos. Experimentos
similares foram realizados por Sure, fesponsével por dar o nome da substincia de vitamina E
(ZINGG, 2007).

O termo genérico vitamina E ¢ utilizado para designar oito diferentes isomeros de

tocoferois e tocotriendis, a-, B-, y- e 6- (Figura 3), com graus variados de atividade

vitaminica.
Ry
HQ
Ry 0 T & | B 1T B
Rs Tocoferol o CH; CH; CH;
B CH; H CH; .
y H CH; CHs
Ry 3 H H CH;

Ry

R; Tocotrienol

Figura 3 — Estruturas quimicas das diferentes formas de vitamina E (DEBIER; LARONDELLE, 2005).

O crescente interesse pela vitamina E esta relacionado principalmente com a
funcdo antioxidante, envolvida no retardamento do envelhecimento e na protegdo contra
doengas cronicas ndo transmissiveis, como Parkinson, Alzheimer, cidncer e doengas
cardiovasculares, além de desempenhar importantes papéis nos processos bioldgicos
(BRAMLEY et al, 2000, BRIGELIUS-FLOHE ef al, 2002). Os antioxidantes sdo
substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, através de um ou mais mecanismos, tais
como inibi¢&o de radicais livres e corﬁplexaqéo de metais. -‘

A atividade antioxidante dos tocoferois € principalmente devida a sua capacidade
de doar hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a propagacdo da
reagdo em cadeia (RAMALHO; SILVA; JORGE, 2006). Dentre todos os isdmeros, o-

tocoferol € aquele que exibe ag¢do antioxidante mais potente (GUINAZI et al., 2009).
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Ambos B-caroteno e vitamina E tém agdo antioxidante, podendo fornecer a célula
uma defesa contra as espécies reativas de oxigénio que danificam o DNA, aminoécidos,
proteinas ou lipidios (acidos graxos pbli-insaturados) (ABE; NISHIMURA; HIRANO, 1999).

Se a cadeia do DNA € quebrada, pode ser reconectada em outra posigio alterando,
assim, a ordem de suas bases. Esse ¢ um dos processos basicos da mutagio e o actimulo de
bases danificadas pode desencadear a oncogénese. Uma enzima que tenha seus aminoacidos
alterados pode perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade diferente. Ocorrendo na
membrana celular, a oxidagdo de lipidios interfere no transporte ativo e passivo normal
através dé membrana, ou ocasiona sua ruptura, levando a morte celular. A oxidagdo de
lipidios no sangue agride as paredes das artérias e veias, facilitando seu actimulo, com
consequente aterosclerose, podendo causar trombose, infarto ou acidente vascular cerebral
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Estudos recentes indicam que as seguintes formas da vitamina E: 3-tocoferol, -
o-, 7- € d-tocotrienol e os derivados succinato de vitamina E (VES) e analogo de a-tocoferol
ligado a acido acético por éter (ax—TEA) induzem a apoptose de uma grande variedade de .
tipos de céncer, como: cincer de mama, prostata, pulmdo, colon, ovario, colo do ttero e
endometrial (KLINE; YU; SANDERS, 2004).

De acordo com Santos e.Cruz (2001), as interag3es entre antioxidantes (vitaminas
A ¢ E) e agentes antineoplasicos produzem beneficios importantes aos pacientes oncologicos, 7
contribuindo para o sucesso do tratamento empregado. Dentre estes beneficios, destaca-se a
capacidade que os antioxidantes possuem em potencializar os efeitos das drogas
antineoplasicas. Este fato € especialmente importante porque possibilita a redugéo dos efeitos
colaterais causados por estes medicamentos, minimizando a toxicidade causada por eles ao
interagirem com os radicais livres, através da diminui¢do da dose administrada, sem que haja
prejuizo nos seus efeitos terapéuticos.

Vannucchi ez al. (1994) analisaram 202 idosos hospitalizados em Ribeirdo Preto,
Sdo Paulo e verificaram que 26% deles apresentaram deficiéncia bioquimica de vitamina E,
com prevaléncia maior em portadores de leucoses (33,3%), doenga pulmonar obstrutiva
cronica (30%), anemia (25%) e neoplasias pulmonares (21,4%). Dentre as possiveis causas
dessa deficiéncia podem ser destacadas duas razdes principais: menor ingestdo da vitamina E
e/ou ma absor¢do desse micronutriente.

Os participantes de um grupo experimental nos Estados Unidos que obtiveram

capsulas didrias de vitamina E e que completaram o estudo, tiveram menos resfriados, e
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também tiveram um risco 20% menor de contrair um novo resfriado do que aqueles
pertencentes ao grupo placebo, demonstrando que a vitamina E pode proteger contra o
resfriado comum (FABA, 2005).

2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Atualmente o trabalho tedioso em coluna de fracionamento e isolamento de
compostos desconhecidos esta dando lugar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
que pode fornecer uma separagdo rapida dos componentes, quantificagdo e informagdes
relacionadas ao seu espectro de UV (CHANG ef al., 2008).

O nome cromatografia tem origem das palavras gregas, chroma, que significa cor, |
e graphe, significando escrever (COLLINS, 2006). Este método de separagdo de componentes
de misturas foi descoberto pelo bidlogo russo Tswett, em 1906, que procedeu a analise de
pigmentos de plantas (SIQUEIRA ¢t al., 2003).

O desenvolvimento da cromatografia liquida, desde o seu inicio em 1950, quando
se usavam colunas recheadas com particulas irregulares de 100-200 pm que alcangavam
eficiéncias de apenas 200 pratos/15 cm; até hoje, esta voltado para a tecnologia das particulas
de recheio, associado a busca de melhor desempenho cromatografico, melhor
reprodutibilidade e analises mais rapidas sem perda de eficiéncia e de resolugio. Hoje ja €
possivel empregar, com sucesso, particulas de fase estacionaria menores que 2 pm
(MALDANER; JARDIM, 2009).

A CLAE se desenvolveu muito nos ultimos anos, recebendo o nome de
cromatografia liquida por que a sua fase movel ¢ um solvente. Os componentes de um
cromatégrafo liquido sdo: bomba, coluna cromatografica, detector e o registrador. E um
método utilizado para separagdo de espécies iOnicas ou macromoléculas e compostos
termolabeis (PERES, 2002).

Na CLAE a coluna é sempre de ago inoxidavel e caracteristicas, tais como:
resolugdo, seletividade e capacidade de separagdo da coluna, além da velocidade do fluxo da
fase movel sdo essenciais para o sucesso da separagdo cromatografica (LUCAS; SOARES;
MONTEIRO, 2001).

A descoberta da cromatografia foi um passo decisivo na evolugdo do uso da

adsor¢do como técnica em ciéncia de separagio, tendo possibilitado importantes aplicagdes
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analiticas e preparativas em vérias areas cientificas, notadamente, na quimica, bioquimica,
biologia, petroquimica, farmacia, medicina, forense, ecologia, ciéncia e tecnologia de

alimentos, aromas e fragrancias, entre outras (NOGUEIRA, 2006).

2.5 Legislacao

Alimentos apresentados em capsula, comprimidos e tabletes, constituidos de partes
comestiveis de frutas e vegetais submetidos ao processamento de secagem ou desidratagdo,
devem ser avaliados como novos alimentos (ANVISA, 2010).

De acordo com a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) N° 16, de 30 de abril de
1999, novos alimentos e/ou novos ingfedientes sdo os alimentos ou substédncias sem historico
de consumo no pais, ou alimentos com substancias ja consumidas, e qué, entretanto, venham a
ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos normalmenté observados na dieta
regular (BRASIL, 1999). Chlorella ¢ um produto registrado no Ministério da Saiude na
categoria de novos alimentos (PINTO, 2008).

Ainda com relagdo & Resolugdo acima, os alimentos que vierem a ser
comercializados em forma de capsulas, comprimidos ou em  outras formulagdes
farmacéuticas, e que ndo apresentem alegagdo de propriedade funcional ou de saude
cientificamente comprovadas deverdo trazer no rotulo a seguinte informagdo: “O Ministério
da Satde adverte: Ndo existem evidéncias cientificas comprovadas de que este alimento
previna, trate ou cure doengas” (BRASIL, 1999).

Em 2003, foi publicada a Lei N® 10.674, que determina que todos os alimentos
devem apresentar impresso em seus rotulos a inscrigdo: “contém gliten” ou “ndo contém
gluten”, como medida de orientag@o aos consumidores com doenga celiaca (BRASIL, 2003a).

Ainda no mesmo, a RDC N° 360, de 23 de dezembro de 2003, institui a
obrigatoriedade da declarag@o dos nutrientes por porgdo e sua porcentagem em relagdo a IDR,
ou seja, a inclusdo do percentual do valor diério, tomando como base uma dieta de 2.000 kcal
(BRASIL, 2003b).

De acordo com a RDC N®269, de 22 de setembro de 2005,"a IDR de vitamina A
consiste efn 600 ug RE e que cada 1 pg de B-caroteno corresponde a 0,167 pg de RE e cada
1 ug de outros carotendides provitamina A, a 0,084 ug de RE, enquanto a IDR de vitamina E
¢ de 10 mg de a-TE, ou seja, 10 mg de a-tocoferol (BRASIL, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio e Caracterizacio dos suplementos

Os suplementos alimentares a base da microalga Chlorella pyrenoidosa, de sete
marcas comerciais diferentes, denominados CA, CB, CC, CD, CE, CF e CG, foram obtidos
em lojas de produtos naturais do mercado varcjista de Fortaleza no primeiro semestre de
2010. Os produtos foram comercializados em embalagens em que o numero de capsulas
variava de 45 a 90 capsulas com conteido também variavel, de 300 a 450 mg de

C. pyrenoidosa desidratada, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — InformagGes sobre os suplementos alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa.

Suplementos alimentares a Nede Conteudo da Dose diaria (capsulas)
base de Chlorella pyrenoidosa | cépsulas capsula (mg) | recomendada pelo fabricante
CA 90 400 ; 2a3
CB 50 300 3a4
cC 80 450 .
CD 60 340 S
CE 60 300 3
CF 45 320 3al2
CG 90 350 3

Com relagdo aos aspectos fisicos dos produtos estudados, todos foram adquiridos
em embalagens plasticas com tampa rosqueavel, algumas das quais apresentaram protegao
contra umidade, algoddo ou silica, menos o produto CF cuja venda foi feita em cartelas
acondicionadas em caixa de papeldo. Dentre todos, ele foi o inico que possuia a bula com

informagdes sobre o produto.
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3.2 Preparacio dos extratos, Saponificacio e Parti¢io

Para a preparagdo dos extratos, 15 capsulas de cada produto foram abertas e trés
porgdes de 0,5 g do material desidratado foram suspensas em metanol-agua (90:10, v/v), na
proporgdo 1:20 (p/v).

Os extratos foram levados ao banho-maria a 70°C por 30 min, sendo
saponificados com hidroxido de potassio a 7%. Em seguida, os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente e centrifugados a 1.000 x g por 5 min.

Do sobrenadante foram retirados 5 mL, aos quais foram adicionados 1,5 mL de
agua milliQ e 2,5 mL de m-hexano. Em seguida, os extratos ~saponificados foram
homogeneizados em plataforma misturadora durante 10 min, para permitir a partigdo dos
compostos de interesse da fase metanélica para a hexanica. Os extratos foram novamente
centrifugados, sob as mesmas condi¢Ses citadas anteriormente, para a retirada de 1 mL da
fase hexdnica, que foi completamente evaporada.

Os residuos foram suspensos em 1 mL de metanol e aliquotas de 100 pL foram

injetadas manualmente no sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.3 Quantifica¢do de vitaminas

O sistema CLAE constituido de coluna Waters Spherisorb S5 ODS-2 (4,6 x
250 mm) e fase movel MeOH:THF (90:10, v/v), bombeada a 1,5 mL min?. Os
cromatogramas foram registrados através do software Unicorn™ versio 5.0, em 450 nm e
292 nm para carotenos e tocoferois, respectivamente.

As concentragdes dos compostos de interesse foram calculadas pela comparagdo
entre as areas dos picos das solugdes padrao (Sigma) e daqueles observados nos extratos dos
suplementos alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa, conforme féormula abaixo. Os

: o
resultados foram expressos em g g peso seco para o- € B-caroteno ou mg g™ peso seco para

a- e d-tocoferol:
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. area amostra o lg
concentragio = ——————— x g padrdo na coluna x

area padrdo galga

Os calculos de retinol equiValente (RE) e a-tocoferol equivalente (o.-TE) foram
procedidos neste trabalho, levando em consideragio ambos o- e P-caroteno e apenas
a-tocoferol, respectivamente.

Com base nos teores de RE e o-TE, os suplementos foram classificados como
fonte util ou excelente. Um alimento € considerado fonte 1til quando uma porgdo razoavel de
consumo diério for capaz de fornecer '/s da IDR do nutriente, enquanto, para ser considerado

fonte excelente, ele deve fornecer '/, da IDR (RICHARDSON, 1990).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de a- e [-caroteno nos extratos dos sete suplementos -

alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa estdo apresentadas na Tabela 2 e Figura 4.

Tabela 2 — Teores de o.- ¢ B-caroteno nos extratos dos suplementos alimentares 4 base de Chlorella pyrenoidosa.

Suplementos alimentares a base o—caroteno ~ PB-caroteno
de Chlorella pyrenoidosa (ug g'l peso seco) (ug g'1 peso Seco)
CA 0,017 + 0,008 0,205 + 0,155
CB ND 0,199 + 0,050
e ND 9,827 4:0,627
CD 0,395 £+ 0,055 6,855 £ 0,473
CE 4,419 £ 0,172 32,632 + 1,094
CF 20,664 + 0,209 21,527 +£ 0,396
CG 20100157 17,889 + 1,096

ND - nio detectado

[ a-caroteno
v/} B-caroteno

MMM

Cencentragdo de carotenos (ug g'l)

© J—

CA CB cC CD CE CF

Suplementos alimentares & base de Chlorella pyrenoidosa

Figura 4 — Teores de - e B-caroteno nos extratos dos suplementos alimentares  base de Chlorella pyrenoidosa.

Os suplementos identiﬁ(:ados como CB e CC ndo apresentaram a-caroteno. Nos
demais suplementos, os teores de a-caroteno (ug g™ peso seco) variaram entre 0,017 + 0,008
e 20,664 + 0,209, respectivamente em CA e CF. Esta foi uma variagdo muito grande, em que

a concentragdo maxima foi mais de 1.200 vezes maior que a minima.
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Todos os suplementos analisados apresentaram B-caroteno (I;Lg“ g’ peso seco),
com teores variando de 0,199 = 0,050 em CB a 32,632 1,094 em CE. Da mesma forma, foi
possivel observar uma grande variagdo (164 vezes) entre as diferentes marcas, embora menor
do que aquela relativa aos teores de a-caroteno.

No estudo de quantificagdo de carotenodides totais na microalga cloroficea
Dunaliella salina, Hu et al. (2008a) encontraram 290,77 mg g™ peso seco, em que 90% desse
conteido corresponderam as formas frans-B-caroteno e 9- ou 9’-cis-B-caroteno, cujos teores
foram 138,25 + 10,03 e 124,65 +9,91 mg g peso seco, respectivamente.

Ja Wang et al. (2007) quantificaram carotendides totais na microalga cianoficea
Spirulina platensis, cultivada em nivel de CO; supercritico, tendo encontrado 191 g kg™ peso
fresco. O B-caroteno foi o carotendide predominante e, portanto o de maior representatividade
(40,7%), apresentando 77,8 g kg™ peso fresco.

Miiller, Rodriguez-Amaya e Lourengo (2003) encontraram B-caroteno (307 ug g’
peso fresco) como o carotenoide principal da cianobactéria Synechocystis pevalekii produzida
em meio Conway a 22°C, perfazendo 64% do total, seguido pela B-criptoxantina.

As linhagens das levedu.ras das espécies Rhodotorula mucilaginosa e R. graminis
pesquisadas-no trabalho de Maldonade; Scamparini; Rodriguez-Amaya (2007) mostraram scr
micro-organismos promissores para a produgfio de carotenoides totais por fermentagdo,
apresentando valores entre 54,7 e 61,4 pg g peso fresco.

Apbés pesquisar quatro diferentes espécies de microalgas australianas,
Nannochloropsis sp., Paviova pinguis, Stichococcus sp. e Tetraselmis sp., Brown ef al. (1999)
obtiveram o maior teor de B-carotenb, 1,05 + 0,03 mg g peso seco, em Tetraselnis sp.

Os resultados dos teores de a- e B-caroteno obtidos nos sete suplementos a base
de Chlorella ficaram muito abaixo dos valores médios apresentados nos trabalhos
supracitados, com teor de B-caroteno até mais de um milhdo de vezes menor.

No que diz respeito a quantificagdo de a- e d-tocoferol nesses suplementos i base
de C. pyrenoidosa, os valores encontfados apresentaram uma variagdo menor. Com excegdo
dos produtos CA e CG, os demais apresentaram os dois isdmeros de tocoferol. Os resultados
de a- e d-tocoferol estdo apresentado.s na Tabela 3 e Figura 5.

No suplemento CA n@o foi detectado nenhum o-tocoferol. O conteado de
a-tocoferol (mg g’ peso seco) foi minimo e igual a 100,426 + 3,829 em CB, e méaximo de
169,766 + 18,040 em CG. A variagdo foi de aproximadamente 1,7 vezes quahdo se comparou

valores maximo e minimo.
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Tabela 3 — Teores de - € 3-tocoferol nos extratos dos suplementos alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa.

Suplementos alimentares a base a-tocoferol d-tocoferol
de Chlorella pyrenoidosa (mg g peso seco) (mg g peso seco)

CA ND ND

CB 100,426 + 3,829 28,862 £ 9,735
5 144,418 + 6,993 29,754 + 2,455
CD 140,305 + 6,666 30,130 + 1,156
CE 154,383 + 8,896 36,970 + 6,400
CF 148,671 + 4,522 70,091 % 5,640
CG 169,766 + 18,040 ND

ND - nio detectado

o % [ a-tocoferol
180 | 8-tocoferol I
e 160 |- T i
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2
& 120
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80 |-
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E ol ‘ '
§ 10 : ' oy }»
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Suplementos alimentares & base de Chlorella pyrenoidosa

Figura 5 — Teores de a.- e 8-tocoferol nos extratos dos suplementos alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa.

O conteido de 8-tocoferol (mg g™ peso seco) foi 70,091 + 5,640 no suplemento
CF (maximo) e 28,862 + 9,735, em CB (minimo). Com relagﬁo ao teor de O-tocoferol a
variagdo entre maximo e minimo foi da ordem de 2,5 vezes.

Apesar da existéncia de variagdo, considerando compostos de interesse e marcas
analisadas, é notavel que os teores de o- e &-tocoferol foram maiores do que aqueles
registrados para a.- e B-caroteno.

Wang et al. (2007) quantificaram o-tocoferol nos extratos de Spirulina platensis,
tendo encontrado 3,4 g kg™ peso fresco, um valor quase 23 vezes menor do que o de
B-caroteno (77,89 g kg’ peso fresco). No trabalho de Yasar; Sevket (2006), a S. platensis
cultivada em bioreator com painel de vidro apresentou quantidade de a-tocoferol de

63,48 + 10,73 pg g’ peso seco. A mesma espécie de microalga pode apresentar teores
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diferentes tanto de carotenoides quénto de tocoferdis quando ha modiﬁqagﬁo da forma de
cultivo ou quando elas sdo coletadas em diferentes fases do crescimento.

A presenga de tocoferdis também foi investigada em outras espécies de
microalgas. Em Dunaliella tertiolecta e Tetraselmis suecica, provenientes de cultivos
enriquecidos com nitrato e fosfato, esta dltima apresentou maior teor de o-tocoferol,
27,849 + 4,19 mg g™ peso seco (CARBALLO-CARDENAS et al., 2003).

Vismara et al. (2003) encontraram quantidades maiores de a-tocoferol (ug gt
peso seco) nas microalgas Euglena gracilia, Dunaliella salina e Tetraselmis suecica, sendo
seus valores iguais a 283,6; 153,2 e 157,7, respectivamente.

Com relac@o ao trabalho de Brown ef al. (1999), a microalga Nannochloropsis sp.
apresentou quantidade de a-tocoferol variavel de acordo com o cultivo utilizado, obtendo
valor méximo de 0,35 +0,02 mg g~ peso seco, quando exposta 24 h 4 luz. O valor nutricional
das células microalgais variou com as condigdes de cultivo, o tratamento da colheita e o
método de secagem.

Os suplementos alimentares a base de Chlorella, utilizados neste estudo,
apresentaram quantidades bastante clevadas de o-tocoferol quando corﬁparadas aos demais
trabalhos citados, com teor de a-tocoferol até, aproximadamente, 2.700 vezes maior.

Os contetdos de retinol equivalente (RE) e a-tocoferol equivalente (a-TE) foram
calculados para avaliar os suplementds alimentares como fontes de vitaminas A e E,
respectivamente. ’

Os teores de RE (ug g peso seco) estdo apresentados na Tabela 4 e variaram de

0,033 + 0,008 em CB a 5,821 + 0,195 em CE.

Tabela 4 — Teores de retinol equivalente (RE) nos extratos dos suplementos alimentares a base de Chlorella
pyrenoidosa, ¢ quantidade a ser consumida por dia para ser considerada fonte excelente (*/,-IDR = 300 ug) ou
fonte 1til (/s IDR = 100 pg) de vitamina A.

Quantidade a ser consumida para ser:
Produt-o§ 3 e Fonte excelente Fonte util
comerciais Ug g~ peso seco : .
g | capsulas g | capsulas
CA 0,036 + 0,027 8.333,3 20.834 2.777,8 6.945
CB 0,033 £ 0,008 9.090,9 30.303 3.030,3 10.101
cc 1,641 0,105 182,8 407 60,9 136
CD 1,178 £ 0,081 254,7 749 84,9 250
CE 5,821 £ 0,195 51,5 172 17,2 58
CF 5,331 + 0,067 56,3 176 18,8 59

CG 3,207 + 0,196 93,5 268 31,2 89
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Com base nos resultados, as quantidades de capsulas necessarias para obtencdo de
'/ ou s da IDR de vitamina A (RE) foram exorbitantes para todos os suplementos
analisados. Tomando o produto denominado CE, cuja recomendagéo do fabricante consiste no
consumo diario de 3 capsulas (Tabela 1), as doses necessarias para que esse produto fosse
considerado uma fonte excelente ou util de vitamina A seriam, respectivamente, 57,3 ou 19,3
vezes superior ao recomendado na embalagem.

Os resultados de o-TE (mg g™ peso scco) estdo apresentados na Tabela 5 e

variaram de 100,426 + 3,829 a 169,766 + 18,040.

Tabela 5 ~ Teores de a-tocoferol equivalente (o-TE) nos extratos dos suplementos alimentares 4 basc de
Chlorella pyrenoidosa, e quantidade a ser consumida por dia para ser considerada fonte excelente ('/, IDR = 5
mg) ou fonte 1til (/s IDR = 1,67 mg) de vitamina E.

i o.TE Quantidade a ser consumida para ser

ry b Fonte excelente Fonte util

comerciais mg g peso seco ; -

g | capsulas g | capsulas
CA - - - - -

CB 100,426 + 3,829 0,05 0,166 0,02 0,055
CcC 144,418 £6,993 - 0,03 0,077 0,01 0,026
CD 140,305 £ 6,666 0,04 0,105 0,01 0,035
CE 154,383 + 8,896 0,03 0,108 0,01 0,036
CF 148,671 £ 4,522 - 0,03 0,105 0,01 0,035
CG 169,766 +18,040 0,03 0,084 0,01 0,028

Os teores de vitamina E, apesar de ndo serem declarados nos rotulos dos
suplementos a base de Chlorella pyrenoidosa, analisados no presente trabalho, foram
suficientemente elevados para permitirem sua classificagdo em fonte excelente (/, da IDR)
através da ingestdo de uma uUnica capsula de 300 mg por dia, com excegdo de produto
denominado CA. ~

A notavel diferenga entre os teores de carotenos e de tocoferois encontrados nos
sete suplementos analisados pode ser atribuida ao processo de secagem ao qual as microalgas
sdo submetidas antes de serem encapsuladas para a comercializagdo. Esta informagdo ndo €
fornecida pelos fabricantes, tampouco existem procedimentos de desidratagdo pré-
estabelecidos para serem seguidos pelas empresas produtores de suplementos alimentares a
base de microalgas. Além disso, outros aspectos, desta vez relacionados ao cultivo, nfo sdo
uniformes nem padronizados, o que pode causar diferengas na composi¢do da matéria-prima.

Alencar et al. (no prelo) também abordaram o problema discutindo a necessidade

de medidas de controle desde o cultivo até o processamento da microalga utilizada como
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suplemento alimentar, devido a grande variagdo observada nos teores de P-caroteno nos

suplementos alimentares a base de Spirulina.

De acordo com Lee (1997), as microalgas dos géneros Chlorella, Spirulina,
Dunaliella, Nannochloris, Nitzschia, Crypthecodinium, Schizochytrium, Tetraselmis,
Skeletonema, Isochrysis e Chaetoceros sdo cultivadas com fins comerciais nos paises
asiaticos e em outras regides banhadas pelo Oceano Pacifico, havendo uma preocupagdo com
relacdo a definicdo de critérios de padronizagdo e a garantia da qualidade da biomassa
produzida, que € vendida como “alimento saudavel”. ’

Os problemas de qualidade no mercado brasileiro de fitoterapicos vém se
mantendo, levando & populagdo a préjﬁizos diversos desde possiveis efeitos colaterais até a
auséncia dos efeitos benéficos pretendidos com o seu uso (TOBIAS ez al., 2007).

De acordo com o item 3, do artigo 6° da Lei 8.078/90 (Codigo de Protegdo e
Defesa do Consumidor) € por meio do rotulo dos alimentos que se tem acesso a informagdes
como quantidade, caracteristicas nutricionais, composigdo, qualidade e riscos que os produtos
poderiam apresentar (BRASIL, 1990).

Nao ha informagdo do nimero de registro no Ministério da Satde ou no 6rgio
competente " em dois (28,57%) dos produtos estudados. Trés produtos (42,86%) ndo
apresentaram o uso da frase: “O Ministério da Saude adverte: ndo existem evidéncias
cientificas comprovadas de que este alimento previna, trate ou cure doengas”. Também se
observou que a informagdo sobre presenca/auséncia de glaten ndo constéva no roétulo de 3
(42,86%) dos 7 suplementos analisados.

Os resultados do trabalho de Pinto (2008), em Vigosa, Minas Gerais, sobre os .
aspectos legais de produtos a base de Chlorella mostraram que 60% dos produtos ndo
apresentaram numero de registro no Ministério da Satde ou no éfgéo competente € 80% deles
ndo apresentaram a informagdo: “O Ministério da Satde adverte: ndo existem evidéncias
cientificas comprovadas de que este alimento previna, trate ou cure doengas”. Nenhum
produto exibia em sua embalagem a informagdo sobre gluten.

Yoshizawa et al. (2003) realiiaram estudo parecido em Curitiba, Parana, em que a
analise de rotulos de produtos da categoria Novos Alimentos revelou que 20% deles ndo
detinham registro no Ministério da Satde, apresentando apenas o nimero de protocolo, além
de 50% ndo possuirem informagdo nutricional por porgdo.

O mercado de suplementos alimentares na categoria de novos alimentos ainda
necessita de regulamentagdes efetivas para a padronizagdo destes produtos e de fiscalizagdo

eficaz. Stringheta et al. (2006) concluiram que o cumprimento da legislagdo € possivel quando
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5 CONCLUSOES

Houve grandes variagdes nas quantidades de carotenos e tocoferdis nos
suplementos alimentares a base de Chlorella pyrenoidosa analisados neste trabalho.

Os teores de a- e P-caroteno foram consideravelmente baixos de modo que
nenhum dos sete suplementos seria capaz de suprir a IDR de vitamina A de um adulto.

Os teores de a- e d-tocoferol foram elevados e, com excegdo do CA, os
suplementos analisados poderiam ser utilizados como fontes de vitamina E.

A maioria dos produtos estudados ndo atende a muitas das exigéncias

estabelecidas pela ANVISA, com relagdo as informagdes que devem constar em seus rotulos.
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