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RESUMO

As macroalgas destacam-se pelo seu importante papel no ecossistema marinho,
fazendo parte do primeiro nivel da cadeia alimentar dos oceanos.

Devido a sua diversidade de constituintes, as algas tém sido amplamente
utilizadas, em muitas partes do mundo, como fonte de compostos essenciais para a
nutricdo humana. Sdo fonte de: proteinas de excelente qualidade, pois contém todos
0os aminodacidos essenciais; acidos gordos poliinsaturados, em especial da familia
Omega-3 e outros acidos gordos essenciais; hidratos de carbono; vitaminas; minerais
(magnésio e calcio); fibras dietéticas (como alginatos e carraginatos) e metabolitos
secundarios bioativos (como fitoesterdis e polifendis). Assim, o consumo de algas
podera constituir uma das melhores formas de corrigir as caréncias nutricionais da
alimentacdo das sociedades industrializadas ocidentais, cuja elevada incidéncia de
doencas relacionadas com a nutricdo esta a conduzir a grandes mudancas nos padroes
do consumo alimentar, com a preocupacdo da procura de alimentos funcionais que
possam promover a saude.

Sobretudo durante a ultima década, as algas tém-se tornado uma fonte natural
muito interessante para a investigacdo de novas estruturas moleculares bioativas que
tenham potencial para estar na base de futuros medicamentos e/ou como novos
ingredientes alimentares com diferentes propriedades funcionais. Para a pesquisa
destas novas estruturas foi importante o desenvolvimento de novas metodologias
analiticas capazes de fornecer uma caracterizacdo quimica mais sistematica dos
compostos existentes nas algas.

No Arquipélago dos Acores, as macroalgas marinhas Fucus spiralis, Osmundea
pinnatifida e Ulva rigida sao tradicionalmente consumidas por populacfes de algumas
ilhas, mas existe pouca informacdo sobre o seu valor nutricional. De forma a
proporcionar um maior conhecimento sobre a composicdao quimica destas algas, o
presente trabalho teve como objetivo o estudo e aplicacdo de varias sequéncias de
metodologias para determinar a composicao quimica das trés espécies de macroalgas
referidas, assim como a confirmacdo de serem potencialmente rentaveis do ponto de

vista da biotecnologia e de diversas perspetivas comerciais futuras.
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Este trabalho apresenta informacdo sobre aspetos nutricionais em termos
de: proteinas; fibras; hidratos de carbono; lipidos; perfil de acidos gordos, acidos
gordos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados e trans, razdon-6/n-3 e h/H
(acidos gordos hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos); minerais (Na, K, Mg, Ca e
razdo Na/K) e vitaminas lipossoliveis (A, E, D,, Ds, K; e Ksz). Os
resultados confirmam que as macroalgas em estudo sdo uma excelente fonte dos
referidos macro- e micronutrientes, e revelam um perfil de acidos gordos e de
minerais considerados saudaveis, pelo que o seu consumo regular podera contribuir
significativamente para melhorar os desequilibrios nutricionais e consequentemente
a saude humana.

Os resultados obtidos neste estudo representam uma contribuicido muito
importante para a valorizacdo dos produtos algais dos Acores. Estes, se qualificados e
caracterizados, poderao ter um forte impacto econdmico para a Regido Auténoma dos

Acores, cuja costa se distingue por ser um local de muito reduzida poluicao marinha.

Palavras-chave: Acores; Macroalgas marinhas; Composicdo quimica; Proteinas;
Fibras; Hidratos de Carbono; Acidos gordos; Minerais; Vitaminas; Valor nutricional e

terapéutico; Biotecnologia.
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ABSTRACT

Macroalgae are important organisms because of their strong impact on marine
ecosystemes, as the first level of the ocean’s food chain.

Because of their various constituents, macroalgae have been largely used in
many parts of the globe as a source of the essentials compounds for human nutrition.
They are sources of proteins with excellent quality because they contain all the
essential amino acids, polyunsaturated fatty acids, particularly from the omega 3 series
and other essential fatty acids, carbohydrates, vitamins and minerals (magnesium and
calcium) and dietetic fibers (alginates and carragenates) and secondary bioactive
metabolites as phytosterols and polyphenols. As a result, the consumption of
macroalgae may be one of the best ways to correct unbalanced nutritional diet from
western industrialized societies. The large incidence of nutritional related diseases is
leading to large alterations of common diets and the need to find functional foods that
promote good health.

Particularly during the last decade, macroalgae have been a very promising
natural source for investigating natural novel molecular bioactive structures with the
potential to be used in future medical formulas, as well as being a source of new food
ingredients with different functional properties. To investigate these novel molecular
structures was important to develop new analytical procedures in order to perform a
complete chemically characterization of the macroalgae constituents.

In the Azores archipelago the marine macroalgae Fucus spiralis, Osmundea
pinnatifida and Ulva rigida have been traditionally consumed by the population of
some islands, but there is still scarce information about their nutritional values. In
order to provide a better understanding about the macroalgae chemical composition,
the present study has the objective to develop and to apply several sequential
methodologies in order to determine the chemical composition of the three referred
macroalgae as well as to confirm the success of their biotechnological exploration and
their use in future commercial perspectives.

This study revealed information about the nutritional aspects in terms of
proteins; fibers; carbohydrates; lipids; fatty acids profiles, saturated fatty acids, mono-

unsaturated, poly-unsaturated and trans, n-6/n-3 ratio and h/H ratio
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(hypocholesterolemic/hypercholesterolemic fatty acids); minerals (Na, K, Mg, Ca, and
Na/K ratio) and fat soluble vitamins (A, E, D,, Ds, K1, e K3). The results confirmed that
macroalgae in this study are an excellent source of the referred macro- and
micronutrients and also revealed that a regular consumption may contribute
significantly to correct unbalanced diets and consequently improve the human health.
The revealed results from this study present a very important contribution for
the understanding Azorean algal products. This material after qualification and
characterization will have a strong economic impact on the Azores Region that is

characterized as a local with a very low marine pollution.

Keywords: Azores; Marine macroalgae; Chemical composition, Proteins, Fibers,
Carbohydrates, Fatty Acids, Minerals, Vitamins, Nutritional and therapeutic value;

Biotechnology.
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I. INTRODUCAO

A ficologia ou algologia é o estudo das algas e deriva do grego phycos que
significa alga marinha (Lee, 1999). As algas pertencem ao reino vegetal e constituem
uma ampla diversidade de organismos que podem ser definidos em termos de
morfologia e fisiologia geral (Bellinger e Sigee, 2010). Nem todas as espécies de algas
sdo plantas na atual classificacdo dos seres vivos e nem todas vivem no mar, no
entanto, apresentam uma caracteristica comum, que é a presenca de clorofila nas suas
células. As algas habitam ambientes terrestres humidos ou meios aquaticos de agua
doce ou salgada.

As algas sdo organismos autotroficos e fotossintetizantes que diferem das
plantas terrestres por ndo formarem tecidos nem 6rgdos ordenados, ou seja, ndo
apresentam uma estrutura dividida em raiz, caule e folhas (Van Den Hoek et al., 1995;
Neto et al., 2005).

As algas tém uma funcdo primordial no ciclo de vida do ambiente marinho e sdo
chamados organismos produtores, pois produzem tecidos vivos a partir da fotossintese
e fazem parte do primeiro nivel da cadeia alimentar, sendo utilizadas como alimento
por peixes e caranguejos herbivoros entre outros, filtradores (ascidias, esponjas,
moluscos, crustaceos) e animais do plancton (zooplancton). Por outro lado, sdo uma
grande fonte de oxigénio, possuindo um papel fundamental na manutencdo da vida no
planeta (Bellinger e Sigee 2010), sdo, portanto, o verdadeiro pulmdo do mundo, uma
vez que produzem mais oxigénio pela fotossintese do que precisam na respiracao,
sendo o excesso libertado para o ambiente.

Além dessas importantes caracteristicas (consumir gas carbdnico para realizar a
fotossintese e produzir oxigénio para a respiracdo de toda a fauna) as algas sdo um
grupo muito diverso, contribuindo significativamente para elevar a biodiversidade
marinha (Bellinger e Sigee 2010). Sendo ecoldgica e biologicamente importantes, as
algas fornecem componentes nutricionais, medicinais e um ambiente para outros
organismos vivos se adaptarem (McClanahan et al., 2002). Assim, tém sido utilizadas,
desde a antiguidade, na alimentacdo das comunidades costeiras e, também, na

medicina e na farmacologia, pela sua acdo antimicrobiana, antitumoral, antiviral e
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pelas propriedades anticoagulantes. Além disso, sdo usadas na cosmética e nas
industrias téxtil e da construcdo (Fleurence, 1999).

As macroalgas podem ser classificadas como algas vermelhas (Rhodophyta),
castanhas (Heterokontophyta, Phaeophyceae) ou verdes (Chlorophyta), dependendo
da sua composicao quimica e consequentemente nutricional (Dawczynski et al., 2007).
Sendo organismos com diversos compostos ativos com propriedades benéficas para a
saude, a sua utilizacido como ingrediente funcional abre novas possibilidades no
processamento de alimentos (Fleurence, 1999; Cofrades et al., 2008), contudo estes
organismos estdo expostos a variacdes sazonais, que influenciam o seu metabolismo
(fotossintese e crescimento) e, consequentemente os teores dos seus constituintes

guimicos (Ordufia-Rojas et al., 2002).

Esta dissertacdo de mestrado tem como objetivo a determinacdo de algumas das
caracteristicas nutricionais de algas ediveis dos Acores e a avaliacdo do seu potencial
uso para a industria de nutracéuticos.

A tese encontra-se estruturada em nove capitulos, incluindo o presente capitulo
introdutdrio. O segundo capitulo refere-se a recolha e a preparacdo das amostras para
posterior caracterizacdo bioquimica, abordada no terceiro a oitavo capitulos,
nomeadamente: teor de proteina bruta (cap. Ill), de fibra bruta (cap. 1V) e de hidratos
de carbono totais (cap. V); teor de lipidos totais e caracterizacdao do perfil dos acidos
gordos (cap. VI) e conteudo de minerais e vitaminas lipossoltuveis (cap. VII e VIII,
respetivamente). Cada um destes capitulos encontra-se subdivido em quatro secc¢ées:
(i) breve introducdo ao nutriente em estudo; (ii) metodologia desenvolvida para a sua
detecdo e quantificacdo e, nalguns casos, para a sua extracdo, separacdo e
identificacdo; (iii) apresentacdo dos resultados obtidos com o trabalho experimental
desenvolvido e (iv) discussdo dos resultados obtidos e descricdo das principais
conclusdes. No nono e ultimo capitulo, apresentam-se as conclusdes finais deste

trabalho e as suas perspetivas futuras.
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1.1. Caracterizacao do Arquipélago dos Agores

O arquipélago dos Acores situa-se em pleno Oceano Atlantico Norte entre as
latitudes 372 e 402 Norte e as longitudes 252 e 312 Oeste, a uma distancia de cerca de
1600 km do continente europeu. E composto por nove ilhas e diversos ilhéus, todos de
origem vulcanica. As ilhas do arquipélago dos Acores estendem-se por uma faixa com
cerca de 600 km de extensdo, divididas em trés grupos distintos (Figura 1.1.): o Grupo
Ocidental inclui as ilhas de Flores e Corvo, o Grupo Central as ilhas Terceira, Graciosa,
S3o Jorge, Pico e Faial, enquanto o Grupo Oriental integra as ilhas de Sdo Miguel e

Santa Maria e os llhéus das Formigas.

Arquipélago dos Agores

BRSO CENTRA

Paco

Tersars

Figura I.1. Localizacdo geografica do arquipélago dos Acores

(Fonte: Seccdo de Geografia, 2005).

O arquipélago dos Acores tem um clima maritimo com temperaturas médias
amenas que variam desde 16 °C no Inverno aos 26 °C (79 °F) no Verdo. As
temperaturas do mar sofrem influéncias da Corrente do Golfo e da contra-Corrente
do Labrador, sendo também amenas e entre os 14 °C e os 22 °C em média (Morton et

al., 1998).
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1.2. Breve caraterizacao da flora algal dos Agores

A flora marinha dos Acores mostra uma zonacdo muito evidente, sendo mais
acentuada no intertidal (Neto 2000a, b). Estudos realizados por alguns autores,
tiveram como objetivo o conhecimento e a divulgacdo da flora algal dos Acores
(Seubert em 1844 referenciou 44 espécies de macroalgas marinhas, assim como Hunt
(1846), Agardh (1870) e Sampaio (1904), nos anos seguintes). Otto Christian Schmidt
publica, em 1931, a primeira flora algal do arquipélago. Na década de 90, Neto (1994)
elaborou uma lista de espécies de macroalgas marinhas tendo em conta as referéncias
anteriores, e que tem sido enriquecida até aos dias de hoje através de varias
publicacdes cientificas da especialidade.

Nos Acores estdo referenciadas cerca de 368 espécies de macroalgas marinhas
(56 Chlorophyceae, 75 Phaeophyceae e 237 Rhodophyceae), um numero
significativamente elevado quando comparado com outras regides frias do Norte
Atlantico. Algumas algas apresentam uma sazonalidade, enquanto outras sdo perenes
e persistem varios anos. Existem também as espécies anuais de crescimento rapido
gue mantém a populacdo estavel ao longo do ano, transmitindo a sensacdo de serem
perenes (Neto et al., 2005).

De acordo com Neto (2000 a,b) e Couto (2003), as Rhodophyta sdo o grupo
taxondmico dominante na zona intertidal da ilha de Sdo Miguel. Neto também
observou alteragdes sazonais no crescimento e reproducdo de algumas espécies de
macroalgas agorianas.

Segundo Couto (2003), é no inverno que se observa maior nimero de grupos
taxondmicos e no verdao o menor numero. Quanto a variacao dos taxa por estacdes do
ano, o maior nimero de Rhodophyta aumenta desde o fim do verdo até ao inverno e
as Heterokontophyta (Phaeophyceae) apresentam um maior nimero de espécies no
outono e as Chlorophyta na primavera.

As macroalgas marinhas ocorrem principalmente fixas as rochas, e podem
crescer na areia, recifes de coral, cascos de barcos, pilares de portos, mas sempre na
presenca de luz e nutrientes. S30 muito abundantes na zona entre-marés, onde

formam densas faixas nas rochas. Estas algas sdo representadas pelas algas verdes,
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castanhas e vermelhas, podendo apresentar formas muito variadas: folidceas,
arborescentes, filamentosas e ramificadas (Ramos et al., 1998).

As algas apresentam uma grande variabilidade no seu conteido em nutrientes e
estas diferencas estdo relacionadas com diversos fatores ambientais, como a
temperatura das dguas, salinidade, luz e nutrientes disponiveis (Dawes, 1998). Grande
parte dos parametros ambientais variam de acordo com a estacdo do ano, sendo que
as alteracGes nas condicOes ecoldgicas podem estimular ou inibir a biossintese de

varios nutrientes (Lobban et al., 1985).

1.3. Algas e a alimentagao

Nos ultimos anos, tem surgido um crescente interesse nos chamados grupos de
alimentos funcionais, entre os quais as algas, que tém merecido reconhecimento por
serem um grupo de alimentos capaz de proporcionar beneficios fisioldgicos e
nutricionais adicionais (Goldberg, 1994; Madhusudan et al., 2011), em virtude da sua
composicdo equilibrada, o que tem despertado muito interesse na comunidade
cientifica (Pereira, 2011).

Um alimento funcional pode ser definido como um alimento que produz um
efeito benéfico em uma ou mais fungdes fisioldgicas, proporcionando o aumento do
bem-estar e ou diminuindo o risco de sofrer o aparecimento ou o desenvolvimento de
uma doenca particular. As funcionalidades sdo muito mais preventivas do que
curativas, além disso, os novos tipos de produtos derivados, a partir de alimentos,
muitas vezes referidos como nutracéuticos, foram recentemente desenvolvidos e sdo
amplamente comercializados (Pereira, 2011).

Os alimentos funcionais sdo geralmente usados como suplementos alimentares,
em vez de alimentos integrais e sdao comercializados na forma concentrada
(comprimidos ou drageias) podendo fornecer beneficios para a saude.
Frequentemente, estes alimentos, sdo obtidos a partir de alimentos tradicionais,
enriquecidos com um ingrediente que é capaz de proporcionar ou promover uma agao

benéfica para a saude humana. Segundo Madhusudan et al. (2011), muitos compostos
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biologicamente ativos estdo presentes nas algas e podem ser utilizadas como agentes
terapéuticos em suplementos dietéticos.

Desde a antiguidade que as algas fazem parte da dieta tradicional das
comunidades costeiras. O seu consumo é mais expressivo na Asia Oriental,
especialmente no Japdo, China e Coreia. Muitos estudos tém mostrado que as
macroalgas contém quantidades significativas de proteinas (Patarra et al., 2011),
vitaminas e minerais essenciais para a nutricdo humana (Jensen, 1993). Devido ao seu
elevado teor em proteinas, as algas tornaram-se mais importantes para a industria
alimentar, especialmente nos paises desenvolvidos (Wong e Cheung, 2000). As algas
comestiveis contém proteinas de elevado valor bioldgico, concentracdes elevadas de
vitaminas, uma proporcdo elevada de acidos gordos insaturados essenciais,
particularmente os de cadeia longa, acidos gordos n-3 poliinsaturados, antioxidantes e,
ainda, sdo uma excelente fonte de minerais e fibras (Fleurence et al., 1994; Fleurence
1999; Kolb et al., 2004; Sanchez-Machado et al., 2004; Smit, 2004; Cardozo et al.,
2007; Paiva et al., 2012).

As algas vermelhas (Rhodophyta) e castanhas (Heterokontophyta,
Phaeophyceae) sdo os grupos de algas mais consumidas, pois sdo utilizadas
principalmente como fontes de alimentos para os humanos, e podem ser cultivadas
em viveiros ou simplesmente recolhidas no ambiente marinho. No Japdo tém sido
utilizadas como matéria-prima no fabrico de produtos alimentares, tais como
compota, queijo, vinho, cha, sopa e macarrao e nos paises ocidentais, principalmente
como uma fonte de polissacarideos para alimentos e usos farmacéuticos (Indegaard e
Minsaas, 1991; Mabeau e Fleurence, 1993; Pereira, 2011). Algumas das algas
comestiveis mais conhecidas sdo o “nori” (Porphyra), utilizado pelos japoneses na
preparacdo de sushi, o “kombu” (Laminaria) e o “wakame” (Undaria pinnatifida) que
fazem parte de pratos chineses e japoneses, como sopas, molhos e carnes (Faccini,
2007).

Em algumas ilhas dos Acores, as algas sdo tradicionalmente utilizadas para
consumo humano ou para fins comerciais. As algas vermelhas Laurencia e Osmundea
(Figura 1.2. A), mais conhecidas como “erva malagueta”, sdo conservadas em vinagre e
consumidas a acompanhar peixe frito. As algas Pterocladiella capillacea e Gelidium

microdon sdo utilizadas para uso comercial, na producdo industrial de agar. A alga

Lisete Sousa Paiva



castanha Fucus spiralis (Figura 1.2. B) conhecida como “tremogo do mar”, é uma iguaria
local, e é considerada um petisco, sendo usadas as porg¢des reprodutivas terminais do
seu talo e consumidas frescas. A Porphyra, (Figura 1.2. C) conhecida como “erva
patinha”, é apanhada e consumida frita ou incorporada em sopas, tortas e omeletes
(Neto et al., 2005).

Com a atual tendéncia dos consumidores para adotarem o consumo de
alimentos organicamente naturais provenientes de ambientes limpos, as algas
comecam a receber uma maior aceitacdo por parte do publico. O consumo de algas
seria uma excelente opcdo, particularmente no Arquipélago dos Acores que possui
aguas ndo poluidas e com excelentes condicbes ambientais, de acordo com os

pardmetros da Diretiva Quadro da Agua (Neto et al., 2009).

Fotos: Biologia Marinha UAc

Figura 1.2. Macroalgas marinhas acorianas utilizadas na alimentacao.

A) Osmundea pinnatifida; B) Fucus spiralis; C) Porphyra sp.

1.4. Algas e a industria

A producdo de algas marinhas a nivel mundial atingiu em 2000 cerca de 10
milhdes de toneladas. Os 12 principais paises produtores sdo: China, Franca, Reino
Unido, Japao, Chile, Filipinas, Coreia, Indonésia, Noruega, EUA, Canada e Irlanda
(Pereira, 2011). Um exemplo da comercializacdo de algas e consequente lucro
monetario é como fertilizante que movimenta cerca de 15 milhGes de ddlares por ano.
Ha diversas indUstrias espalhadas pelo mundo que investem neste tipo de produtos,
conseguindo cerca de 10 mil toneladas de racdo produzidas a partir de cerca de 50 mil
toneladas de algas frescas movimentando cerca de 5 milhGes de ddlares (Faccini,

2007).

Lisete Sousa Paiva



As algas podem ser utilizadas na industria como fontes de agar, muito
importantes especialmente na industria alimentar, apresentando propriedades como
espessantes, gelificantes e estabilizantes e na fabricacdo de cosméticos (Pereira, 2011).
O agar é um ficocoldide com a propriedade de formar géis e é constituido por dois
polissacarideos, a agarose e a agaropectina, sendo a agarose um produto muito
utilizado em biotecnologia. O agar é extraido industrialmente a partir das algas
Gelidium microdon, Pterocladiella capillacea (Figura 1.3.) e da Gracilaria gracilis e tem
sido utilizado como agente gelificante para geleias de frutas e vegetais e em
confeitarias. O dagar-agar é também utilizado na industria farmacéutica para a
preparacdo de emulsdes liquidas para o tratamento da obstipacdo e como agente

gelificante em géis e pomadas (Faccini, 2007).

Fotos: Biologia Marinha UAc

Figura 1.3. Macroalgas marinhas acorianas utilizadas na industria.

A) Pterocladiella capillacea; B) Gelidium microdon

Na industria da cosmética, as algas tém vindo a cimentar a sua presenca, devido
a uma ampla variedade das suas propriedades, como estimulantes do metabolismo
tecidular e da circulacdo sanguinea, tonificacdo dos tecidos cutaneos, hidratacdo dos
tecidos, prevenindo o envelhecimento da pele, estimulacdo e bom funcionamento das
glandulas sebdceas e regulacdo do contelddo hidrico, facilitando a eliminacdo de
toxinas (Pereira, 2011).

Numa outra vertente, as algas sdo uma fonte importante de nitrogénio, potdssio
e outros nutrientes minerais que podem ser utilizadas para melhorar a textura e
retencdo da humidade no solo. As algas calcarias tém sido utilizadas como corretivo de
solos acidos em varios paises como a Inglaterra, Escécia, Irlanda e Dinamarca (Faccini,
2007). As algas tém também a capacidade de produzir diversas substdncias quimicas

gue sdo utilizadas desde muitos anos, nos mais diversos segmentos da Industria, sendo
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gue ainda ha muito por explorar e a biotecnologia tem aqui um papel importante, pois

serdo precisos mais estudos de forma a estimular as empresas a investir nesta area.

1.5. Algas e sua agdo terapéutica/farmacoldgica

O uso medicinal das algas na cura e prevencdo de doencas faz parte da cultura
milenar de muitos paises, como China, Coreia e Japdo. A eficacia de uma espécie de
alga parda (Laminaria spp) ja foi reconhecida no tratamento do bécio (Pereira, 2011),
doenca resultante do incorreto metabolismo do iodo ou pela sua caréncia. Esta alga
apresenta quantidades significativas de iodo, podendo ser ingerida para compensar
esta falta.

O género Chlorella, por exemplo, é estudado desde a década de 30, sendo-lhe
atribuido propriedades contra o cancro, anemia, periodontites e infecbes de varios
tipos, além de possuir uma elevada concentracdo de clorofila, que é bactericida.
Espécies do género Sargassum e Laminaria também tém sido utilizadas no Japdo para
o tratamento do cancro (Faccini, 2007). Banhos com algas ou aplicacdes de algas na
pele associadas a radiacdo infravermelha tém sido utilizados no tratamento de dores
reumaticas e osteoporose (Faccini, 2007). As algas verdes tém sido usadas como
vermifugos, adstringentes e no tratamento da gota. As algas castanhas destinam-se ao
tratamento de reumatismo, asteriosclerose, hipertensdo, transtornos menstruais,
bdcio, ulceras gastricas, doencas de pele, sifilis e efeito anticoagulante. As algas
vermelhas sdo utilizadas como anticoagulantes, anti-helminticos, vermifugos e para o
tratamento de gastrites (Ebadi, 2006).

Alguns medicamentos, utilizados na regulacdo do apetite, contém substancias
extraidas de algas, que, ao entrarem em contacto com solugdes aquosas, expandem-se
no interior do estébmago, transmitindo ao cérebro uma sensacao de saciedade.

O consumo regular de macroalgas pode aumentar a ingestdo de proteinas,
fibras, vitaminas, aminodacidos essenciais, e 4cidos gordos poliinsaturados, que
previnem a ocorréncia de algumas doencas crdonicas (diabetes, obesidade, doencas
cardiovasculares, cancros, entre outras), que estdo associadas com dietas pobres em

fibras dos paises ocidentais (Southgate, 1990). As algas ricas em fibras alimentares,
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facilitam o transito intestinal, baixam o colesterol no sangue e reduzem doengas como
o cancro do célon (Guidel-Urbano e Goni, 2002). A Ingestdo de fibras sollveis pode
exercer efeitos prebidticos, provavelmente devido ao crescimento de bifidobactérias
(Hoebler et al., 2000). Em combinacdo com alimentos que provocam elevados niveis
de glicémia, as fibras sollveis reduzem a resposta glicémica (Goni et al., 2000),
nomeadamente a reducdo do colesterol, e a modulacdo da glicose no sangue

(Brennan, 2005).

Embora ja tenham sido desenvolvidas muitas aplicacdes para as algas e seus
componentes, diversos setores como as industrias quimica, alimentar e farmacéutica,
continuam a realizar estudos na procura de novos componentes bioativos. E, com

certeza, ainda ha muito a ser explorado sobre esses incriveis organismos.
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1.6. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo geral a determinacdo da composicao
guimica de trés espécies de macroalgas marinhas (Fucus spiralis, Osmundea pinnatifida
e Ulva rigida) mais comuns nos ecossistemas do litoral dos Agores, mais propriamente
da ilha de Sdo Miguel, e que podem ser potencialmente rentaveis do ponto de vista da
biotecnologia e de diversas perspetivas comerciais futuras, uma vez que sdo

tradicionalmente consumidas por popula¢ées de algumas ilhas do arquipélago.
Para o efeito sdo propostos os seguintes objetivos especificos:
- Determinar o teor de proteina bruta;
- Determinar o teor de fibra bruta;
- Quantificar os hidratos de carbono totais;
- Quantificar os lipidos totais;

- Caracterizar o perfil dos acidos gordos (FA) e determinar os acidos gordos
saturados, monoinsaturados, poliinsaturados e trans (SFA, MUFA, PUFA e TFA,
respetivamente), assim como a razdo de 6mega-6 e 6mega-3 (n-6/n-3) e a razdo

de acidos gordos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (h/H);
- Determinar qualitativamente e quantitativamente o conteddo em minerais;
- Dosear o teor de vitaminas lipossoluveis;

- Correlacionar a composicdo quimica das macroalgas com o seu potencial efeito
benéfico para a saude humana, tendo em vista o seu aproveitamento como
suplemento alimentar, assim como a criacdo de novos nutracéuticos/alimentos

funcionais.
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Il. RECOLHA DA MATERIA-PRIMA E PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

2.1. Recolha da matéria-prima

As algas Fucus spiralis (Linnaeus) (Figura Il.1. A) e Osmundea pinnatifida (Hudson)
Stackhouse (Figura Il.1. B) foram recolhidas no més de janeiro de 2013 (Pranchinha,
Ponta Delgada) e a alga Ulva rigida (C. Agardh) (Figura 1I.1. C) no més de Abril de

2013 (Forno da Cal, Sdo Roque) nas zonas intertidal e subtidal da ilha de Sdo Miguel.

2.2. Preparagao das amostras

No laboratério, as espécies de macroalgas foram identificadas, recorrendo-se a
chaves de identificacdo taxondmica, e preparados os respetivos vouchers que estdo
incorporados no Herbario AZB - Ruy Telles Palhinha do Departamento de Biologia da

Universidade dos Acores.

As amostras algais foram lavadas primeiro com agua do mar, para retirar epifitos,
areia e outros materiais incrustados, e depois com agua destilada, para remover o
sal. Apds a lavagem, as amostras foram secas com papel absorvente, para retirar o
excesso de agua, e armazenadas a -80 °C, para preservar a bioatividade dos seus
componentes até posteriores andlises. Antes de cada andlise, as algas foram
descongeladas e secas em estufa a 65 °C durante 48 horas (evitando o
sobreaquecimento que podera provocar oxidacdo) e posteriormente reduzidas a pé
com a ajuda de um homogeneizador, sendo secas novamente a 65 °C de modo a

obter um extrato seco sem humidade.

Fotos: Biologia Marinha UAc

Figura Il.1. Macroalgas: A) Fucus spiralis; B) Osmundea pinnatifida; C) Ulva rigida
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IIl. PROTEINAS

3.1. Generalidades

A palavra proteina deriva da palavra grega protos, que significa “primeiro” ou
“mais importante”, desta forma, as proteinas foram os primeiros nutrientes a serem
considerados essenciais para o organismo (Borsoi, 2001). Mais tarde descobriu-se que
a hipotese de Mulder (Em 1839 o quimico holandés Gerardus Mulder determinou a
formula quimica C4oHs,012N10 como sendo comum a todas as substdncias albuminosas.
Ele propés que todas estas substdncias se formavam a partir de moléculas com esta
composi¢do, e chamou a este grupo proteina) ndo era correta, mas o nome
permaneceu e é de certa forma adequado, pois as proteinas constituem cerca de 20%
da massa orgéanica nos seres vivos (Ferreira, 1983; Krippah, 1999) e sdo a mais versatil
classe de compostos organicos. Desempenham diversas funcdes nos sistemas
biolégicos, como: catdlise de reagdes, transporte, suporte e movimento, resposta
imunitaria, como mecanismo de defesa, na formacdo de tecidos, na manutencdo e
reparacdo dos mesmos e no balanco de fluidos, entre outras (Stryer, 1988; Krippah,
1999).

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células e
encontram-se em todas as partes das células com fun¢des fundamentais a nivel
celular. S3o portanto, muito estudadas a nivel da sua sintese ou aproveitamento
metabdlico sendo constituidas por cadeias de aminoacidos que formam a massa
corporal magra. A maior quantidade encontra-se nos musculos, sendo responsdveis
pela contracdo muscular. Outras fungdes importantes das proteinas sao: regular o
funcionamento dos 6rgaos do corpo, construcdo de novos tecidos, assim como da sua
manutencdo e reparacdo, defesa do organismo através da formacdao dos anticorpos,
transportar substdncias através do sangue, coagulacdo sanguinea e ajudam na
formacdo da hemoglobina e de varias enzimas (Krippah, 1999).

As melhores fontes proteicas sdo as de origem animal, como ovos, queijos,
carnes em geral e leite, mas a ingestdo de misturas de cereais e leguminosas, como
soja, feijdo, ervilha, lentilha, também fornece ao organismo as quantidades necessarias

de aminoacidos para a sintese proteica (Lajolo e Tirapegui, 1998; Borsoi, 2001). A
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concentracdo de proteinas nesses alimentos pode variar entre 20 a 35%, assim como a
concentracdo e proporcdo relativa dos aminodcidos dieteticamente indispensaveis que
compdem a proteina (Sgarbieri, 1987).

Em termos estruturais, as proteinas sdo polimeros de alto peso molecular, em
gue as unidades bdasicas sdo os aminoacidos ligados entre si por ligacdes peptidicas
formando longas cadeias, em varias estruturas geométricas e combinacbes quimicas
sendo responsaveis pela sua especificidade, cada qual com a sua propria funcdo
fisiolégica. Os aminodacidos estdo ligados linearmente (estrutura primdria) e por
estabelecimento de ligacdes extras mais fracas entre as cadeias laterais,
nomeadamente através de ligacdes idnicas, ligacGes de hidrogénio e interagdes de Van
der Waals, originando as estruturas secundarias e terciarias. As propriedades e funcdes
das proteinas sdo determinadas pelo nimero e tipo de aminoacidos e pela sua
estrutura tridimensional (John deMan, 1999).

Relativamente a sua origem, as proteinas podem ser exdgenas, ou seja, proteinas
gue sdo ingeridas pela dieta, ou enddgenas, derivadas da degradacdo das proteinas
celulares do proprio organismo. Estas podem ainda ser divididas em dois grupos
principais: as proteinas fibrosas e as globulares. As primeiras formam estruturas em
zig-zag ou em hélice e as globulares, sdo formas quase esféricas resultantes de um
enrolamento tipo novelo. Estas estruturas sdo mantidas por interagdes fracas e por
isso sdo facilmente quebradas quando em condi¢Oes elevadas de temperatura, ou
exposicdo a acidos, sais ou alcoois. Esta perda da estrutura tridimensional é um
processo conhecido como desnaturacdo e a perda da configuracdao espacial modifica

completamente a sua funcdo, podendo até destruir a proteina (Krippah, 1999).

Mative o Desnaniraida

Figura lll.1. Desnaturacdo das proteinas.
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A nivel fisioldgico, as condi¢cdes extremas de desnaturacdo da proteina sdo
obtidas com uma variacdo brusca acima de 50 °C e pH abaixo de 5.0, sendo ambas
incompativeis com a vida (John deMan, 1999).

O conceito sobre a necessidade de proteinas e aminoacidos tem sido objeto de
muito debate, e tem sofrido altera¢cdes ao longo do tempo. Para isso, Lajolo e
Tirapegui (1998), afirmam que, “de um modo geral, as necessidades de proteinas
representam a quantidade especifica para a manutencdo da saude em individuos
normais. E para se garantir essa necessidade, é fundamental que estejam satisfeitas,

também, as necessidades energéticas do organismo.”

Uma ma nutricdo em termos do balanco entre energia e proteina é o resultado
do consumo insuficiente dos nutrientes que sdo indispensaveis a manutencdo da
saude, resultando em fadiga, debilidade e diminuicdo das defesas do organismo. A
desnutricdo pode ser também devido a muitos outros fatores ndo nutricionais que
também influenciam o crescimento e o desenvolvimento, como os fatores genéticos e
0 meio sécio-psicoldgico em que o individuo vive.

As algas sao fontes importantes de proteinas e algumas apresentam quantidades
significativas (Patarra et al., 2011), diferindo o seu conteudo de espécie para espécie.

Geralmente a fracdo proteica das algas castanhas (3 a 15%) é menor quando
comparada com as verdes e vermelhas (10 a 47%) (Fleurence, 1999). Em algumas algas
como as espécies pertencentes ao género Ulva, podem conter cerca de 10 a 26% de
proteina (peso seco) (Fujiwara-Arasaki et al., 1984). A espécie Ulva pertusa, que é
frequentemente consumida pela populacdo japonesa, possui a volta de 20 a 26% de
proteina. Valores mais elevados estdo presentes nas algas Porphyra tenera (47%) e
Palmaria palmata (35%) (Morgan et al., 1980); Arasaki e Arasaki, 1983).

O conteudo em proteinas nas algas também depende da estacdo do ano. Uma
monitorizacdo dos niveis de proteinas da Palmaria palmata recolhida na costa
atlantida da Franca mostrou que o seu conteddo em proteina pode variar entre 9 e
25%. Niveis elevados foram observados durante o fim do inverno e primavera e niveis
mais baixos durante os meses de verdo (Galland-Irmouli et al., 1999), demonstrando

assim que o teor de proteinas estd dependente da sazonalidade das algas.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Determinacdo da Proteina bruta pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990)

Para a quantificacdo das proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl, que
consiste numa digestdo, destilacdo e titulacdo. Com este método consegue-se obter a
percentagem de nitrogénio, sendo que este valor é posteriormente convertido em
proteina bruta.

O termo proteina bruta envolve um grande grupo de substancias com estruturas
semelhantes, mas com funcoes fisioldgicas muito diferentes. O procedimento mais
comum para determinar proteina é através da determinacdo de um elemento ou
grupo pertencente a proteina. A conversdo para conteudo de proteina é feita através
de um fator, denominado fator de conversdo, que no caso das algas o valor de
transformacdo de nitrogénio para proteina é de 6.25.

Os elementos analisados geralmente sdo carbono e nitrogénio e os grupos sdo os
aminoacidos e as ligacGes peptidicas. Como as proteinas tém uma percentagem de
nitrogénio quase constante, a volta de 16% (vai depender do tipo de proteina),
normalmente determina-se o nitrogénio e, por meio de um fator de conversdo, este

valor obtido é transformado em proteina bruta (Galvani e Gaertner, 2006).

Como o fator geral na transformacdo de nitrogénio para proteina é de 6.25.
16 g N -------- 100 g proteinas
ngN------—-- X g proteinas

X=nx100/16 = n x 6.25 g de proteinas

Este fator de conversdo da erros quando o conteido em N de um alimento é
muito diferente de 16%. Nestes casos, existem os fatores de conversdo especificos

para cada alimento.

O método de Kjeldahl foi proposto por Johan Kjeldahl na Dinamarca em 1883 e
ainda é muito utilizado por ser uma técnica fidvel, e ao longo do tempo tem
permanecido praticamente a mesma com poucas modificacdes (Vogel, 1992). Esta
técnica permite a determinacdo indireta de proteinas em varias amostras bioldgicas,
assim como a obtencdo do valor de nitrogénio para a avaliacdo do estado nutricional

(Yasuhara e Nokihara, 2001; Nogueira e Souza, 2005).
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O método baseia-se na decomposicao da matéria organica através da digestao
da amostra com acido concentrado, na presenca de um catalisador que acelera a
oxidacdo da matéria organica. O nitrogénio que estd presente na solucdo acida é
determinado por destilacdo por arraste de vapor, seguindo-se uma titulacdo com acido
diluido (Nogueira e Souza, 2005).

As reacOes quimicas que ocorrem durante o processo da determinacdo dos

compostos nitrogenados sao as seguintes (Silva, 1990):

3.2.1.1. Digestao

Durante a digestdo ocorrem as seguintes reagées:

H,S04

Matéria Organica ——» S0, + CO,+ H,0 + R ---- NH;

A
H,S0,4
R —— NH, + H,O » R OH+NH3
A
0 [H*] 0]

Yz 4
R——C + H,0 » R C + NH;
N AN

NH, A OH

2 NH3 + HzSO4 — (NH4)2504

(Adaptado de Galvani e Gaertner, 2006)

O carbono da matéria organica é oxidado e o didxido de carbono (CO,)
desprende-se. Durante este processo de digestdo, a solucdo passa de uma coloragao

escura (preto) para um verde-claro.
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O nitrogénio que esta sob a forma de amina, amida e nitrila, é transformado em
amonia (NHs3) que reage com o H,SO; e forma o sulfato de amdnio ((NH4),SO04)

formando-se cristais quando a solucdo arrefece.

3.2.1.2. Destilacdo

Seguidamente a digestdo inicia-se o processo de destilacdo, que se realiza por
aquecimento direto ou por arraste de vapor.
O sulfato de amoénio é tratado com hidréxido de sédio (NaOH), em excesso, e

ocorre a libertacdo da amdnia, conforme as reagdes.

(NH4)>SO4 + 2 NaOH —— 2 NH4OH + Na,S0q
A
NH,OH —NH;3 + H,0
A

(Adaptado de Galvani e Gaertner, 2006)

Ao adicionar-se hidroxido de sédio, deve-se utilizar algumas gotas de solucdo
indicadora, para se garantir um ligeiro excesso de base. A amdnia que se desprende na
reacdo é recolhida em acido boérico (H3BO3) com o indicador.

O processo termina quando toda a amodnia ja se desprendeu e vai-se formando o

borato de amonio (NH4H,BO3), conforme a seguinte reacdo:

H3303 + NH3 > NH4H2303

(Adaptado de Galvani e Gaertner, 2006)

3.2.1.3. Titulagdo

A Ultima etapa é a titulacdo, em que o borato de amadnio é titulado com uma
solucdo padrdo de acido cloridrico (HCI) padronizada até a viragem do indicador,
conforme a reagdo:

NHzH,BO3 + HC| —— H3BOs3 + NH4CI

(Adaptado de Galvani e Gaertner, 2006)
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O nitrogénio total (NT) é determinado pela seguinte equacao:

NT= (Va-Vb)xFx0.1x0.014 x 100/ P1

Em que:
NT — teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;
Va — volume da solucdo de HCl gasto na titulacdo da amostra, em mililitros;
Vb — volume da solucdo de HCl gasto na titulacdo do branco, em mililitros;
F — fator de correcdo para o HCl;
P1— massa da amostra (em gramas).
Na determinacdo da proteina bruta, multiplica-se o valor do nitrogénio total
encontrado pelo método de Kjeldahl por um fator que converte o nitrogénio
em proteina.

A expressdo abaixo é utilizada para determinar a proteina bruta:

PB=NTxFN

Onde: PB —teor de proteina bruta na amostra, em percentagem;
NT — teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;

FN — 6.25 (fator de conversdo).

Para o bom desempenho da andlise, é necessario fazer testes em branco com o

objetivo de eliminar a interferéncia e contaminacdo dos reagentes.

3.2.2. Procedimento
3.2.2.1. Digestao

a) Pesar 1 g de amostra seca a 105 °C para o tubo de digestdo;

b) Adicionar: 1 pastilha de Kjeldahl (catalizador) e 12 mL de acido sulfurico
a 96% (H,S04);

c) Colocar os tubos no digestor e proceder a digestao;

d) Deixar arrefecer os tubos até 50-60 °C.
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Figura I1l.2. Processo de digestdo

3.2.2.2. Destilagdo

a) Num erlenmeyer, colocar 25 mL da solucdo de acido bdrico a 2% +
solugdo indicadora;
b) Proceder a destilacdo;

c) Adicdo de reagentes: 50 mL de H,0 + 50 mL de NaOH a 35%.

Figura ll1.3. Processo de destilacdo

3.2.2.3. Titulagdo

a) Titular com HCl a 0.1M até viragem da cor.

Figura l11.4. Processo de titulacdo
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3.3. Resultados

Os teores de proteina bruta das espécies de macroalgas em estudo estdo
apresentados na Tabela Ill.1. A Figura Ill.5. mostra a comparac¢do entre esses teores e 0

de alimentos comuns.

Tabela lll.1. Teor de proteinas (% de peso seco) das macroalgas.

Macroalgas % Nitrogénio % Proteina
Fucus spiralis 1.55+0.03 9.71+0.03
Osmundea pinnatifida 3.3320.12 20.79+0.12
Ulva rigida 2.52+0.10 15.78+0.10

Valores médios de n=3

Soja
Arroz
Milho
Trigo

Aveia

Ulvarigida
Osmundea pinnatifida

Fucus spiralis

0] 5 10 15 20 25

Proteinas (%)

Valores de alimentos de acordo com Morales de Leon et al., 2000

Figura Ill.5. Comparacdo do teor de proteinas das macroalgas com o de alguns

alimentos comuns.
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3.4. Discussdo/Conclusido

Os teores de proteina bruta das espécies de macroalgas em estudo (Tabela I11.1.)
variaram desde o valor mais baixo de 9.71+0.03% seguido de 15.78+0.10% até o valor
mais elevado de 20.79+0.12% de proteina por peso seco para a Fucus spiralis, Ulva
rigida e Osmundea pinnatifida respetivamente. Estes valores estdo dentro do geral
apresentado para as algas castanhas (3-15% de peso seco), vermelhas e verdes (10-
47% de peso seco) (Darcy-Vrillon, 1993; Fleurence, 1999). Estes valores também foram
consistentes com os estudos realizados anteriormente (Patarra et al., 2011). Segundo
Foster e Hodgson (1998), a Ulva rigida apresentou valores de proteina de 6.40%,
enquanto Taboada et al. (2010), mostrou valores de 17.8%. Relativamente a
Osmundea pinnatifida foram encontrados valores de proteina de 27.3% (Marsham et
al., 2007). O valor de proteina para a Fucus spiralis estd de acordo com o publicado por
Munda (1977) que mostrou que os valores poderdo estar entre 3-11%, apesar de ser
outra espécie de Fucus.

As variacOes encontradas no teor de proteinas nas algas podem ser atribuidas a
diferenca entre espécies, aos fatores ambientais ou uma combinacdo de ambos
(Fleurence, 1999), a origem geografica, ao clima, ao conteudo de nutrientes do meio
ambiente e a estacdo do ano. Galland-Irmouli et al. (1999) analisou a alga Palmaria
palmata, registando diferencas nos niveis de proteina em algas recolhidas durante o
final do periodo de inverno e primavera registando valores superiores aos das algas
recolhidas durante o verao.

Em termos gerais, as algas em estudo mostram teores de proteina mais elevados
do que em alguns alimentos como a aveia (13.4%), trigo (13.8%), milho (9.4%), arroz

(7.1%) e soja (13.0%) (Morales de Leon et al., 2000).

Como é do conhecimento geral as proteinas sdo essenciais a manutencdo da vida
pela sua funcdo construtora e reparadora, entre outras fungdes bioldgicas Unicas.

Os resultados obtidos na determinacdo das proteinas mostram que as algas sdo
uma excelente fonte destes nutrientes, obtendo-se mesmo valores superiores a alguns
alimentos comuns. Os valores obtidos estdo de acordo com o que estad descrito na
literatura, em que é apontado que a quantidade de proteina é maior nas algas

vermelhas, seguido das verdes e a menor percentagem encontra-se nas algas
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castanhas. Com estes resultados, podemos concluir que as algas sdo uma fonte
complementar de proteinas para consumo humano e para a alimentacao animal.

De notar, como ja foi referido, que os fatores ambientais, sazonais e as
propriedades fisico-quimicas da agua do mar sdo fatores determinantes e que afetam
as algas em termos de conteudo proteico. Concluindo-se, assim, que as diferentes
espécies de macroalgas poderdo apresentar valores diferentes conforme a estacao do

ano e a quantidade de nutrientes disponiveis no ambiente marinho.
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IV. FIBRAS

4.1. Generalidades

As fibras sdo substancias de origem vegetal, hidratos de carbono (ou derivados
dos mesmos) com excecdo da lignina, que conseguem resistir a acdo das enzimas
digestivas humanas, de forma a chegarem intactas ao cdlon onde sdo parcialmente
hidrolisadas e fermentadas pela flora bacteriana (Slavin, 2008).

As fibras sdo constituidas por uma grande variedade de substdncias com
propriedades fisicas, quimicas e fisioldgicas diferentes. Sdo classificadas de acordo com
a sua solubilidade em 3agua (solluveis e insollUveis), a sua estrutura e o grau de
fermentacdo. Existem vdarios tipos de fibras: lignina, celulose, pectinas, gomas,
mucilagens, frutooligossacarideos (FOS), inulina e amido resistente (Almeida e Afonso,
1997; John deMan, 1999; Elleuch et al., 2011).

Segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC), drgdo americano, a
“fibra alimentar é a parte comestivel das plantas ou andlogos aos hidratos de carbono
gue sdo resistentes a digestdo e absorcdo pelo intestino delgado humano, com
fermentacdo parcial ou total no intestino grosso”. Com essa defini¢ao é possivel incluir
substancias, que fisiologicamente sdo semelhantes as fibras, e que facam parte dessa
categoria de nutrientes, como a inulina, os frutooligossacarideos (FOS) e os amidos

resistentes (Nestlé, 2000).

A fibra alimentar ou fibra dietética é a parte dos alimentos (vegetais) ingeridos
gue ndo é digerida e absorvida pelo organismo para produzir energia (Prosky, 2000).
Pertencem ao grupo dos hidratos de carbono e sdo polissacarideos ndo amilaceos
compostos por moléculas de acglcares: pentoses (arabinose, xilose), hexoses (manose,
glicose, galactose, frutose), 6-deoxyhexoses (L-manopiranose/fucopiranose) ou acidos
uronicos (D-glicdnico; 4-O metil-D-glicurdnico, D-galacturdnico). Por definicdo, sao
polimeros com mais de onze unidades destes aclcares unidas por ligacdes glicosidicas
(Martinho, 2011).

A fibra dietética ou fibra alimentar é diferente de fibra bruta. A fibra bruta é o
teor das fibras vegetais obtida apds o tratamento com acido e com uma base, sendo

este, um conceito quimico e ndo bioldgico (John deMan, 1999; Coppini et al., 2004). Os
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valores de fibra bruta ndo expressam a quantidade total de fibras do alimento, mas
uma fracdo das fibras totais (Coppini et al., 2004).

As fibras sdo importantes na alimentacdo porque aceleram a passagem dos
produtos residuais do organismo, absorvem substancias perigosas (toxinas) e mantém
o tubo digestivo saudavel. A fibra apresenta outro beneficio em relacdo ao trato
gastrointestinal, pois serve de substrato para formacdo de acidos gordos de cadeia
curta (AGCC), que fornecem energia para as células intestinais desempenharem as
suas fungdes corretamente (Coppini et al., 2004).

Tém-se verificado alteracbes nos habitos alimentares e na qualidade da
alimentacdo, principalmente nos grandes centros urbanos, comprometendo a ingestado
adequada de fibras, com o consumo de alimentos processados e refinados (pobres em
fibras) e diminuicdo na ingestdo de alimentos vegetais e integrais, que apresentam
elevados teores de fibras (Matos e Martins, 2000; Fisberg et al., 2004).

Nos ultimos tempos tém sido realizados varios estudos sobre as fibras, tendo-se
constatado os seus inumeros beneficios para a saude, tanto no tratamento como na
prevencdo de doencas como diabetes, hiperlipidémias, doencas cardiovasculares,
obesidade, obstipacdo e cancro do cdlon (Jenkins et al., 2003).

As cadeias laterias ou ramificadas sdo responsaveis pela solubilidade das fibras
alimentares totais, podendo ser divididas em fibras alimentares soluveis e fibras
alimentares insollveis. Esta classificacdo é importante, pois permite uma divisdo
simples entre as que possuem efeitos, principalmente sobre a absorcdo de glicose e
lipidos no intestino delgado, que sdo facilmente fermentadas por bactérias no célon
(soluveis) e as que sdao fermentadas lenta e incompletamente, tendo efeitos mais

evidentes nos processos metabdlicos dos intestinos (insoluveis) (Martinho, 2011).

Fibras soluveis: pectinas, mucilagens, gomas (goma ardbica e goma guar),
inulina, FOS (frutooligossacarideos) e hemiceluloses tipo A. A influéncia das fibras
solluveis no aparelho digestivo esta relacionada com a capacidade de reter a dgua e
formar géis e também pelo seu papel como substrato para a fermentacao de bactérias
do colén (Mahan e Escott-Stump, 1998).

As fibras sollveis aumentam o tempo de exposicdo dos nutrientes no estdmago,

proporcionando assim uma melhoria na digestdo dos mesmos, em particular os
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acucares e as gorduras. Este aspeto contribui para uma regularizacdo do metabolismo
energético, de forma a melhorar o aproveitamento no desempenho de todas as
atividades fisicas (Almeida e Afonso, 1997; Martinho, 2011).

As fibras soltveis, assim como as insoluUveis, agem igualmente sobre a velocidade
do transito intestinal, porém sem aumento da absorcdo de agua. Provocam reacdes de
fermentacdo, produzindo elevadas concentracbes de substancias especificas,
denominadas de acidos gordos de cadeia curta (Mahan e Arlin, 1995; Coppini et al.,
2004). Encontram-se principalmente em frutas e verduras, mas também em cereais
(aveia e cevada) e leguminosas (feijdo, grao de bico, lentilha e ervilha) (Mahan e Arlin,
1995).

Fibras insoluveis: celulose, hemicelulose tipo B, amido resistente e lignina.
Fazem parte da estrutura das células vegetais. A acdo fundamental destas fibras é a
nivel intestinal, devido a extrema capacidade de retencdo de 4dgua que, absorvendo a
agua disponivel, aumentam em volume, distendem a parede do cdlon e facilitam a
eliminacdo do bolo fecal (Almeida e Afonso, 1997; Martinho, 2011). Ainda apresentam
efeito mecanico no trato gastrointestinal, sdo pouco fermentaveis e encontram-se

principalmente em verduras, farelo de trigo e grdos integrais.

As algas marinhas sdo uma excelente fonte de fibras, (Ito e Hori 1989; Lahaye,
1991; Patarra et al., 2011), sendo que as algas sdo conhecidas por conterem uma
variedade de fibras sollveis e insoluveis, incluindo agar, carragenanos, xilanos,

alginatos, fucanas, celuloses e mananos (Darcy-Vrillon 1993).

As fibras dietéticas das algas possuem propriedades quimicas com um efeito
benéfico na reducdo do peso corporal, no metabolismo do colesterol, e nos niveis de
lipidos no sangue (Lahaye e Jegou, 1993; Suzuki et al., 1996; Jiménez-Escrug e Sanchez-
Muniz, 2000; Wong e Cheung, 2000). O elevado teor em fibras dietéticas (FD) das algas
apresenta beneficios para a saude humana. A composicao de FD por grama de peso
seco de algas marinhas é em geral tdo alta como nas plantas terrestres (Darcy-Vrillon,
1993), tornando o consumo das macroalgas mais atrativo para os consumidores (Ortiz

et al., 2005).

Lisete Sousa Paiva
37



Tabela IV.1. Conteido em fibras alimentares de algumas algas, frutas, vegetais e

cereais (adaptado de Elleuch et al., 2011).

Fontes de Fibras Soluveis Insoluveis
Hijiki 32.9 16.3
Arame 59.7 14.9
Algas X
Nori 17.9 16.8
Ulva rigida 19 21
Polpa de laranja 13.28 54.19
Subprodutos de ba - r — !
frutos Polpa de limdo . 31.81 41.86
processados Cc?ncentrado de flbras 6.7 83
alimentares de tamara
Maga 5.8 7.5
Laranja 9.8 5.2
Frutos Péssego 7.1 6.4
Tomate 7.4 11.4
Tamara 5.16-6.68 9.19-11.7
. Cenoura 14.9 11.1
Vegetais
Batata 2.12 4.97
A Arroz 0.19 0.75
Cereais -
Aveia 4.21 5.66

4.2. Metodologia

4.2.1. Determinacao da Fibra bruta pelo método de Weende (AOAC, 1990)

O método normalmente utilizado para analise da fibra bruta é designado por
método de Weende e foi proposto por Henneberg, em 1864, na Estacdao Experimental
de Weende, na Alemanha.

O termo fibra bruta engloba as fracdes de celulose e lignina insoluvel. Do ponto
de vista quimico, a fibra bruta é a parte dos hidratos de carbono resistente ao
tratamento sucessivo com acido e base diluidos. A celulose bruta é designada o
residuo organico constituido por celulose contendo pequenas quantidades de
hemicelulose e pentosanas (polimeros que por hidrélise produzem pentoses) e é
obtido a partir da substancia seca e isenta de matéria gorda, pela remoc¢ao de outros
glicidos e dos prétidos mediante tratamento por ebulicdo com uma solucdo apropriada

(Jeraci e Van Soest, 1990).
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A determinacdo da fibra pelo método de Weende baseia-se na dissolucdo da
amostra, sucessivamente em solucdo acida, basica e acetona. Nesta fase ocorre a
remocdo de proteinas, aclcares e amido, deixando como residuos: celulose e outros
componentes polissacarideos, além da matéria mineral. O residuo organico resultante
é incinerado em mufla a temperatura de 500 °C - 600 °C. O residuo ndo dissolvido
constitui a fibra (Silva e Queiroz, 2009).

A principal limitacdo deste método é o facto de ndo separar a celulose da
hemicelulose e provocar a perda de parte da lignina e da hemicelulose. Parte da lignina
passa a fazer parte do extrato ndo nitrogenado (representa “teoricamente” os hidratos
de carbono ndo estruturais e de mais facil digestdo, como os aculcares, o amido e a
pectina), o que vai subestimar o teor de fibra bruta. No grupo dos extratos ndo
nitrogenados (ENN) encontram-se as fracdes de natureza diversa como, a pectina, a
lignina solivel em solvente alcalino e os hidratos de carbono soliveis em dagua

(amilose e frutosana).

4.2.2. Procedimento

a) Pesar 1 g de amostra (peso WO0) previamente seca e devidamente moida
para um cadinho de vidro de fundo filtrante;

b) Colocar os cadinhos no aparelho Velp Scientifica (Fig. IV.1.).

4.2.2.1. Hidrélise Acida

a) Aquecer a solucdo de 4acido sulfurico (até uma temperatura de
aproximadamente 95 °C);

b) Adicionar, cuidadosamente, entre 100 e 150 mL de 4cido em cada
coluna, por cima dos cadinhos. Seguidamente adicionar 10 gotas de
octanol (anti-espumante);

c) Abrir o circuito de refrigeracdo;

d) Ativar as resisténcias de aquecimento a 90%;

e) Apds a entrada em ebulicdo, reduzir a poténcia de aquecimento para

30% e deixar ferver durante 30 min.;
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f) Apds ter terminado o tempo estabelecido, desligar o aquecimento;

g) Abrir o circuito de vacuo;

h) Lavar por 3 vezes com 30 mL de agua destilada, previamente aquecida e
colocando a dgua em cada coluna;

i) Lavar por trés vezes com 25 mL de acetona;

j) Secar os cadinhos em estufa a 150 °C durante 1 hora. Seguidamente
deixar arrefecer em exsicador e pesar (peso W1);

k) Colocar os cadinhos numa mufla a 500 °C durante 3 a 4 horas.

Seguidamente deixar arrefecer num exsicador e pesar (peso W2).

4.2.2.2. Hidrélise Basica

a) Repetir todos os passos da hidrdlise acida (4.2.2.1 a) a i)) mas utilizando

a solucdo de KOH em vez do acido.

Figura IV.1. A) Extrator de Fibras; B) Processo de digestado

Célculo da quantidade de Fibra bruta:

% Fibra Bruta = 100 x (W1-W2) / W0
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4.3. Resultados

Os teores em cinzas e fibra bruta das espécies de macroalgas em estudo estdo

apresentados na Tabela IV.2.

Tabela IV.2. Teores em cinzas e fibra bruta das macroalgas (% de peso seco).

Macroalgas % Cinzas % Fibras

Fucus spiralis 22.31+0.38 58.69+1.25
Osmundea pinnatifida 38.55+0.68 25.93+0.52
Ulva rigida 21.43+0.28 52.20+£1.18

Valores médios de n=3

4.4. Discussiao/Conclusdo

Os teores de fibra bruta das espécies de macroalgas em estudo (Tabela IV.1.)
variaram desde o valor mais baixo de 25.93+0.52% seguido de 52.20+1.18% até ao
valor mais elevado de 58.69+1.25% (peso seco) para a Osmundea pinnatifida, Ulva
rigida e Fucus spiralis, respetivamente. Valores de fibra desta ordem foram observados
por Aguilera-Morales et al. (2005), salientando que a alga em estudo foi a
Enteromorpha spp. com valores de 38.4% e 33.2% para os anos de 1997 e 1998,
respetivamente. Estes valores também foram consistentes com os estudos realizados
por Patarra et al. (2011).

De acordo com Matanjun et al. (2009), valores elevados de fibra dietética total
também foram encontrados nas algas S. polycystum (39.67%), C. lentillifera (32.99%) e
E. cottonii (25.05%). Este conteuldo total de fibras alimentares esta dentro da faixa de
outras algas estudadas por Mabeau e Fleurence (1993) em que por exemplo a espécie
Ulva lactuca apresentou um valor total de fibra de 38.1%. Lahaye (1991), mostrou
também valores elevados, nomeadamente, de 59.7% para a alga “Arame”.

A ingestdo de fibras na alimentacdo exerce diversos beneficios, pois estas
auxiliam na prevencdo e no tratamento de diversas doencas como, diabetes mellitus,

obesidade, cancro, doencas cardiovasculares, além de promoverem o adequado
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funcionamento do intestino. A ingestdo diaria de fibras recomendada para um adulto é
de 20 a 30 gramas/dia.

As algas sdo ricas em fibras solUveis, como os alginatos, carraginatos e agar, que
ndo sdo digeridas no intestino e ajudam a aumentar a sensacdo de saciedade. Os
extratos de fibras das algas podem ter um efeito adelgacante, provavelmente um
efeito semelhante ao da fruta no que diz respeito a sensacdo de saciedade e controlo
do peso.

Segundo Mabeau et al. (1992) e Jimenez-Escrig e Sanchez-Muniz (2000), os
teores de fibra encontrados em algumas algas sdo mais elevados do que a maioria das
plantas terrestre.

Os valores observados de fibra bruta neste estudo foram elevados,
nomeadamente para as algas Fucus spiralis e Ulva rigida, o que nos indica que estas
sdo uma excelente fonte de fibra. No entanto, a obtencdo de teores muito elevados de
fibra bruta, poderda ser explicado pela metodologia de quantificacdo utilizada, apesar
de existirem valores publicados por outros investigadores também elevados, mas
utilizando outras metodologias, como por exemplo a metodologia de Van Soest (Van
Soest e Robertson, 1979) e metodologias enzimaticas (AOAC, 1993), sendo esta uma
das mais utilizadas. No entanto, no presente estudo so foi possivel determinar o teor
de fibra através do método de Weende, ao qual se apontam algumas criticas. Uma
delas esta relacionada com o fato das fracdes do alimento ndo serem compostos
guimicamente definidos, mas grupos de compostos quimicos (Salman et al., 2010).

A principal critica em relacdo a metodologia de Weende para quantificar a fibra
bruta é que ndo separa a hemicelulose da celulose e considera somente a lignina
insolivel em solucdo alcalina. Parte da lignina passa a fazer parte do extrato ndo
nitrogenado, o que subestima o teor de fibra bruta. Por outro lado, no grupo dos
extratos ndo nitrogenados estdo as fragdes de natureza diversa como, a pectina, a
lignina soltvel e os hidratos de carbono soliveis em agua (amilose e frutosana)
(Salman et al., 2010).

Em termos nutricionais a fibra bruta ndo representa todos os hidratos de
carbono de degradacdo lenta presentes no alimento (Van Soest et al., 1991). Logo,
esta metodologia de Weende ndo apresenta resultados totalmente satisfatérios sob o

ponto de vista nutricional.
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V. HIDRATOS DE CARBONO

5.1. Generalidades

Os hidratos de carbono sdo compostos organicos, constituidos por carbono (C),
hidrogénio (H) e oxigénio (O). S3o sintetizados na natureza pelas plantas, através do
processo de fotossintese, a partir do didxido de carbono e agua (John deMan, 1999).

Os hidratos de carbono, também conhecidos por glicidos ou acglcares, sdao a base
da nossa alimentacdo didria e exercem vdrias funcdes nos sistemas bioldgicos, tais
como: energética, estrutural, de reserva, osmoregulacdo, reconhecimento celular,
entre outras (Voragen, 1998; Ducatti, 2005).

Dividem-se em oses (ou monossacarideos ou hidratos de carbono simples),
derivados de oses e 6sidos (holdsidos e heterdsidos). Dentro dos holdsidos,
distinguem-se os oligossacarideos e os polissacarideos.

Os monossacarideos sdo as unidades bdasicas dos hidratos de carbono, e ndo
podem ser hidrolisados para formas mais simples e sdo absorvidos diretamente no
intestino apds a ingestdo dos alimentos que os contém. Podem ser encontrados em
guantidades relativamente pouco abundantes na natureza, no estado livre (Ferreira,
1983).

Quimicamente sdo aldeidos ou cetonas conforme o grupo presente na sua
molécula, o que lhes da caracteristicas redutoras (Ferreira, 1983).

A glicose, frutose e a galactose sdo os monossacarideos que apresentam maior
relevancia a nivel nutricional. O monossacarideo existente em maior quantidade na
natureza é a D-glucose (John deMan, 1999). Apresenta um ligeiro poder edulcorante, é
soltvel em 34gua e dlcool, e encontra-se no mel e frutas. O sangue humano contém
cerca de 0.8% de glicose, exceto em pessoas diabéticas que podem ter até 10% de
glicose na urina.

A frutose é o agucar das frutas, encontra-se em pequenas quantidades no reino
animal. A galactose é um monossacarideo resultante do desdobramento da lactose.
N3o se encontra livre na natureza, embora faca parte do cérebro, como glicido

estrutural (Folkes e Jordan, 2006).
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Por definicdao, um oligossacarideo (de 2 a 10 unidades de monossacarideos) é
um composto, que através da hidrdlise, fornece um pequeno nimero de unidades
monossacarideas e de acordo com o nimero de unidades presentes, sdo classificados
como dissacarideos, trissacarideos, etc, até 10 oses. Os dissacarideos (compostos por
dois monossacarideos) sdo os mais importantes a nivel nutricional, a sacarose, a
lactose, a maltose e a trealose. Sdo sollUveis em dgua e muito abundantes na natureza
(Folkes e Jordan, 2006).

Os polissacarideos sao macromoléculas naturais, ocorrendo em quase todos os
organismos vivos. Sdo formados pela condensacdo de monossacarideos, unidos entre
si pelas ligacBes glicosidicas. Possuem um alto peso molecular e podem ter cadeias
lineares, ramificadas e ciclicas (Ex. dextrinas) (John deMan, 1999; Folkes e Jordan,
2006).

Os polissacarideos de menor peso molecular sdo solUveis em dagua e, esta
solubilidade diminui com o peso da molécula e com associacdes entre moléculas. Os
mais insolUveis encontram-se nas paredes celulares e a sua fun¢do nos vegetais é a de
reforcar e estruturar, por isso sdo denominados polissacarideos estruturais. O amido, a
celulose e o glicogénio sdo alguns exemplos de polissacarideos (Folkes e Jordan, 2006).

Os hidratos de carbono complexos ou polissacarideos estdo presentes em
alimentos como o pdo, arroz, massas alimenticias, leguminosas, batatas e consistem
em moléculas compostas por muitas unidades de acucares simples que necessitam de
ser degradadas em outras mais pequenas (glicose) para poderem ser absorvidas. A
este tipo de hidratos de carbono chamam-se hidratos de carbono de absorcdo lenta,
uma vez que as suas cadeias longas precisam de algum tempo para serem desdobradas
em acuUcares simples, o que nos vai fornecendo energia de uma forma gradual
(Direcgdo-Geral da Saude/Plataforma Contra a Obesidade).

Ao ingerirmos maioritariamente aclcares simples (presentes no acucar, mel,
frutos, etc.) obtém-se energia mais rapidamente, mas este processo tem as suas
implicacOes para a saude, pois o pancreas deteta niveis mais altos de aglcar no sangue
e segrega insulina, o que faz com que os niveis baixem muito rapidamente podendo
criar uma hipoglicemia reativa. Mas se ingerirmos os hidratos de carbono com fibra
(cereais integrais e vegetais), a assimilacio é ainda mais lenta, criando um

fornecimento constante de aglcar na corrente sanguinea.
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Sendo assim, como a absorcao dos hidratos de carbono complexos é mais lenta,

é importante dar preferéncia ao seu consumo.

5.2. Metodologia

5.2.1. Quantificacdo dos Hidratos de Carbono Totais pelo método colorimétrico
de Fenol - Acido Sulftrico

O método mais usado para a quantificacdo de hidratos de carbono totais em
amostras soluveis é o método de Dubois et al. (1956), sendo considerado padrdo para
este tipo de determinacao.

Este método baseia-se na determinacdo de agucares simples, polissacarideos e
os seus derivados incluindo os metil-ésteres com grupos redutores livres, apds a
desidratacdo dos mesmos pelo acido sulfurico e subsequente complexacdo dos
produtos formados com o fenol. A mudanca de cor da solucdao é medida na regido do
visivel e é proporcional a quantidade de aclcares presentes na amostra. A reacdo é
sensivel e de cor estavel.

Esta técnica colorimétrica é usada para a detecdo e quantificacdo de hidratos de
carbono totais, produzindo derivados com croméforos distintos para pentoses e

hexoses, que tém maximos de absorcdo a 480 e 490 nm, respetivamente.

5.2.2. Procedimento

a) Pesar 100 mg de amostra para um tubo;

b) Proceder a hidrélise com 5 mL de HCI 2.5 N, mantendo o tubo num
bloco de aquecimento a uma temperatura de 100 °C durante 3 horas e
arrefecer a temperatura ambiente;

c) Neutralizar com carbonato de sddio até a efervescéncia cessar;

d) Perfazer o volume até 100 mL e centrifugar a 3500 rpm durante 8 min.;

e) Pipetar 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 e 1 mL do padrdo (glucose) para uma série de
tubos de ensaio;

f) Pipetar 0.1, 0.2 e 0.3 mL da solucdo da amostra para trés tubos de

ensaio separados;
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g) Perfazer o volume em cada tubo até 1 mL com 4dgua desionizada;

h) Colocar um tubo com 1 mL de dgua (branco);

i) Adicionar 1 mL de solugdo fenol (5%) a cada tubo;

j) Adicionar 5 mL de H,SO4 a 96% a cada tubo e agitar no vortex;

k) Apds 10 min. agitar o conteudo dos tubos e colocar em banho-maria a
25-30 °C durante 20 min.;

[) Fazer aleitura no espectrofotdmetro (UV-1800 Shimadzu) a 490 nm;

m) Calcular a quantidade de hidratos de carbono totais na solucdo de

amostra usando a curva de calibracdo da glucose.

Standard glucose: Dissolver 100 mg em 100 mL de 4gua destilada. Retirar 10 mL

desta solucdo e diluir com 100 mL de agua destilada.

5.3. Resultados

Os teores de hidratos de carbono das espécies de macroalgas em estudo estdo
apresentados na Tabela V.1. A Figura V.1. mostra a comparacdo entre esses teores e 0

de alguns alimentos comuns.

Tabela V.1. Teor de hidratos de carbono (% de peso seco) das macroalgas.

Macroalgas % Hidratos de Carbono
Fucus spiralis 17.59+0.27
Osmundea pinnatifida 17.61+0.39
Ulva rigida 16.74+0.17

Valores médios de n=3
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Figura V.1. Comparagdo dos teores de hidratos de carbono das macroalgas com

o de alguns alimentos comuns.

A recta de calibracdo obtida para a glucose encontra-se na Figura V.2. A partir
da recta e medindo as absorvancias das amostras, pode-se determinar a

concentracdo de hidratos de carbono em cada alga.
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Figura V.2. Recta de calibracdo da glucose
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5.4. Discussio/Conclusdo

O conteudo em hidratos de carbono das algas em estudo foi semelhante nas trés
espécies de macroalgas, revelando um valor ligeiramente mais elevado para a
Osmundea pinnatifida (17.61+0.39%), seguido da Fucus spiralis (17.59+0.27%) e um
valor ligeiramente mais baixo para a Ulva rigida (16.74+0.17%).

Resultados semelhantes foram relatados por Chakraborty e Santra (2008), em
gue os valores variaram entre 14.34-35.27%. Foster e Hodgson (1998) obtiveram
valores na ordem dos 18.10% para a Ulva rigida, enquanto Taboada et al. (2010),
refere valores de 11.9%. No entanto, Ortiz et al. (2009) registaram teores mais
elevados (58.4-70.9%).

De acordo com Rosemberg e Ramus (1982), a sintese dos hidratos de carbono
nas algas estd relacionada com os periodos de crescimento maximo e aumento da
atividade fotossintética. Por outro lado, estes periodos sdo influenciados por valores
elevados de temperatura, salinidade e intensidade solar, sobrevalorizando o valor de
hidratos de carbono obtido.

Os conteudos em hidratos de carbono para as algas em estudo estdo acima dos
valores referidos por vdrios autores no que respeita a alguns alimentos, como por
exemplo, legumes e frutas. O conteudo em hidratos de carbono apenas apresenta uma

semelhanca com os frutos secos, como o caso da ameixa (McCance et al., 1993).

A quase totalidade dos hidratos de carbono que estdo presentes na alimentacdo
humana provem de alimentos de origem vegetal, uma vez que dos produtos animais,
sO o leite contém em quantidade razoavel a lactose, e o figado e os musculos uma
guantidade muito pequena de glicogénio (Ferreira, 1983).

N3o existe uma recomendacado alimentar especifica para os hidratos de carbono,
contudo, uma proporc¢ao razoavel da ingestdo caldrica (geralmente é aconselhado 50 a
60%) deve ser derivada dos hidratos de carbono. Pois uma alimentacdo isenta de
hidratos de carbono ird conduzir a situacbes prejudiciais ao organismo, como por
exemplo, degradacdo excessiva de proteina muscular, perda de catides (especialmente
sodio), desidratacdo involuntaria e cetose, que ocorre quando acaba o glicogénio do
figado, que comeca a usar a gordura diretamente para produzir energia, em vez de

usar a glicose.
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Embora os valores observados de hidratos de carbono nas algas estudadas sejam
semelhantes, poderdo ser estruturalmente muito diferentes. O tipo e a abundancia
dos hidratos de carbono varia muito entre as diferentes espécies de macroalgas. Os
valores mais elevados podem ser explicados devido as algas marinhas conterem
grandes quantidades de polissacarideos estruturais na parede celular, como os
alginatos nas algas castanhas e carraginatos e agar-agar nas algas vermelhas, o que

também poderd influenciar os valores de hidratos de carbono obtidos.

Lisete Sousa Paiva
51






CAPITULO VI

LIPIDOS E
ACIDOS GORDOS






VI. LIPIDOS E ACIDOS GORDOS

6.1. Generalidades

A palavra lipidos deriva do grego lipos, que significa gordura. Os lipidos sdo
compostos de carbono, oxigénio e hidrogénio, unidos sob a forma de radicais de
acidos gordos, geralmente combinados a alcoois, de que os mais importantes sdao o
glicerol e o colesterol, constituindo ésteres (Ferreira, 1983).

Os lipidos sdo moléculas organicas que podemos encontrar nas plantas e nos
animais e desempenham fun¢cbes importantes no organismo, servem de fonte e
reserva de energia, constituem a estrutura das membranas celulares e agem como
hormonas. Devido a esta classificacdo, os lipidos abrangem uma grande variedade de
tipos estruturais tais como os acidos carboxilicos de cadeia longa ou acidos gordos, os
triglicéridos, glicolipidos, gorduras, terpenos e esteroides, além de outros compostos
como o colesterol, os fosfolipidios e as lipoproteinas.

Estes compostos apresentam insolubilidade em dagua (polar), solubilidade em
solventes organicos, geralmente apolares, como éter, cloroférmio, benzeno e alcanos
(John deMan, 1999). Estes solventes apolares extraem a fracdo lipidica neutra onde se
incluem os acidos gordos livres, mono, di e triacilglicerdis, e alguns mais polares como
os fosfolipidos, glicolipidos e esfingolipidos (John deMan, 1999).

Os lipidos mais abundantes na natureza sdo os triacilgliceréis, também
designados por triglicéridos, constituidos por trés moléculas de &cidos gordos
esterificados a uma molécula de glicerol.

Os acidos gordos sdo compostos organicos simples, formados de carbono (72%),
hidrogénio (12%) e oxigénio (16%). Cada molécula de acido gordo tem no extremo da
cadeia um grupo COOH, que lhe da a funcdo de acido carboxilico, e no extremo oposto
um grupo metilo (CHz) ndo funcional (Ferreira, 1983).

Os acidos gordos fornecem energia e sao parte integrante das membranas
celulares (Zurier, 1991), funcionam como “blocos de construcdo” na base dos
fosfolipidos e dos glicolipidos, moléculas anfipaticas que s3do componentes
importantes das membranas bioldgicas. Muitas proteinas modificam-se quando se

ligam covalentemente a acidos gordos, que as vdo sinalizar para varias outras
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localizagBes nas membranas. Os derivados de acidos gordos servem como hormonas e
como mensageiros intracelulares (Stryer, 1995).

Os acidos gordos podem apresentar-se na forma saturada (carbonos com
ligacGes simples) ou ndo-saturada (carbonos com uma ou mais ligacdes duplas). No
caso de apenas uma dupla ligacdo na cadeia, o acido gordo é denominado

monoinsaturado, no caso de duas ou mais ligacdes, denomina-se poliinsaturado.

Momenclatura shreviada Estrutura quimica

Arcidas gordos saturados

Ll /"\\./"\.,/‘\../"\../"\\./\)\
OH
o
aH
1]
0oH

z, 5
Aridos gordos
monoinsaturados

16:1n-7 \er\/vv\,)'l\
oH
18 In-2 S A R A o
oH

Acidos gordos
polinzaturados

182 /'\-./'\-./:‘\./:\v/\-./”\./'vu\
OH

18:3n-3
20050 -3
22:5n -3

22:6n-32

= oH

Figura VI.1. Estrutura molecular dos acidos gordos.

Os acidos gordos monoinsaturados sdo benéficos para a salde porque atuam no
aumento da producdo do bom colesterol, diminuindo o risco de problemas
cardiovasculares e de pressdo arterial elevada. O consumo de acidos gordos
monoinsaturados pode prevenir problemas como aterosclerose e colesterol elevado.

Dos acidos gordos monoinsaturados, o oleico, encontra-se principalmente no

azeite de oliveira.
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Os 4cidos gordos essenciais sdo os acidos gordos poliinsaturados de cadeia
longa e sdo considerados “gorduras boas”, contrariamente as gorduras trans e do
colesterol, consideradas as “gorduras mas”. Por outro lado, as “gorduras boas”
aumentam os niveis das lipoproteinas de alta densidade (HDL), ou "bom colesterol Col-
HDL", arrastando o “mau colesterol Col-LDL”, (LDL — lipoproteinas de baixa densidade),
conduzindo-o ao figado, onde é modificado e excretado (Guiné e Henriques, 2011).

Dentro da familia dos acidos gordos poliinsaturados destacam-se os acidos
gordos linoleico e a-linolénico. Estes compostos sdo os percursores dos acidos dmega
3 e 6 (n-3 e n-6) sendo considerados essenciais porque o organismo humano ndo os

consegue sintetizar e sdo obtidos por ingestdo na dieta (Guiné e Henriques, 2011).

Os acidos gordos n-3 derivam do acido linolénico, e podem-se obter através do
peixe e de algumas plantas e os n-6 do acido linoleico, que obtém-se através da
maioria dos Oleos vegetais (Tiemeier et al., 2003), nomeadamente nos dleos de
sementes de oleoginosas e, também, embora em menor quantidade nas verduras,
frutas, frutos secos e cereais.

Os acidos gordos n-9, que derivam do 4acido oleico, ndo sdo propriamente
“essenciais” visto que o corpo humano pode produzir uma pequena quantidade destes
acidos gordos essenciais (Guiné e Henriques, 2011).

Existem trés tipos principais de acidos gordos n-3: o acido alfa-linolénico (AAL), o
acido eicosapentaendico (AEP) e o acido docosahexaendico (ADH) (Holub, 2002). As
concentracoes destes acidos podem aumentar no plasma e nos tecidos, através dos
suplementos com éleo de peixe (Bagga et al., 2003).

Sem um planeamento da dieta, os vegetarianos e ovolactovegetarianos tém uma
ingestdo reduzida de n-3 e consequentemente baixos niveis de n-3 no sangue e, em
alguns casos, os vegetarianos mais idosos ndo tém praticamente n-3 nenhum. Por
conseguinte, os vegetarianos e ovolactovegetarianos devem seguir cada uma das
recomendacdes abaixo.

Os acidos docosahexaendico (ADH) e eicosapentaendico (AEP) encontram-se
guase exclusivamente em animais de vida aquatica, em geral provenientes de aguas
frias, e no peixe azul. Também existem acidos gordos n-3 em quantidades importantes

no 6leo de linhaga.
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Relativamente aos acidos gordos n-6, o acido linoleico (AL) é o principal. Com
uma boa alimentacdo, um ser humano sauddvel, conseguira converter o acido linoleico
em 4dacido gama-linolénico (AGL), sendo posteriormente convertido em a&cido
araquiddnico (AA). O 4acido eicosapentaendico sintetizado a partir do n-3 e o acido
gama-linolénico sintetizado a partir do acido n-6 sdo também posteriormente
convertidos em eicosandides. Os eicosandides desempenham um papel relevante em
muitas funcgdes corporais, tais como a funcdo vital dos o6rgdos e na atividade
intracelular (Smith, 1989; Holub, 2002).

E importante manter um equilibrio apropriado entre os dois tipos de &cidos
gordos n-3 e n-6, para aumentar a producdo de eicosandides, com propriedades
inflamatérias inferiores aos derivados do 4cido araquiddnico (Aragona et al., 2005).

Estas duas classes de acidos gordos poliinsaturados, n-3 (AAL, AEP e ADH) e n-6
(AL e AA), desempenham um papel fundamental na saldde e nutricdo humana (Hall et
al., 2007). A deficiéncia destes acidos gordos essenciais e o desequilibrio entre os n-3 e
n-6 estdo relacionados com graves problemas de salde, tais como ataques cardiacos,
cancro, resisténcia a insulina, asma, lUpus, esquizofrenia, depressao, envelhecimento
acelerado, obesidade, diabetes, artrite, hiperatividade e sindrome de défice de
atencdo, doenca de Alzheimer, entre outros (Calder e Zurier, 2001; Bagga et al., 2003;
Burtin, 2003; Logan, 2004; Brown e Mclntosh, 2005; Sinn e Bryan, 2007; Guiné e
Henriques, 2011).

Estudos sobre a evolucdo da dieta nos seres humanos sugerem que a razao n-
6/n-3 de acidos gordos essenciais era de 1. No periodo da industrializacdo esta razao
era de 1:1 a 2:1 e isto deveu-se ao consumo abundante de vegetais e de alimentos de
origem marinha que continham 4acidos gordos n-3. Apds este tempo, esta razdo
aumentou progressivamente em consequéncia da producdo de dleos refinados
provenientes de espécies oleaginosas que apresentavam um elevado teor de AL e
também devido a diminuicdo da ingestdo de frutas e verduras, resultando assim em
dietas que mostravam uma quantidade desadequada de dacidos gordos n-3 e ao
consumo de quantidades excessivas de dacidos gordos n-6, modificando o balanco
anteriormente conseguido (Simopoulos, 2002).

Outra alteracdo que surgiu nesta razdo de n-6/n-3 foi o uso intensivo de cereais

nos sistemas de producdo de gado, resultando num decréscimo na proporcdo de
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acidos gordos n-3 na carne. Com esta alteracdo, ocorreu uma diminuicdao progressiva
da concentracdo de ADH e num aumento da concentracdo de AL no leite materno
(Sanders, 2000).

E através dos 4cidos gordos poliinsaturados e saturados, e pela razdo entre os n-
6 e n-3 que tem sido avaliado o valor nutricional dos lipidos. No entanto, a razdo entre
os acidos gordos hipocolesterolémicos (h) e hipercolesterolémicos (H) (h/H), podera
ser um melhor procedimento para efetuar-se esta avaliacdo da gordura do que a razdo
entre poliinsaturados e saturados, isto porque alguns acidos gordos saturados ndo
aumentam o colesterol plasmatico, e assim considera-se também o efeito dos acidos
gordos monoinsaturados (Santos-Silva et al., 2002). De acordo com Santos-Silva et al.
(2002) os acidos gordos hipocolesterolémicos sao os acidos C18:1 cis-9, C18:2 cis-9,12,
C18:3 ¢is-9,12,15 e 4cidos gordos poliinsaturados das familias n-3 e n-6. E os acidos
gordos hipercolesterolémicos sdo os acidos C12:0, C14:0 e C16:0.

Esta proporg¢do de h/H é importante, pois os acidos gordos hipocolesterolémicos
diminuem o colesterol-LDL, e os acidos gordos hipercolesterolémicos aumentam.
Portanto, a ingestdo de acidos gordos essenciais apresenta varios efeitos benéficos
para a saude humana. Ajudam na absorcdo de nutrientes essenciais e na expulsdo de
residuos prejudiciais, devido ao papel importante que exercem nas membranas
celulares. Auxiliam o sistema cardiovascular, reprodutivo, imunoldgico e nervoso, em
particular no desenvolvimento neural e maturacdo dos sistemas sensoriais.
Desempenham papéis relevantes em varios processos bioldgicos, entre eles a divisdo
celular, cicatrizacdo de feridas e resposta imune, através da regulacdo da inflamacgdo e
estimulo do organismo a combater infecdes (Jones, 2002; Vanek e Conner, 2007).

Segundo Reitan et al. (1997) e Nelson et al. (2002a), os acidos gordos
poliinsaturados desempenham um papel importante na nutricdo de diversos animais,
nomeadamente, na sobrevivéncia e no desenvolvimento de pequenos organismos
marinhos durante as primeiras fases de crescimento, proporcionando um grande
interesse tanto biotecnoldgico, como na indUstria dos cosméticos (Servel et al., 1994).

Diversos autores tém estudado a composicdao em lipidos e acidos gordos das
macroalgas marinhas, demonstrando o seu conteiddo em &acidos gordos

poliinsaturados, os quais sdo essenciais para a nutricdo e de grande interesse.
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As macroalgas marinhas apresentam um conteudo baixo em lipidos (1-5% do seu
peso seco) no entanto, apresentam uma composicao em acidos gordos poliinsaturados
muito interessante, nomeadamente os das séries n-3 e n-6 (Burtin, 2003).

As principais aplicacdes dos acidos gordos provenientes das algas sdo como fonte
de acidos gordos essenciais na dieta humana, no enriquecimento de racdes para
peixes e para a producdo de biodiesel. E do conhecimento comum que elevados
indices de colesterol no sangue podem conduzir a doencgas coronarias, sendo a sua
reducdo associada ao menor consumo de acidos gordos saturados e aumento dos
acidos gordos poliinsaturados na alimentacdo (Cozza e Costa, 2000). Em adultos, o
aumento do consumo de acido eicosapentaendico (AEP) tem sido associado a reducdo
dos riscos de aterosclerose, cancro, trombose e pressdo arterial alta (Wen e Chen,

2003).

6.2. Metodologia

6.2.1. Quantificacdo do perfil dos Acidos Gordos por cromatografia gasosa

Para a quantificacdo dos acidos gordos foi utilizado o método de Cromatografia
Gasosa (GC).

A Cromatografia Gasosa é uma técnica de separacdo e andlise de misturas de
substancias volateis. O método baseia-se na vaporizacdo da amostra sendo introduzida
em um fluxo de um gas adequado denominado de fase mével ou gas de arraste. Este
fluxo de gas com a amostra vaporizada passa por um tubo contendo a fase
estacionaria (coluna cromatografica), onde ocorre a separacdo da mistura. A fase
estacionaria pode ser um sélido adsorvente (Cromatografia Gas-Sdlido) ou um filme de
um liquido pouco volatil, suportado sobre um sélido inerte (Cromatografia Gas-Liquido
com Coluna Empacotada) ou sobre a propria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de
Alta Resolucdo). Na cromatografia gas-liquido, os dois fatores que influenciam a
separacdo dos constituintes de uma amostra sdo a solubilidade e a volatilidade.

Quanto a solubilidade na fase estacionaria, quanto maior a solubilidade de um
constituinte na fase estaciondria, mais lentamente os compostos movem-se pela

coluna. Na volatilidade, quanto mais volatil a substancia, maior a sua tendéncia de
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permanecer vaporizada e mais rapidamente move-se pelo sistema. Por outras
palavras: a medida que a fase mdvel atravessa a coluna, os componentes da amostra
sdo continuamente repartidos entre as duas fases. Os que apresentam uma maior
afinidade com a fase mdvel movem-se de forma mais rapida através da coluna,
enquanto aqueles que apresentam uma forte atragdo para a fase estacionaria migram
mais devagar, ocorrendo a separagao.

As substancias separadas eluem da coluna dissolvidas no gas de arraste e passam
por um detetor (dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de
material eluido). O registo deste sinal em funcdo do tempo é designado por
cromatograma (ANEXO 1), em que o principio basico da quantificacdo é que a area dos

picos registada no cromatograma é proporcional a massa do composto injetado.

6.2.2. Procedimento

Primeiro é necessario efetuar-se uma extracdo dos lipidos pelo método
gravimétrico de soxhlet, sendo este um extrator que utiliza refluxo de solvente. O
método de quantificacdo dos lipidos totais é baseado em trés etapas: 12 Extracdo de
gorduras da amostra com solventes; 22 Eliminacdo do solvente por evaporacgdo; 32 A
gordura é quantificada por secagem.

O método soxhlet € um método analitico e apresenta grande eficacia para a
determinacdo de lipidos, pois € um método continuo capaz de extrair lipidos de uma

amostra seca.

6.2.2.1. Extragdo dos lipidos totais pelo método gravimétrico de soxhlet

Para a quantificacdo dos lipidos totais foi utilizado o método gravimétrico de
soxhlet (AOAC, 2000).
a) Pesar 2 g de amostra e colocar num cartucho de papel;
b) Fazer a montagem do soxhlet (Figura VI.2.), utilizando como solvente
100 mL de diclorometano:metanol (2:1, v/v) e extrair durante 4 horas;
c) Secar no evaporador rotativo (o vacuo do evaporador é libertado contra
nitrogénio para evitar a oxidacdo dos lipidos);

d) Efetuar pesagens repetidas até a obtencdo de peso constante.
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Figura VI.2. Processo de extracdo dos lipidos por soxhlet

6.2.2.2. Quantificacdo do perfil dos acidos gordos

Para realizar esta quantificacdo é necessdrio realizar uma derivatizacao
(hidrélise acida e metilacdo) para que os seus compostos sejam volateis,
sendo o procedimento realizado da seguinte forma, de acordo com a

metodologia proposta por Knapp (1979).

a) Amostra (4-10 mg) da extracdo dos lipidos;

b) Secar usando uma corrente de N»;

c) Deixar arrefecer a temperatura ambiente e adicionar o agente de
derivatizacdo (trifluoreto de boro/metanol 14%);

d) Aquecer a 60 °C durante 10 min;

e) Deixar arrefecer até a temperatura ambiente e transferir com 3 mL de
hexano para um funil de separacao;

f) Lavar duas vezes com uma solucdo saturada de NaCl (2 mL cada vez);

g) Rejeitar a camada aquosa (inferior);

h) Fazer passar a camada orgéanica por uma seringa com sulfato de sédio
(para eliminar vestigios de agua);

i) Secar no evaporador rotativo e retomar o residuo seco com 500 ulL de
diclorometano;

j) Injectar 1 puL no Cromatdgrafo de Gas (BRUKER 450-GC) (Figura VI.3.).

Lisete Sousa Paiva
62



6.2.2.3. Condi¢Ges experimentais

» Coluna: WCOT 25 m x 0.25 mm id, a fase estacionaria CP-WAX58 (FFAP)
com um comprimento de 25 m x 0.25 mm e uma espessura de filme da
fase estacionaria de 0.20 um.

» Fluxo do gas (hélio): 1.3 mL/min.; Fluxo de ar: 300 mL/min.; Fluxo de
hidrogénio: 25 mL/min.

» Temperatura do injector: 260 °C.

» Detetor FID, com temperatura: 280 °C.

» Condicdes do forno: 150 °C (durante 2 min.) até aos 250 °C a razdo de 4

°C/min mantendo 10 min. na temperatura final. O tempo total foi de 37

min.

Sample
/ injactor
Flow controller ——I
Wasle
o e

Carriar gas Column oven

Figura VI.3. Cromatodgrafo de gas e sua estrutura.
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6.3. Resultados

Os teores de lipidos totais (%) e o perfil dos acidos gordos (em percentagem do
total de FAME) das espécies de macroalgas em estudo estdo apresentados na Tabela
VI.1. O somatodrio dos diferentes grupos de acidos gordos e os indices n-6/n-3 e h/H

estdo ilustrados na Tabela VI.2.

Tabela VI. 1. Teor em lipidos totais (% peso seco) e composi¢cdo em acidos gordos

(% do total dos FAME) das macroalgas.

Lipidos e Acidos gordos F:RME Macroalgas

( min ) Fucus spiralis O's mun.d.ea Ulva rigida

. pinnatifida

Lipidos Totais 5.23+0.3 7.53+0.7 1.02+0.09
Acidos gordos (FAME)
Laurico, C12:0 3.556 tc tc tc
Tridecanoico, C13:0 5.689 11.73+0,93 8.35+0.66 2.02+0.06
Miristico, C14:0 5.75 1.29+0,10 0.71+0.06 tc
Miristoleico, C14:1 ¢9 (n-5) 6.271 0.60+0.05 0.51+0.05 tc
Pentadecanoico, C15:0 7.207 0 0 0
Pentadecenoico, C15:1 ¢c10 (n-5) 7.811 0 0 0
Palmitico, C16:0 8.797 18.77+1.49 45.93+3.41 42.76+2.98
Palmitoleico, C16:1 c9 (n-7) 9.235 1.10+0.08 1.99+0.16 2.25+0.21
Heptadecanoico, C17:0 10.623 tc tc 0
Heptadecenoico, C17:1 c10 (n-7) 11.087 1.44+0.12 tc 0
Estedrico, C18:0 12.487 0.77+0.06 1.15+0.09 0
Oleico, C18:1 c9 (n-9) 12.737 21.04+1.67 14.19+1.13 15.99+1.31
Octadecenoico, C18:1 c11 (n-7) 12.872 tc 3.95+0.31 0
Linolelaidico, C18:2 t9,12 (n-6) 13.666 6.36£0.51 1.03+0.08 4.89+0.41
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TR Macroalgas

Lipidos e Acidos gordos (FAME)

Osmundea
min.  Fucus spiralis . e igi
ucus spirali pinnatifida Ulva rigida
Linoleico (AL), C18:2 ¢9,12 (n-6) 13.759 tc tc 1.56+0.10
Araquidico, C20:0 14.233 0.47+0.04 tc 0
-Li AN L), C18: 12 (n-
‘é) inolénico (AGL), C18:3¢6,9,12.(n- 1) g0 g 354074 0.32+0.03 17.11+1.03
Linoléni :
a-Linolénico (AAL), C18:3 ¢9,12,15 16.516 e e e
(n-3)
Eicosenoico, C20:1 c11 (n-9) 16.196 tc tc 2.7+0.24
Heneicosanoico, C21:0 17.381 0.56+0.05 tc 2.01+0.19
Eicosadienoico, C20:2 c11,14 (n-6) 17.871 0.34+0.03 0.23+0.02 tc
Behenico, C22:0 18.004 tc tc 0
Dihomo-y-linolénico (ADHGL), C20:3
18.229 14.30+1.13 4.65+0.37 t
¢8,11,14 (n-6) ¢
Erucico, C22:1 ¢c-13 (n-9) 18.577 tc tc 1.17+0.08
Ei i i 20:3¢c11,14,1 -
3')C°53t”en°'c°' C03c1L1417(n- 19437 11696093  16.35:1.29 2.1140.27
Araquiddnico (AA),C20:4 ¢5,8,11,14 5015 434003 tc 2.76+0.30
(n-6)
Tricosanoico, C23:0 21.743 0 0.64+0.05 tc
Docosadienoico, C22:2 ¢13,16 (n-6) 20.991 0.52+0.04 tc 2.01+0.21
Lignocerico, C24:0 21.526 0 0 0
Eicosapentaenoico (AEP),
23.263 1.05+0.08 0 t
C20:5¢5,8,11,14,17 (n-3) ¢
Nervédnico, C24:1 c15 (n-9) 23.579 2.92+0.23 0 tc
Docosahexaenoico (ADH), C22:6 25359  1.29+0.11 0.680.05 1.25+0.07

c4,7,10,13,16,19 (n-3)

Valores médios de n=3

TR, Tempo de retengao; FAME, ésteres metilicos dos acidos gordos; ¢, cis; t, trans; n, omega;

tc, tragos; 0, composto ndo detetado.
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Tabela VI.2. Proporc¢do dos diferentes grupos de acidos gordos (% do total dos

FAME) das macroalgas.

Macroalgas

Acidos gordos (FAME) o Osmundea o

Fucus spiralis pinnatifida Ulva rigida
Acidos gordos saturados 33.59+1.79 56.78+2.64 46.79+2.18
Acidos gordos monoinsaturados 27.10+1.44 20.64+1.09 22.11+1.17
Acidos gordos poliinsaturados 38.97+2.08 22.23+1.18 26.80+1.42
C18 (poliinsaturados) 15.71+0.84 1.35+0.07 18.67+0.99
C20 (poliinsaturados) 27.81+1.48 21.23+.13 9.30+0.49
Acidos gordos Trans 6.3610.34 1.03+0.06 4.89+0.26
n-3 14.03+0.75 17.031£0.91 3.36+0.18
n-6 24.94+1.33 5.20+0.28 26.32+1.39
n-9 23.93+1.24 14.1940.76 19.86+1.05
n-6/n-3 1.78 0.31 7.83
h/H 3.29 0.92 1.14

Valores médios de n = 3.

n, omega; h/H, hipocolesterolémicos (4cidos gordos monoinsaturados + &cidos gordos

polinsaturados) / hipercolesterolémicos (C14:0 + C16:0).

6.4. Discussdo/Conclusido

A Tabela VI.1. e VI.2. mostram o conteudo em lipidos totais, o perfil dos acidos
gordos, assim com os diferentes grupos de acidos gordos nas amostras de algas (em
percentagem do total de FAME).

Relativamente ao contelddo em lipidos totais, os valores obtidos foram de
1.0240.09 para a Ulva rigida, 5.23+0.3 para a Fucus spiralis e 7.5310.7 para a
Osmundea pinnatifida. Segundo Taboada et al. (2010), a Ulva rigida tem 0.9% de
lipidos e de acordo com Marsham et al. (2007), a Osmundea pinnatifida apresentou
um teor de lipidos de 4.3+6.38. Segundo o mesmo autor a espécie Fucus serratus

apresentou 1.8+0.3% de lipidos.
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Quanto a composicdo em acidos gordos, o acido palmitico (C16:0) foi o acido
gordo mais abundante nas algas em estudo com excecdao da Fucus spiralis em que o
acido gordo mais abundante foi o acido oleico (C18:1, n9). O total de acidos gordos
monoinsaturados (MUFAs) variaram desde o valor mais baixo de 20.64+1.09%, seguido
de 22.11+1.17 para o valor mais elevado de 27.10+1.44 % do total de FAME, para a
Osmundea pinnatifida, Ulva rigida e Fucus spiralis, respetivamente. Estes resultados de
acidos gordos monoinsaturados estdo de acordo com os obtidos por Taboada et al.
(2010) para a Ulva rigida (22.6%).

O acido oleico (C18:1, n9) foi a 4cido gordo predominante dentro deste grupo em
gue os valores foram de 14.19+1.13%, 15.99+1.31% e 21.04+1.67% do total de FAME
para a Osmundea pinnatifida, Ulva rigida e Fucus spiralis, respetivamente. O total de
acidos gordos poliinsaturados variaram desde o valor mais baixo de 22.23+1.18%,
seguido de 26.80+1.42% para o valor mais elevado de 38.97+2.08% do total de FAME
para Osmundea pinnatifida, Ulva rigida e Fucus spiralis, respetivamente.

O AEP foi encontrado apenas na Fucus spiralis (1.05+0.08%) e o ADH foi
encontrado nas trés amostras de algas em estudo, com os valores de 0.68+0.05%,
1.2540.07% e 1.29+0,11% do total de FAME para Osmundea pinnatifida, Ulva rigida e
Fucus spiralis, respetivamente. O AGL, e o eicosatriendico (C20:3, n3) estavam também
presentes em todas as espécies, sendo este ultimo o mais abundante na Fucus spiralis
e Osmundea pinnatifida. Estes resultados estdo, em geral, de acordo com os
publicados por Patarra et al. (2013). O teor de acidos gordos saturados variaram de
33.59+1.79%, seguido de 46.79+2.18% para 56.78+2.64% do total de FAME para a
Fucus spiralis, Ulva rigida e Osmundea pinnatifida, respetivamente.

A razdo da série de n-6 e n-3 variou desde 0.31 para 7.83, para a Osmundea
pinnatifida e Ulva rigida, respetivamente. A razdo de h/H variou de 0.92 para a
Osmundea pinnatifida para o valor mais elevado de 3.29 para a Fucus spiralis. Esta
relacdo é importante porque os acidos gordos hipocolesterolémicos (h) reduzem as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), também conhecido por mau colesterol e os

acidos gordos hipercolesterolémicos (H) vao aumenta-lo.

Como ja foi referido, a composicdo quimica das algas marinhas em lipidos,

apresentam valores relativamente baixos entre 1-5% (peso seco) (Burtin, 2003), sendo
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gue a Osmundea pinnatifida apresentou um valor mais elevado de lipidos (7.5% peso
seco). Valores semelhantes foram observados por varios autores (Renaud e Luong-Van,
2006; McDermid et al., 2007; Chakraborty e Santra, 2008). Estas diferencas poderdo
dever-se ao processo de extracdo dos lipidos ser diferente. Segundo vérios autores
(Honya et al., 1994; Nelson et al., 2002a, b; Ivesa et al., 2004; Renaud e Luong-Van,
2006), as variacdes na composicdo em lipidos e acidos gordos pode variar no tempo e
sdo atribuidas as diferencas nas condicdes ambientais, assim como aos fatores
genéticos.

As algas contém muitos acidos gordos essenciais, que podem aumentar a eficacia
de um suplemento dietético ou como parte de uma dieta equilibrada. (Dembitsky et
al., 2003; Lunn e Theobald, 2006).

E necessdrio haver um equilibrio entre o consumo dos diferentes tipos de acidos
gordos, sendo importante uma ingestao reduzida de acidos gordos saturados e acidos
gordos trans e um maior consumo de acidos monoinsaturados e poliinsaturados de
modo a prevenir doencas cardiovasculares, osteoatrite e diabetes (Burtin, 2003).

As macroalgas apresentam uma composicao particular de acidos gordos n-3 e n-
6, que segundo Honya et al., (1994) apresentam uma distribuicdo diferente ao longo
do crescimento das macroalgas e, por isso, a época de recolha das algas deve ser
escolhida com cuidado.

O conteudo em acidos gordos saturados mais baixo foi encontrado na alga Fucus
spiralis, e o total de acidos gordos mono e poliinsaturados foi o dobro dos saturados,
sendo portanto, esta alga uma boa fonte de acidos gordos essenciais.

Quanto ao conteudo em 4acidos gordos hipocolesterolémicos e
hipercolesterolémicos, as algas exibiram uma relacdo interessante, o que sugere que
possuem um elevado efeito benéfico para a saude, nomeadamente cardio-protetor,
mais concretamente a alga Fucus spiralis que apresentou uma razdo h/H de 3.29% do
total de FAME, o que nos indica que a porc¢do de acidos gordos hipocolesterolémicos é

superior a dos hipercolesterolémicos.
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CAPITULO VII

MINERAIS






VII. Minerais

7.1. Generalidades

Os minerais sdo elementos quimicos presentes nos alimentos ou nas substancias
biolégicas do organismo, que ndo sdo destruidos pelo calor e que tém um funcdo
plastica e reguladora do organismo. Cada um apresentando propriedades quimicas
distintas, com cargas e afinidades moleculares particulares. Fazem parte da
constituicdo praticamente de todos os alimentos, com excecdo das gorduras que
normalmente sé contém vestigios de alguns. S3o um grupo essencial dos nutrientes
indispensaveis, sendo que o organismo necessita de alguns em quantidade de cerca de
um grama por dia, ou de algumas centenas de miligramas ou menos (Ferreira, 1983).

Os minerais sdo compostos inorganicos com diferentes funcdes no organismo,
sendo considerados nutrientes essenciais porque nao sdo produzidos pelo organismo
e, por isso, devem ser obtidos por meio da alimentacdo.

Em termos de quantidade que é utilizada pelo organismo e em que existem nos
alimentos, os elementos minerais sdo separados em dois grupos, os que podemos
encontrar em quantidades elevadas, como o sddio, potassio, cloro, calcio, fésforo,
enxofre e magnésio e os que podemos encontrar em propor¢des minimas e que
constituem o grupo dos infinitamente pequenos ou oligoelementos de G. Bertrand,
como o ferro, cobre, zinco, fluor, iodo, cobalto, niquel, arsénio, boro, silicio,
manganésio, selénio, aluminio, titanio e vanadio (Ferreira, 1983).

As algas sdo ricas em minerais devido ao seu habitat marinho e a diversidade dos
minerais que absorvem, pois metabolizam através da fotossintese, todos os minerais
contidos na dgua. Os minerais importantes, tais como o calcio, acumulam-se nas algas
em niveis muito mais elevados comparados com aqueles que surgem nos produtos
alimentares. Isto é ilustrado por uma porcdo de 8 g de Ulva lactuca que fornece 260
mg de calcio, igualando aproximadamente 37% dos valores de referéncia de célcio
para um adulto do sexo masculino (Committee on Medical Aspects of Food and
Nutrition Policy, 1991; Food Safety Authority of Ireland, 1999).

Outros exemplos referem-se a alga Laminaria digitata, em que 8 g de uma

porcdo seca fornece mais calcio do que um copo de leite, e uma porgcdo de Palmaria
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palmata contém mais ferro do que 100 g de um bife do lombo de vaca (embora este
nao seja tdao bem absorvido) (McCance et al., 1993; Institut of Phytonutrition, 2004).

O iodo é um nutriente importante na regulacdao metabdlica e as algas também
fornecem uma grande quantidade de iodo, que é essencial para a funcdo tiroideia. No
entanto, o Instituto Federal Alem3do de Avaliacdo do Risco advertiu que algumas
variedades de algas apresentam quantidades de iodo excessivas, recomendando
estabelecer um limite maximo seguro para os produtos da UE que contenham algas
(Federal Office for Risk Assessment, 2004).

O sédio e o potassio estdo presentes também em niveis relativamente altos,
embora a razdo Na:K seja geralmente abaixo de 1:5 (Ruperez, 2002).

As algas castanhas acumulam muitos elementos e sdo uma boa fonte de
magnésio, cobre, ferro e iodo (Garrow et al., 1997).

Neste estudo foi quantificado o magnésio (Mg), calcio (Ca), sédio (Na), potdassio

(K) e a razdo Na/K.

Magnésio

O magnésio é um mineral essencial, necessdrio em quantidades relativamente
importantes (macromineral). A principal funcdo do magnésio é ao nivel das reacGes
enzimaticas em que participa como cofator, na formacdo de gorduras e proteinas, e na
extracdo de energia dos alimentos. Também desempenha uma funcdo reguladora de
todo o metabolismo intracelular do célcio, fosforo e sddio, assim como na contracdo
muscular (Ferreira, 1983).

O magnésio esta presente nos cereais integrais, leguminosas, legumes de folha

verde, frutos secos, café e no cacau.
Calcio

O célcio, assim como o magnésio € um macroelemento e é o mineral mais
abundante do organismo. E um importante constituinte dos ossos e dentes, atua na
coagulacdo sanguinea, na contracdao muscular e no funcionamento adequado do
sistema nervoso e imunoldgico assim como da pressao arterial. Na membrana celular
controla a sua permeabilidade e as suas propriedades eletrdénicas (Ferreira, 1983).

Encontrado em laticinios e vegetais verdes.
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Sadio

O sddio é um mineral essencial, é o principal catido do liquido extracelular,
portanto a sua principal funcdo é regular a quantidade de liquido extracelular, bem
como o volume de plasma sanguineo. O sddio também ajuda na conducdo de impulsos
nervosos e no controlo da contragcdo muscular (Ferreira, 1983).

A maior fonte de sédio da alimentacdo é o sal de cozinha (cloreto de sédio), que
tem cerca de 40% de sddio. Outras fontes deste mineral sdo os alimentos processados,

como os enlatados, pré-cozinhados, secos e salgados e charcutaria.
Potdssio

O potassio melhora a elasticidade dos vasos e, assim, ajuda no controlo da
pressdo arterial, assegura o bom funcionamento dos batimentos cardiacos, facilita a
dilatacdo dos vasos e ainda melhora a sensibilidade a insulina (Ferreira, 1983).

As principais fontes alimentares deste mineral sdo as frutas e legumes em geral,
como a banana, abacate, laranjas, cerejas, damascos, pepino, tomate, batatas,

beterraba e couve-flor. Também sdo encontrados nos peixes e carnes.

A fracdo mineral de algumas algas pode chegar até 36% da matéria seca. Muitos
destes minerais essenciais acumulam-se nas algas a niveis muito mais elevados do que

em outras plantas terrestres (MacArtain et al., 2007).

7.2. Metodologia

7.2.1. Quantificagdo dos minerais

Existem alguns métodos quimicos para a quantificacdo de minerais,
nomeadamente através de absorcdo ou de emissdo atémica e de cromatografia idnica.
O HPLC (High Performance Liquid Chromatography) é uma técnica de
cromatografia, isto €, um método fisico de separacdo no qual os constituintes de uma
amostra sdo separados e distribuidos entre duas fases, uma estaciondria que

geralmente ocupa uma grande area e é sdlida ou liquida e uma fase movel constituida
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por um fluido insoltvel que percola através da primeira. E um processo bastante
eficiente e rapido.

A eluicdo da coluna pode ser com um unico solvente ou com uma mistura de
solventes. Se durante o processo de eluicdo a composicdao do eluente se mantém
constante, estamos na presenca de um processo de eluicdo isocratica. Se a composicdo
do eluente for alterando ao longo do tempo de eluicdo, estamos na presenca de um
processo de gradiente de eluentes. Para a realizacdo deste processo de gradiente,
recorre-se a um sistema de programac¢ao de gradiente que permite uma variagao
continua da composicdo do eluente.

A introducdo da amostra na fase moével no topo da coluna é uma operacdo
delicada devida a alta pressdo a que o sistema funciona, recorrendo-se a uma valvula
de injecdo. Apds a separacdo na coluna, os varios componentes da amostra vao passar
por um detetor, com um tempo de retencdo que lhes é caracteristico, ja que depende
do seu modo de interacdo com a fase estaciondria. Neste caso foi utilizado um detetor
de condutividade que possui um campo elétrico entre dois elétrodos, em que os
anides migram para o anodo e catides para o catodo, causando uma resisténcia
elétrica no sistema que posteriormente é registada (ANEXO 2) e quantificada.

Para a realizacdo desta separacdao e quantificacdo dos minerais, o processo
cromatografico utlizado foi o de permuta idnica, que consiste numa troca
estequiométrica de um ido por outro, respeitando uma relacdo de equilibrio. As
reacOes de permuta idnica ocorrem nas denominadas resinas de permuta idnica. A
resina catidnica permite a permuta de catides, enquanto a resina anidnica permite a

permuta de anides.

7.2.2. Procedimento

a) Pesar 25 mg de amostra e adicionar 1 mL de agua desionizada;

b) Colocar a -80 °C durante a noite;

c) Descongelar a amostra a temperatura ambiente e homogeneizar com o
“potter” a 2600 rpm durante 10 min.;

d) Centrifugar a 3000 rpm durante 10 min.;

e) Retirar 100 pL de sobrenadante e adicionar 900 pL de dgua desionizada;

f) Injetar 20 uL no HPLC.
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7.2.2.1. CondicOes experimentais

» HPLC da Alltech Associates (Deerfield, IL, USA) com uma bomba de alta
pressdo, modelo 426.

» Detetor de condutividade da Alltech modelo 650.

» Fase Estacionaria: Coluna de permuta idnica Universal (100 x 4.6 mm
i.d., 7um tamanho das particulas).

> Fase mével: Acido Metanosulfénico 3mM.

» Fluxo: 0.8 mL/min.

Padrdes para a realizacdo das curvas de calibracdo: formulas catidnicas de Li 0.2

ppm; Na 1.3 ppm; NH4 5 ppm; K 2.5 ppm; Mg 2.0 ppm; Ca 2.0 ppm. As equacdes
foram obtidas através de uma regressao linear de forma a quantificar o contetddo

em minerais.
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7.3. Resultados

Os teores em minerais das espécies de macroalgas em estudo estdo
apresentados na Tabela VII.1., que mostra também a comparacdo entre esses teores e

o de alguns alimentos.

Tabela VII.1. Conteido em minerais (mg/100g de peso seco) das maroalgas

comparado com o de alguns alimentos.

Na K Mg Ca Na/K
Fucus 1429+4.20  975.9+3.5 163.20.7 118.1+0.4 1.46
spiralis
Osmundea 2669.249.3  1464.2+4.5 418.612.1 411.5+2.7 1.82
pinnatifida
Ulva 576.08+2.34 817.46+3.81 1775.13+4.74 324.93+1.94 0.70
rigida
Arroz 28.0 1160.0 520.0 110.0 0.024
integral*
Leite 55.0 140.0 11.0 115.0 0.39
integral*
Queijo 670.0 77.0 25.0 720.0 8.70
Cheddar*
Bife de 49.0 260.0 16.0 9.0 0.19
lombo*
Bananas* 1.0 400.0 340.0 6.0 0.003
Amendoins* 2.0 670.0 210.0 60.0 0.003

(*) Valores de alimentos de acordo com McCance et al. (1993) em mg/100g peso seco.

7.4. Discussdo/Conclusdo

A tabela VII.1. mostra as diferencas significativas na quantidade de Na, K, Mg e
Ca. Os resultados obtidos sdo muito semelhantes aos ja publicados (MacArtain et al.,
2007; Matanjun et al., 2009). A alga Fucus spiralis contém 12.6 vezes mais potdassio do
gue o queijo cheddar; 7 vezes mais do que o leite integral e praticamente a mesma

guantidade do que o arroz integral; 14.8 vezes mais magnésio do que o leite integral, e
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19.7 vezes mais cdlcio do que as bananas e contendo praticamente a mesma
guantidade de calcio do que o leite e arroz integral. A Osmundea pinnatifida contém
19 vezes mais potdssio do que o queijo cheddar e praticamente o mesmo que o arroz
integral; 38 vezes mais magnésio do que o leite integral e praticamente o mesmo que
as bananas; 3.5 vezes mais calcio do que o leite integral e 3.7 vezes mais do que o
arroz integral. A Ulva rigida contém 10.6 vezes mais potdssio do que o queijo cheddar;
5 vezes mais magnésio do que as bananas; 2.8 vezes mais calcio do que o leite integral
e 3 vezes mais do que o arroz integral.

Segundo estudos realizados por Taboada et al. (2010) a macroalga Ulva rigida
apresentou valores mais elevados de calcio (524.5 mg/100g), magnésio (2094.1
mg/100g), sddio (1595 mg/100g) e potassio (1561 mg/100g) (valores por 100 g de peso
seco), comparativamente com os resultados obtidos neste estudo. Contudo em termos
de razdo Na/K esta alga apresenta um valor mais baixo do que o referenciado por
Taboada et al. (2010), verificando-se assim que a alga em estudo apresenta maiores
beneficios em termos de saude humana.

A razdo Na/K foi de 0.70 para a Ulva rigida, 1.46 para Fucus spiralis e 1.82 para a
Osmundea pinnatifida. Segundo Rupérez (2002) foram encontradas razdes Na/K abaixo
de 1.5, para as algas vermelhas e castanhas estudadas. Em contraste com estes
resultados, alimentos como as salsichas e azeitonas possuem razdes de Na/K de 4.89 e
45.63, respetivamente (Ortega-Calvo et al., 1993). Como é do conhecimento geral, a
ingestdo de alimentos com elevadas razdes de Na/K tém sido relacionada com a maior
incidéncia de hipertensdo. As algas marinhas podem, portanto, ajudar a equilibrar as

dietas ricas em sédio/potassio.

Do ponto de vista nutricional, as principais propriedades das algas que as
distinguem de outras plantas superiores, sdo o seu elevado contelddo em fibras e em
minerais, nomeadamente o elevado teor de magnésio que é de interesse nutricional
especifico devido ao seu metabolismo ou propriedades funcionais (Mabeau e
Fleurence 1993).

Com os resultados desta investigacdo podemos verificar que as algas em estudo
apresentam um elevado conteldo em minerais, nomeadamente magnésio, célcio e

potdssio e uma boa razdo entre Na/K. O magnésio é o constituinte de muitas
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coenzimas e é essencial para o funcionamento normal dos nervos e musculos. O calcio
€ um importante constituinte dos ossos e dentes e atua na coagulagdo sanguinea, na
contracdo muscular e no funcionamento dos nervos. O potassio melhora a elasticidade
dos vasos ajudando no controle da pressao arterial.

A alga Ulva rigida apresenta uma excelente razio Na/K (0.70), sendo
considerada, portanto, uma alga que apresenta beneficios para a saude,
nomeadamente, para quem sofre de hipertensao, pois o potassio age com o sédio no
equilibrio dos liquidos do organismo e influencia a contracdo muscular e atividade dos
nervos.

O conteudo em minerais nas algas marinhas é elevado comparativamente aos
valores apresentados para os vegetais terrestres mais comuns (Ortega-Calvo et al,,
1993). De acordo com Mabeau e Fleurence (1993) as macroalgas tém a capacidade de

acumular minerais de acordo com as condi¢cGes ambientais em que estdo inseridas.
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VIII. VITAMINAS

8.1. Generalidades

As vitaminas sdo moléculas organicas, indispensdveis para o crescimento e
manutencdo da saude, existentes em pequenas quantidades nos alimentos e
desempenham diversas funcbes no organismo. Possuem funcdes metabdlicas
reguladoras, sendo que a mais relevante é a de servirem como cofatores em reacdes
enzimaticas, ativando numerosas enzimas importantes para o metabolismo dos seres
vivos. Atuam em quantidades minimas e distinguem-se das demais substancias
organicas porque ndo sdo fontes de energia e ndo desempenham funcdo estrutural
(Ferreira, 1983).

A maioria dos organismos animais sdo incapazes de sintetizar (em quantidade
suficiente) as vitaminas por via anabdlica, razdo pela qual é necessario inclui-las nas
dietas. De uma forma geral, as vitaminas sdo necessdrias em microquantidades e em
funcdo da idade, sexo, estado fisiolégico e atividade fisica do individuo. Estas
necessidades nutricionais aumentam durante os periodos de crescimento, gestacdo e
lactacdo, e na ocorréncia de determinadas doencas, especialmente, as infecciosas.
(Lehninger et al., 1995; Murray et al., 1998).

Nos dias de hoje, com o aumento do consumo de alimentos industrializados,
assim como da sua grande diversidade e tendo em conta a baixa estabilidade das
vitaminas, a preocupacdo em adicionar esses nutrientes aos alimentos como forma de
recuperar as perdas que ocorrem durante o processamento tem vindo a aumentar. A
adicdo de vitaminas, assim como de todos os elementos a ser ingeridos, requer muita
atencdo, ja que quando ingeridas em niveis superiores ao requerido pelo organismo,
podem apresentar toxicidade, particularmente no caso das vitaminas lipossoltveis.

As vitaminas lipossoluveis, nomeadamente a A, D e E, tém vindo a merecer
destaque aquando do desenvolvimento de produtos enriquecidos com vitaminas, com
o intuito de assegurar particularmente ao publico infantil a suplementacdo destes
micronutrientes essenciais ao crescimento, desenvolvimento e outras funcdes

biolégicas (Lehninger et al., 1995; Paixdo, 1998).
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As vitaminas sdo classificadas em lipossoluveis e hidrossoltveis de acordo com as
suas propriedades fisioldgicas e fisico-quimicas.

As vitaminas lipossollveis sdo as que sdo sollUveis em gorduras, como a vitamina
A (retinol), D (calciferol), E (tocoferol) e K (filoquinona).

As lipossoluveis possuem uma estrutura quimica semelhante a alguns lipidos
(esteroides) e sdo armazenadas pelo organismo com relativa facilidade. Este processo
torna-se energeticamente dispendioso uma vez que exige a sintese de gorduras de
reserva. Para a sua eliminacdo, o processo é também mais complexo e envolve um
processo de mobilizacdo hepatica (Ferreira, 1983).

As vitaminas hidrossollveis sdo as solUveis em agua, como a B; (tiamina), B,
(riboflavina), B (piridoxina), By, (cianocobalamina), acido félico, niacina (nicotinamida,
antigamente vitamina PP) e 4cido pantoténico, vitamina C (acido ascorbico) e a biotina
(antigamente vitamina H).

As hidrossoltuveis sdo facilmente eliminadas pelo organismo (a estabilidade
guimica é menor que as lipossoluveis) através do complexo renal, dai que situacdes de
excesso sejam pouco frequentes. As vitaminas hidrossoluveis sdo facilmente inativadas
pela luz e temperatura, outras sdo oxidadas quando misturadas na dgua. Quase todas

as vitaminas deste tipo sdo enzimas ou co-enzimas essenciais (Ferreira, 1983).

Conforme ja referido, como as vitaminas ndo sao na sua maioria produzidas pelo
organismo humano, devem ser adquiridas através da ingestdo de alimentos (frutas,
verduras, legumes, carnes). As macroalgas marinhas sdo uma boa fonte de vitaminas,
nomeadamente de vitamina E.

Neste trabalho apenas foi determinado o teor de vitaminas lipossoltveis.

Vitaminas Lipossoltveis

Vitamina A (Retinol

Todas as formas da vitamina A tém o anel beta-ionona a qual estd ligada a cadeia
isoprendide, chamada grupo retinilo.

A vitamina A é a vitamina da visdo e um fator regulador do crescimento. Designa
o termo genérico para o grupo de compostos onde se incluem o retinol, retinal alguns

ésteres (palmitato e estearato de retinilo) e o acido retindico. Normalmente estd na
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natureza, particularmente nos tecidos vegetais, sob a forma de palmitato de retinilo e
hidrolisada no intestino em retinol (Ferreira, 1983; Sommer e West, 1996).

Muitas plantas contém a forma inicial de provitamina A (B-caroteno) como por
exemplo as cenouras, citrinos, tomates e diversos legumes verdes e outros frutos
(Ferreira, 1983). O organismo animal através do figado transforma a provitamina em
vitamina A.

A falta de vitamina A provoca perturbacbes de crescimento (raquitismo), de
visdo, falta de apetite, maior susceptibilidade a infecdes nos tecidos e podera provocar
formacdo de calculos renais (Furr et al., 1992).

Nos primeiros anos de vida é a vitamina que desempenha o papel mais
importante e na idade adulta, sobretudo nas popula¢gGes que vivem no campo em que
a alimentacdo é constituida em grande parte por vegetais, o caroteno é o que tem

maior influéncia (Ferreira, 1983).

Vitamina D

As mais importantes sdo a vitamina D, (ergocalciferol) e D3 (ou colecalciferol).
S3do as vitaminas de crescimento e muito importantes no metabolismo do calcio.
(Jones et al., 1992). A vitamina D esta relacionada com a fixacdo a nivel intestinal de
calcio e de fésforo, sob a forma de fosfato, pois na presenca desta vitamina ocorre a
estimulacdo da formacdo da proteina responsavel pelo processo de assimilacdo destes
minerais. Contudo, a vitamina D ndo substitui o calcio e o fdésforo, mas a sua
assimilacdo ndo pode ser realizada na falta de vitamina D (Jones et al.,, 1992). A
vitamina D pode aumentar a forca muscular, diminuir o riso da diabetes tipol,
melhorar o equilibrio e ajudar a emagrecer.

As fontes naturais destas vitaminas sdo o d6leo de figado de bacalhau e algumas
sementes oleaginosas. A falta de vitamina D causa raquitismo e prejudica a
mobilizacdo do cdlcio ésseo. Um estudo revela que as mulheres, assim como os
homens negros e os idosos precisam de uma maior exposicao ao sol para evitar
problemas relacionados com a falta de calcio, como a osteoporose. No entanto, niveis

elevados podem causar excessiva calcificacdo éssea (destabilizacdo do equilibrio e teor
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de calcémia) e calcificacdo de tecidos moles (figado, rins, pulmdes, articulacdes)
(Masuchi et al., 2008).
Sob o ponto de vista bioldgico e de nutricdo, a verdadeira vitamina D é a D3 e sob

o ponto de vista terapéutico, a vitamina D mais utilizada é a D, (Ferreira, 1983).

Vitamina E (a-tocoferol

Existem formas naturais e sintéticas da vitamina E. Os nutricionistas e técnicos
de saude recomendam somente a vitamina E natural (d-alfa-tocoferol) ou uma mistura
de tocoferdis naturais. A vitamina E é o antioxidante mais importante na célula e
estando localizada na porcdo lipidica das membranas celulares, ela protege os
fosfolipidios insaturados da membrana da degeneracdao oxidativa dos EROs (espécies
reativas de oxigénio).

Embora incorrectamente o termo genérico da vitamina E, seja utilizado para
designar oito diferentes compostos, designados de: a-, B-, y- e 6- (alfa, beta, gama e
delta) tocoferois e tocotrienois (Chun et al., 2006; Sen et al. 2006).

Atua como antioxidante, evitando a oxidacdo das gorduras e a formacdo de
radicais livres, responsaveis pelas lesGes nas paredes celulares e sinergeticamente
aumenta a acdo de outros antioxidantes, como por exemplo a vitamina C e A (Masuchi
et al.,, 2008). Os antioxidantes sdao substancias que destroem os radicais livres
(substancias nocivas ao organismo). Acredita-se que os radicais livres contribuem para
a aceleracdo do envelhecimento, bem como para o desenvolvimento de uma série de
problemas de saude.

Os oleos vegetais como os de girassol, de milho, de soja ou de oliveira sdo ricos
em vitamina E, assim como os frutos secos, o kiwi e os derivados de trigo, em menor
guantidade do que os éleos vegetais (Masuchi et al., 2008).

O composto natural mais abundante neste grupo é o y-tocoferol mas o que
apresenta maior atividade antioxidante é o a-tocoferol (Lang et al., 1992). Funciona
normalmente associada a um mineral - o selénio - elemento fundamental na a¢do da
glutationa peroxidase, uma enzima envolvida nos processos metabdlicos de anti-
oxidacdo. A deficiéncia em vitamina E pode causar lesGes musculares, degeneracdo

dos embrides e esterilidade.
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Este grupo tem sido frequentemente associado a prevencao de doencas
neurodegenerativas, aterosclerose, inflamacdo crdnica, cancro e envelhecimento

precoce (Traber, 2001).

Vitamina K

A principal funcdo é a coagulacdo sanguinea pela estimulacdo da sintese das
proteinas envolvidas (transformacdo da protrombina em trombina pela libertacdo de
dois residuos de glutamato terminais da cadeia péptidica), previne a osteoporose e
ativa a osteocalcina (importante proteina dos ossos). A deficiéncia causa hemorragias
e anemia (Ferreira, 1983; Lambert e De Leenheer, 1992). Um estudo realizado na
Alemanha em homens com cancro da prostata mostrou uma relagdo inversa
significante entre o consumo de vitamina K, e o avanco da doenca.

Esta vitamina pode apresentar-se de 3 formas diferentes: K; (Filoquinona); K,
(Menaqguinona) e K3 (Menadinona).

Foi observado que a vitamina K; é sintetizada nas folhas verdes (luzerna,
espinafres, espargos, brdcolos, couves, ervilhas e certos dleos vegetais, entre outros),
isto é, nos 6rgaos clorofilinos e que a sua sintese esta dependente da luz solar
(Ferreira, 1983; Booth e Rajabi, 2008).

A caréncia de Vitamina K é rara e estda normalmente associada a uma ma
absorcdo lipidica ou destruicdo da flora intestinal, o que provoca hemorragias,
deficiéncia no processo de coagulacdo e formacdo de placas nas artérias (Ferreira,
1983).

O organismo humano pode “sintetizar”, em pequenas quantidades, algumas
destas vitaminas, utilizando substancias que ingere pelos alimentos. No entanto,
outras podem ser obtidas a partir da forma de percursores quimicos que sao

posteriormente sintetizados na sua forma final.
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8.2. Metodologia

8.2.1. Extracao e Quantificacdo das Vitaminas Lipossollveis

Para a determinacdo das vitaminas sdo utilizados varias técnicas muito
diferentes. Muitos destes métodos sdo por vezes demorados e podem apresentar
varias limitacGes como por exemplo, o numero de compostos interferentes
encontrados na matriz da amostra. As técnicas de HPLC podem oferecer vantagens a
nivel de especificidade e rapidez quando utilizados os procedimentos adequados
(Blanco et al., 1994a).

Entre as metodologias de identificacdo e quantificacdo, as de maior eficiéncia
envolvem a separacdo analitica por HPLC através da fase normal ou reversa, as quais
acoplam-se detectores de UV e/ou de fluorescéncia (Ruperez et al., 2001), cuja
identificacdo e quantificagdo sdo asseguradas por fator de capacidade (k) e/ou
resolucdo (Rs) e uma metodologia de integracdo dos sinais (ANEXO 3).

A separacdo dos tocoferdis por HPLC tem a vantagem de ser uma técnica rapida,
simples, sensivel, seletiva e mais forte do que GC (Kamal-Eldin e Andersson, 1997).
Estas separacGes por HPLC de tocoferdis podem ser realizadas em ambas as colunas
normais ou de fase reversa (Ruperez et al., 2001).

O HPLC é um procedimento que tem uma precisdo muito elevada e é
selecionado como um método de rotina.

Para a quantificacdo das vitaminas lipossoltuveis foi usada a cromatografia de
fase reversa. Esta cromatografia baseia-se no principio das intera¢des hidrofdbicas ou
forcas de Van der Waals que resultam das forcas de afinidade entre as estruturas
moleculares das vitaminas e a cadeia Ci3 da fase estacionaria, portanto, numa fase
estacionaria apolar (Kazakevich e Lobrutto, 2007).

Durante a fase pré-cromatografica é necessario ter em atencdo a alguns fatores
gue podem comprometer as etapas de identificacdo e quantificacdo das vitaminas,
nomeadamente, podem ocorrer perdas de a-tocoferol como resultado da oxidacdo,
principalmente devido ao contacto com o ar ou luz durante o procedimento de
extracdo (Sanchez-Machado et al., 2002).

Para se efetuar a determinacdo do conteddo em vitaminas é necessario

proceder-se a uma saponificacdo das amostras, com o objetivo de separar as vitaminas
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de constituintes a elas interligadas. Este processo de saponificacdo envolve uma
ruptura das ligacOes ésteres na matriz lipoprotéica, com libertacdo dos acidos gordos
na forma de sais, glicerol, fosfolipideos e outras moléculas encontradas no alimento.
Entre as fracBes insaponificaveis encontram-se os esterdides, carotendides, colesterol
(Voet e Voet, 1995) e vitaminas lipossoluveis libertadas em proporgdes varidveis,
dependendo das condicdes de saponificacdo e extracdo. As vitaminas podem também
ser destruidas por exposicdo continua a algumas condicdes de saponificacdo (Blanco et
al., 1994b; Paixdao e Campos, 2003) ou pela presenca de impurezas nos solventes
utilizados na extracdo (Turner et al., 2001).

Outro dado importante no procedimento de extracdo é a necessidade de adicao
de antioxidantes aos extractos, pois as vitaminas sdao mais sensiveis as condicOes
acidas do que as alcalinas e o uso de antioxidantes, como o caso do acido ascérbico,

nesses extratos € uma forma de proteger as vitaminas.

8.2.2. Procedimento

Usou-se a metodologia proposta por Sanchez-Machado et al. (2002) com

algumas modificacdes:

a) Pesar 500 mg de amostra para um tubo e adicionar 50 mg de acido
ascorbico;

b) Adicionar 5 mL de solucdo de hidréxido de potdssio (KOH) 0,5 M em
metanol (MeOH);

¢) Aquecer a 80 °C durante 30 min. (agitar no vértex de 5 em 5 min.)

d) Arrefecer em gelo;

e) Adicionar 1 mL de 4dgua desionizada e 6 mL de hexano;

f) Agitar rapidamente durante 1 min.;

g) Centrifugar a 2500 rpm durante 8 min.;

h) Retirar 2 mL de sobrenadante e secar sob azoto;

i) Redissolver o residuo seco em 500 mL de uma mistura A:B (90:10),
sendo A — metanol:acetonitrilo (75:25) e B - Agua desionizada;

j) Injetar 50 uL no HPLC.
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Foram injetadas amostras padrao de cada vitamina: A, E (a-Toc, 6-Toc, y-Toc),
D,, D3, K; e K3. As equacOes da recta foram obtidas através de uma regressao

linear de forma a quantificar o conteido em vitaminas.

8.2.2.1. Condig¢Oes experimentais

» HPLC da Water modelo 626
» Fase estacionaria: coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm) 5 um
» Fases moveis: A— MeOH: H20 (90:10)
B — Acetonitrilo (ACN)
» Temperatura da coluna: 40 °C
» Detector: UV (A=280 nm)
» Sensibilidade: 0.05 AUFS
» Fluxo: 0.60 mL/min

» Gradiente:
Tempo (minutos) | Fase A (%) | Fase B (%)
0 90 10
3 90 10
12 20 80
17 1 99

Refira-se, que, com este procedimento n3ao se conseguiu separar e
qguantificar a vitamina A, visto que o tempo de retencdo era muito
proximo do da vitamina Ks;. Deste modo, alterou-se algumas das

condicOes de analise, nomeadamente, a fase modvel e o gradiente.

» Fase movel: A - MeOH:H20 (1:1)

B - ACN
» Gradiente:
Tempo (minutos) | Fase A (%) | Fase B (%)
0 99 1
4 80 20
5 80 20
10 1 99
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8.3. Resultados

Os teores de vitaminas lipossollveis das espécies de macroalgas em estudo estao
apresentados na Tabela VIII.1., que mostra também a comparacdo entre esses teores e

o de alguns alimentos.

Tabela VIII.1. Contelido em vitaminas lipossoltveis (mg/100g de peso seco) das

macroalgas comparado com o de alguns alimentos.

A D, Ds a-Toc 6-Toc y-Toc K1 Ks
Fucus 1.41+0.01  0.21+0.02  0.83:0.02  51.14+0.27 tc tc tc tc
spiralis
Osmundea | 0.0, tc nd 4.8620.02 tc 14.19£0.10  0.92+0.02  1.64%0.01
pinnatifida
Ulva 1.4840.04 tc 0.08:0.01  0.13:+0.02  3.73:0.25 tc tc 0.70£0.02
rigida
Aveia 1.49 (a)
Azeite 8-14 (b)
Oleo de
figado de 28 (b) 0.23 (b) 8-14 (b)
bacalhau
Ovos 0.03 (b)
Espinafres 0.3-0.8 (b)

(a) Referido por Roeck et al., 1991
(b) Referido por Panfilli et al., 2003

Legenda: Toc- tocoferol; tc- trace; nd- ndo detetado

8.4. Discussdo/Conclusdo

A tabela VIII.1. mostra o conteddo em vitaminas lipossoluveis nas amostras algais
em estudo, que revela um teor de vitamina A de 1.41, 1.20 e 1.48 mg/100 g (peso
seco) para a Fucus spiralis, Osmundea pinnatifida e Ulva rigida, respetivamente. As
trés espécies de macroalgas apresentam valores moderados de vitamina A.

Relativamente ao teor de vitamina E, a Fucus spiralis é a alga que apresenta um valor
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mais elevado de 51.14 mg/100 g (peso seco), seguido de 4.86 mg/100 g para a
Osmundea pinnatifida e o valor mais baixo de 0.13 mg/100 g para a Ulva rigida,
contrariamente ao relatado por Ito e Hori (1989) que indicam que as algas castanhas,
como a Fucus spiralis, apresentam valores baixos de vitamina E.

A vitamina E desempenha um papel importante na saude pois ajuda a inibir a
oxidacdo do LDL e a formacdo de prostaglandinas e tromboxano. A alga Fucus spiralis
apresenta o maior teor de a-tocoferol que é 34 vezes maior do que na aveia
(1.49mg/100g) e 4 vezes mais elevado do que o azeite e dleo de figado de bacalhau
(12mg/100g) (Roeck-Holtzhauer et al., 1991; Panfili et al., 2003). Segundo Sanchez-
Machado et al. (2002) as algas castanhas (Heterokontophyta, Phaeophyceae) contém
mais a-tocoferol do que as vermelhas (Rhodophyta), resultados estes que estdo de
acordo com este estudo.

A Ulva rigida é a Unica alga do estudo que apresenta valores de &6-Toc (3.73
mg/100g) e a Osmundea pinnatifida é a Unica que apresenta valores de y-Toc (14.19
mg/100g), sendo que esta alga foi também a que apresentou valores de vitamina K;
(0.92 mg/100g) e Ks (1.64 mg/100g), tendo a Ulva rigida apresentado um valor mais
baixo (0.70 mg/100g).

Segundo Taboada et al. (2010) a Ulva rigida possui 1.97 mg/100g de vitamina E,
enquanto a alga em estudo possui apenas 0.13 mg/100g, no entanto, em termos de
atividade antioxidante proporcionada pelas varias formas de vitamina E, a alga em
estudo apresenta valores mais elevados, portanto com mais efeitos benéficos para a

saude.

O habitat das algas varia de espécie para espécie, mas muitos destes organismos
estdo durante muito tempo expostos a luz solar direta no seu ambiente aquoso. Como
resultado, as algas contém muitas formas de antioxidantes, incluindo vitaminas e
pigmentos de protecao.

As algas contém tanto vitaminas lipossoliveis como hidrossolluveis, neste
trabalho, apenas foram quantificadas as vitaminas lipossoliveis. Verificou-se que a
alga Fucus spiralis € uma excelente fonte de vitamina E, ou seja, € uma excelente fonte
de antioxidante natural. Segundo pesquisas realizadas por Paiva et al. (2012) esta alga

foi a que apresentou um maior poder antioxidante relativamente as outras algas que
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foram estudadas, muito possivelmente este poder antioxidante esta relacionado com
o elevado teor de vitamina E. Este valor de vitamina E pode também representar uma
acdo benéfica para o aumento da acdo de outros antioxidantes, como por exemplo da

vitamina A e C (Masuchi et al., 2008).
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IX. Conclusoes Finais

A grande maioria da populacdo dos paises desenvolvidos estd mais consciente da
relacdo existente entre nutricdo e saude, potenciando assim o consumo de diversos
produtos funcionais na industria de alimentos, e incentivando o desenvolvimento de
alimentos funcionais com boa aceitabilidade, como é o caso das algas, que tém vindo a
despertar um interesse crescente por parte das sociedades ocidentais.

As algas sdo organismos que pertencem a uma imensa variedade de nichos
ecoldgicos e devido as diversas condicdes ambientais em que estdo inseridos, a
biossintese de metabolitos secundarios tornou-se uma estratégia de sobrevivéncia
(Cardozo et al., 2007).

Além disso, considerando a sua grande diversidade taxondmica, investigacées
relacionadas com a procura de novos compostos bioativos a partir do ambiente
marinho pode ser visto como um campo quase ilimitado de pesquisa cientifica (fide
Rasmussen e Morrissey, 2007; Plaza et al., 2008). No entanto, ao provar que estas
substancias bioativas, que ocorrem naturalmente, tém um efeito benéfico na saude,
coloca-se o dificil dilema na investigacdo nutricional quando se pretende reconhecer o
seu efeito preventivo, quando este é apenas moderado. Isto significa que os efeitos
destas substancias sobre o corpo humano podem ser muito pequenos e durante
periodos relativamente curtos. No entanto, podem contribuir significativamente para
melhorar a saude quando sdo consumidas ao longo da vida, como parte da
alimentacdo didria, para além de podermos ainda considerar o seu efeito sinergético
sobre outros componentes nutricionais (fide Biesalski et al., 2009).

Esses metabolitos sdo responsaveis pelo elevado potencial farmacolégico destes
organismos. Entre os seus diversos efeitos biolégicos incluem-se: as atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, imunomodulatdrias, antivirais e antimicrobianas
(Smit, 2004); as acOes benéficas na arterosclerose, na hipertensdo, na osteoporose, na
obesidade e no sistema nervoso (Southgate, 1990; Ebadi, 2006); a acdo depurativa e o
efeito alcalinizante, extremamente importante para combater as doencas causadas
pelo excesso de 4acido produzido pela alimentacdo comum, que é frequentemente

desequilibrada.
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Por outro lado, as algas sdo uma excelente fonte de metabolitos primarios
essenciais para a nutricdo, como proteinas de elevado valor bioldgico, dcidos gordos
essenciais, fibras dietéticas, minerais e vitaminas (Cardozo et al., 2007).

Outro aspeto também importante e que poderd ser explorado é o aroma forte
das algas que podera estar associado aos micronutrientes benéficos que contém. Os
aspetos relativos ao conteldo de nutrientes nas algas podem ser aumentados pela
pesquisa sobre os seus componentes bioativos. A combinacdo destas propriedades
benéficas pode revitalizar a consciéncia dos consumidores para a utilizacdo das algas
como forma de melhorar a saude (MacArtain et al., 2007).

As algas apresentam uma grande variabilidade no seu contelddo de nutrientes,
estando estas diferencas relacionadas com fatores genéticos e/ou com diversos
fatores ambientais, como a temperatura das daguas, salinidade, luz e nutrientes
disponiveis (Dawes, 1998). Estes parametros ambientais também variam de acordo
com a estacdo do ano, sendo que as alteragbes nas condicdes ecoldgicas podem
estimular ou inibir a biossintese de varios nutrientes (Lobban et al., 1985). Isto significa
gue, a partir de uma perspetiva biotecnoldgica, as algas podem ser consideradas como
bioreatores naturais, capazes de fornecer diferentes tipos de compostos em diferentes
guantidades, sendo este um atributo atrativo e importante para a induUstria de
alimentos funcionais (Lordan et al., 2011).

As propriedades nutricionais das algas e a sua variabilidade s3do pouco
conhecidas e normalmente sdo avaliadas a partir da sua composi¢cdo quimica (Mabeau
e Fleurence, 1993; Renaud e Luong-Van, 2006).

Neste contexto surge a presente investigacao aplicada, que teve por finalidade
comprovar, através de uma caracterizacdo quimica mais sistematica, a mais-valia
nutricional das macroalgas marinhas Fucus spiralis, Osmundea pinnatifida e Ulva
rigida, tradicionalmente consumidas como alimento por populacdes de algumas ilhas
do Arquipélago dos Acores.

Em conclusdo final, a presente informacdo nutricional sobre as referidas algas
ediveis dos Acores, pela avaliacdo detalhada da sua composicdo bioquimica, comprova
o elevado valor bioldgico deste produto regional, com consequente impacto na saude

publica se integrado como alimento regular na dieta da populacdo.
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Este trabalho representa uma grande contribuicdo para a valorizacdo dos
recursos marinhos dos Acores e também para estimular o desenvolvimento
tecnoldgico sustentavel destes recursos, uma vez que os estudos sobre a
caracterizacdo quimica das algas ediveis sdo ferramentas fundamentais para se
equacionar o seu futuro cultivo em massa como fonte de alimento.

Contudo, sdo necessarios mais estudos para avaliar outros processos que
envolvam o tratamento biotecnolégico e que melhorem a sua extrac¢do, de modo a
aumentar o valor nutricional das algas, sem alterar a estrutura molecular dos seus

constituintes biologicamente ativos.
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ANEXOS



ANEXO 1 - Perfil representativo dos acidos gordos da alga Osmundea pinnatifida,

obtido por cromatografia gasosa.
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ANEXO 2 — Cromatograma representativo dos minerais da alga Ulva rigida, obtido por

cromatografia iénica (HPLC).
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ANEXO 3 — Cromatograma representativo das vitaminas lipossoluveis da alga Fucus

spiralis, obtido por cromatografia de RP-HPLC.
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