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Resumo

SANTOS, Marco Aurélio Ziemann dos. Anélise de acidos graxos poliinsaturados
em macroalgas vermelhas da Antartica por Cromatografia Gasosa. 2013. 73f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoéOs-Graduacdo em Bioquimica e

Bioprospeccéao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A flora macroalgal da Antartida apresenta baixa riqueza de espécies em comparagao
a regides subantarticas sul-americanas. Algas do continente antartico sao
caracterizadas pela alta producdo de acidos graxos poliinsaturados de membrana,
utilizados para manter as condi¢cdes ideais destes organismos no ambiente
antartico. Atualmente, os organismos que contém compostos nutracéuticos de
interesse, tais como acidos graxos poliinsaturados, tém sido objeto de inumeros
estudos na é&rea médica, farmacéutica e bioprospeccdo. O objetivo da nossa
investigacdo € determinar as quantidades de acidos graxos poliinsaturados
presentes em algas vermelhas das espécies Pyropia endiviifolia, Palmaria decipiens,
Plocamium cartilagineum e Irideae cordata do continente antartico por cromatografia
gasosa (GC). As analises quantitativas foram realizadas utilizando um cromatografo
gasoso GC/FID e expressas em mg/g de massa seca (MS). Os principais acidos
graxos insaturados encontrados no 6leo das algas em todas as espécies foram o
acido oleico (C18:1n-9c), acido linoleico (C18:2n-6¢), acido a-linolénico (C18:3n-3),
y-linolénico (C18:3n-6) e eicosatriendico (C20:3n-6), ocorrendo também quantidades
significativas de &cido araquiddnico (C20:4n-6) onde foram encontrados valores
entre 0,02mg/g de MS para P. decipiens e 0,94mg/g de MS para P. endiviifolia. Altas
concentracdes de acido eicosapentaendico (C20:5n-3) foram encontradas em todas
as especies, sendo: 65,72% de FA total em P. endiviifolia; 78,91% de FA total em P.
decipiens; 52,78% da FA total em |. cordata e 21,04% do total de FA para P.
cartilagineum. Em conclusdo as algas vermelhas investigadas possuem grande
potencial na producdo de acidos graxos poliinsaturados com teores significativos de

6mega-3 e 6mega-6.

Palavra chave: Poliinsaturados. Antartica. Eicosapentaendico. GC/FID. GC-MS.



Abstract

SANTOS, Marco Aurélio Ziemann dos. Analysis of polyunsaturated fatty acids in
red macroalgae from Antarctica by Gas Chromatography. 2013. 73f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccéo.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The Antarctic macroalgal flora is characterized by low species richness in
comparison with South American subantarctic regions. Algae of the Antarctic
continent are characterized for producing high concentrations of polyunsaturated
fatty acids to maintain optimal conditions membrane. Currently, organisms that
contain nutraceutical compounds of interest, such as polyunsaturated fatty acids,
have been the subject of numerous studies in the medical, pharmaceutical and bio-
prospecting. The objective of our investigation is to determine the quantities of
omegas present in algae red the species Pyropia endiviifolia, Palmaria decipiens,
Plocamium cartilagineum and Irideae cordata of the continent Antarctic by gas
chromatography (CG). The quantitative GC analyses have been a gas
chromatograph GC/FID. The major unsaturated acids in the seed oils of all species
were oleic acid (C18:1n-9c), linoleic acid (C18:2n-6¢), a-linolenic acid (C18:3n-3), y-
linolenic acid (C18:3n-6) and eicosatrienoic acid (C20:3n-6), occur also significant
amounts of arachidonic acid (C20:4n-6) in algae oils of all the examined species
were found getting between 0,02mg/g DM to P. decipiens and 0,94mg/g DM for P.
endiviifolia. High concentrations were found to eicosapentaenoic acid (C20:5n-3) in
all species, being concentrations found: 65,72% of total FA in P. endiviifolia; 78,91%
of total FA in P. decipiens; 52,78% of total FA in |. cordata and 21,04% of total FA for
P. cartilagineum. In conclusion red algae investigated have potential of producing

polyunsaturated fatty acid significant amounts of omega-3 and omega-6.

Keywords: Polyunsaturated. Antarctica. Eicosapentaenoic. GC/FID. GC-MS.



Figura 1
Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13
Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17
Figura 18

Figura 19

Lista de Figuras

CoNtiNENtE ANTAITICO.......uuurriiiiiiiiiiiiieee e
Localizacdo da Estacdo de Pesquisa Antartica Brasileira e outras
estacOes de pesquisa internacionais na llha Rei George...............
Macroalga Iridaea cordata ..........cccceeveieeeieeiieeiieiieeee
Macroalga Palmaria decCipiens.............occcoiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeee
Macroalga Plocamium cartilagineum.............ccccccoeoeiiiiiiiiiiiiiiininne,
Macroalga Pyropia endiviifolium.............cccoovviiiiiiiiiii e,
Estrutura do &cido 6,9,12,15-octadecatetraendico.........................
Biossintese de acidos graxos poliinsaturados das familias 6megas
3 €6 €M VEJELAIS......ceveieiiiiiiiie i e e e e e e e e ee e e et e e e e e e e aeeaaaee
Cascata do acido araquidbnico (ARA) e formacao de eicosanoides
DIOALIVOS. ... e
Cromatograma do padrdao FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich)................
Curva de calibracdo do acido all -cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaeniiCo (C20:5N-3).......uuuuiiiiiiiiiiie e
Cromatograma da coeluicdo dos &cidos oleico e elaidico no
padréo FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich).........ccccoiiiiiiiiiieeeee
Cromatograma dos acidos oleico e elaidico em Iridaea cordata......
Curva de calibracdo em coluna capilar RTX WAX para os padrées
de &cido graxo oleico € elaidiCo..........uueeeeeiiiiiiiiiiie e
Cromatograma dos padrdes de acidos oleico e elaidico na
concentracao de 1,25Mg/ML......uuueiiiiiiiiiiieiee
Teor total de lipideos em macroalgas vermelhas da

Y ] 7= 11 o= TS
Cromatograma da espécie Palmaria decipiens................cccccevvvvennnns
Espectro de massas do acido all, cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoiCo (C20:5N-3).......uuuuiiiiiiiiiiiiieeeee e
Média dos percentuais de acidos graxos poliinsaturados em algas

Vo140 0 12) | T TR

18

19

24

25

26

27

29

30

31
37

38

39
39

40

40

42
43

44



Lista de tabelas

Tabelal Composicao (%) de acidos graxos em algas da Antartica



PUFA
EPA
DHA
ARA
GC/FID
GC-MS
EACF
pH

w-3
w-6

MS

FA
FAS
m/z
LDL-c
DGAT
[M']

Lista de abreviaturas

Acido graxo poliinsaturado

Acido eicosapentaenoico (C20:5n-3)

Acido docosahexaendico (C22:6n-3)

Acido araquidénico (C20:4n-6)

Cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Estacdo Antartica Comandante Ferraz

Grandeza fisico-quimica potencial hidrogeniénico

Omega 3

Omega 6

Massa seca

Acido graxo (Fatty acid)

Acido graxo saturado (Fatty acid saturated)

Relacdo massa/carga

Lipoproteina de baixa densidade - colesterol

Enzima 1,2 - diacilglicerol aciltransferase

lon molecular



2.1
2.2

3.1
3.1.1
3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.34.1
3.34.2
3.3.4.3
3.34.4

3.4

3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.44

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

SUMARIO

INTRODUGAO. ... .ottt 14
OBJETIVOS DO TRABALHO....... e 17
ODbBJELIVO ETAL.....uuiiiiiiiiie e e e e e e 17
ODbjetivos €SPECITICOS......uuvrriiiiieie e 17
REVISAO DE LITERATURA ...t 18
AMDbIENE ANTAITICO......uuuiiiiiiiiiiiiieeeee e 18
Caracterizacdo do ambiente antartiCo................ccceeeiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 18
AlGABS.. . e a e e e e e e e e e e 20
Algas da divisdo RhOdOPNYta..........ccooviiiiiiiiiiiiiieeece e 21
Caracteristicas da divisdo Rhodophyta...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 21
Substancias do metabolismo da divisdo Rhodophyta........................... 22
Espécies de algas vermelhas na Antartica..............coeevvvvvvviiiiiieeee e, 23
Classificagdo e caracteristicas das eSPECIES.........ccoevvviirieiieeiiiiiieeeeenns 24
Macroalga Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-Vincent................... 24
Macroalga Palmaria decipiens (Reinsch) RW Ricker................ccc..ue.... 25
Macroalga Plocamium cartilagineum (Linnaeus) PS Dixon 1967.......... 26
Macroalga Pyropia endiviifolia (A. Gepp & E. Gepp) H.G. Choi & M.S.

11172 L o PP PPPPPIN 27
ACIHOS QrAX0S.....e.vevieeeeeeteeeeeieeeeee e e e e e ee e te st eene e 28
Caracteristicas de ACIdOS graxoS...........uuuuriiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeereere e 28
NOMENCIALUIGL. ...ceiiiieeeeee e eeaeaeeeas 28
Biossintese de acidos graxos poliinsaturados e ecosendides............... 29

Acidos graxos das familias 6mega-3 e dmega-6 na prevencéo de

(0 [oT=T o [o > J U PPRPUPTRUPRTRRR 32
MATERIAIS E METODOS.......cooiieiteeeeteeeeeee et 35
Y F= LT 4 F= W o] 10 1 = VO PP PPPPPPPPPR 35
Extracies de liPIdeOos..........oo i 35

Preparacao do éster metilico de &cidos graxos das macroalgas

VEIMEINAS. ... 36
Condicdes cromatograficas do GC/FID e GC-MS para analises de

FAME por cromatografia gasoSa..........ccceevviviiiiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 36
Curva de calibragdo em GC/FID.........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 38



4.6

4.7

5.1
5.2

Quantificagao dos acidos graxos em macroalgas

VEIMEINAS. ...t a e 41
ANAlISES ESTALISTICA........ci i ittt 41
RESULTADOS. ...t e e e e e e e e aeaes 42
[T o] o (=TI (o] =YL PP RUPP PRI 42
ACIHOS GraX0S.....ecveieeeeieeie ettt ettt e st ereene e 42
DISCUSSAO. ..ottt ettt 47
CONSIDERAQOES FINAIS. .o 50
REFERENCIAS.......coooiiiieieeeeteeee ettt 59
APENDICES. ...ttt sttt senena 65
APENAICE A ..ot e e e ———————————— 66

APBNAICE B 69



14

1. INTRODUCAO

As macroalgas do Filo Rhodophyta, conhecidas como algas vermelhas,
apresentam em torno de 4000 a 6000 espécies, sendo sua maioria encontrada
principalmente em ambientes bentdnicos marinhos, e em regides intertidal, podendo
algumas delas ser encontradas em aguas doces (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004;
COELHO et al., 2013).

Algumas espécies de macroalgas vermelhas apresentam uma enorme
diversidade de substéncias de interesse nutricional, farmacéutico e nutracéutico,
importantes ao metabolismo humano (POOYA et al.,, 2010; SETHOM et al., 2010;
YUAN et al., 2010; GOPINATH et al., 2011). Entre as substancias, estdo os acidos
graxos que desempenham as mais diferentes funcbes nos sistemas bioldgicos,
desde reserva energética até funcdes mais complexas como formacéo da bicamada
lipidica em membranas celulares, como mensageiros intra/extracelulares e como
cofatores enziméaticos em reacfes de transferéncias de elétrons em mitocéndrias e
cloroplastos (VANCE; VANCE, 2008; SIMOPOULOS, 2008).

Em especial, os acidos graxos sdo encontrados na natureza em organismos
vegetais e animais, variando em numero de carbonos e quantidade de insaturacdes
nas suas cadeias carbonicas. Acidos graxos polinsaturados de importancia
nutracéutica (DAS, 2012), estdo presentes nos mais diversos tipos de alimentos
como 6leos vegetais e principalmente em 6leo de peixe (RODACKI et al., 2012),
pescados e algas (KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL, 2002).

Os peixes, principalmente marinhos, apresentam grandes concentracdes de
compostos bioativos, entre eles os acidos graxos poliinsaturados das familias
Omegas 3 e dmegas 6. O declinio gradativo das populagdes mundiais de peixes tem
aumentado principalmente em paises orientais devido a pesca predatoria (YE et al.,
2012), o qual originou a procura por outros organismos marinhos que possuam boas
gualidades nutricionais ou que contenham compostos bioativos de interesse
nutracéutico (WEN; CHEN, 2003; SCOTT et al., 2010).

Entre os seres vivos que suprem algumas ou todas estas necessidades
estdo as algas, as quais vém sendo estudados ha muitos anos principalmente para
alimentacdo humana, porém, com novas descobertas de compostos bioativos do

metabolismo secundario destes organismos associado a procura por uma vida
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saudavel, o consumo e o0s estudos sobre a biossintese destas algas tem se
intensificado (ADIBA et al., 2011). Além de substancias do metabolismo secundario,
varios metabdlitos primarios das algas tem sido alvo de estudos, entre os quais
podemos citar os aminoacidos, proteinas, carboidratos e principalmente os acidos
graxos (CHEN; JIANG; CHEN, 2007; GRESSLER et al., 2010; GRESSLER et al.,
2011).

E importante destacar que as algas s&o organismos de rapido
desenvolvimento e facil manipulacdo, proporcionando pesquisas em ambientes
controlados com a finalidade de aumentar os niveis de compostos bioativos, como
os &cidos graxos poliinsaturados (BECKER; GRAEVE; BISCHOF, 2010; KUMARI et
al., 2010; GINNEKEN et al., 2011; PEREIRA et al., 2012).

Na busca por algas que produzam biocompostos de interesse esta o filo
Rhodophyta. Estas algas sdo conhecidas por possuirem um dos mais completos
sistemas metabdlicos (LOURENCO, 2006). Esta complexidade de compostos
produzidos por este filo tem levado pesquisas ao estudo mais aprofundado sobre
espécies de ambientes inGspitos como a Antartica.

O continente antartico abriga uma enorme diversidade de espécies, muitas
endémicas, de algas com caracteristicas anatdémicas e fisioldgicas particulares deste
ambiente (WIENCKE et al. 2007). Em patrticular, o filo Rhodophyta é caracterizado
em apresentar niveis altos de acidos graxos saturados (FAS), poliinsaturados
(PUFA) e compostos bioativos diferenciados utilizados para suprir suas
necessidades de sobrevivéncia a baixas temperaturas e grandes variagdes sazonais
(LORDAN; ROSS; STANTON, 2011). Muitos destes acidos graxos poliinsaturados
produzidos pelas algas séo sintetizados pelo nosso organismo, porém, outros nao
podem ser e devem estar presentes em nossa dieta, sdo denominados de acidos
graxos essenciais. Os dois acidos essenciais 0s quais necessitamos sdo o linoleico
(bmega-6) e o a-linolénico (dmega-3) (MURRAY et al., 2009).

Os 4&cidos graxos essenciais sao precursores de &cidos graxos
polinsaturados de cadeia longa como o0 eicosapentaendico (EPA),
docosahexaenoico (DHA) e o araquiddnico (ARA), responsaveis principalmente pela
formacéo de potentes reguladores de fungdes celulares, os eicosanoides (BERG et
al., 2002).

As vias normais de nosso organismo para obter acidos graxos

poliinsaturados como o EPA e DHA podem ocorrer de duas maneiras, pelo consumo
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direto a partir de alimentos ou pela conversao a partir do acido graxo a-linoleico,
porém, esta conversao ocorre em baixas concentracdes, estando em média entre
0,2% a 8% para EPA e entre 0% a 4% para DHA (MOZAFFARIAN; WU, 2011).

A dieta de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, principalmente
os da familia dGmega-3 tem se mostrado como um grande aliado ao combate de
doencas cardiovasculares seja auxiliando na hemodindmica ou mantendo os niveis
normais de triglicerideos no organismo (SKULAS-RAY et al., 2012).

Inversamente, o déficit de dmega-3 na alimentacdo é apresentado como
uma das causas de doencas no sistema nervoso, baixo QI em recém-nascidos
estando diretamente relacionado a doencas como a sindrome de Zellweger, a qual
impossibilita o organismo de realizar a B-oxidacdo, consequentemente ndo hé
formacao de do acido graxo docosahexaendico (C22:6n-3) sendo sua deficiéncia
relacionada diretamente a problemas da retina, masculos e figado (PAKER et al.,
2010).

Na biossintese de acidos graxos os compostos poliinsaturados das familias
Omega-6 e 6mega-3 sdo formados separadamente, porém, ocorre competicdo entre
estes acidos pelas mesmas enzimas dessaturases e alongases. A presenca de
teores elevados de dmega-6 e baixa concentracdo de 6mega 3 na dieta, tende a
aumentar a concentracdo de acido araquidénico (ARA), consequentemente ira
ocorrer um aumento elevado em niveis de prostaglandinas, tromboxanos da série 2
e leucotrienos da série 4. Estes eicosanoides da série 2 e 4 sdo responsaveis pelo
aumento de trombos, alergias e mudancas indesejaveis no estado fisioldgico do
organismo ocasionando problemas cardiovasculares (SMITH et al., 2009).

O consumo balanceado de alimentos ricos em 6émegas 3 e 6 tem se
mostrado ideal na obtenséo destes &cidos graxos poliinsaturados para manutencao

de nosso organismo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paker%20A%5Bauth%5D

17

2. OBJETIVOS DO TRABALHO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do trabalho compreende a identificacdo e quantificacdo de acidos
graxos poliinsaturados em macroalgas das espécies Iridaea cordata, Palmaria
decipiens, Plocamium cartilagineum, Pyropia endiviifolia do filo Rhodophyta
encontradas no continente antartico através da Cromatografia Gasosa (GC/FID) e

Espectrometria de Massas (GC-MS).

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolvimento de metodologia para caracterizacdo e quantificacédo de
acidos graxos em macroalgas por Cromatografia Gasosa.

- Comparacdo da quantidade de acidos graxos entre as espécies do filo
Rhodophyta.

- Obtencdo de dados sobre &cidos graxos de macroalgas da Antartica,

visando uma futura biblioteca para identificacdo destes compostos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Ambiente antartico
3.1.1 Caracterizacdo do ambiente antartico

O continente antartico esta localizado na regido polar austral dentro do circulo
polar com uma &rea aproximada de 14 milhdes de km? banhado pelos oceanos
Atlantico, Pacifico e Indico conhecido como Confluéncia Antartica. Aproximadamente
95% do territério sdo cobertos por gelo com camadas que chegam a 2700m de
espessura. Esta regido esta dividida em duas partes importantes em relacdo ao
meridiano de Greenwich, a Antartica Oriental, onde ocorrem pareddes de gelo e a
Antértica Ocidental formada principalmente por arquipélagos de ilhas, unidas entre si
por grandes extensdes de gelo (CANDE et al., 2000; VIEIRA, 2006).

Como principal formacédo do relevo pode ser observada na regido Oriental as
chamadas Cadeias Transantarticas que ocorrem entre os Mares de Ross e Weddell
e na parte Ocidental a Peninsula Antartica com os montes Ellsworth e macico Vilson
(Fig. 1) (SUGDEN; BENTLEY; COFAIGH, 2006).

Oceano Atlantico Sul

Oceano indico
llha
Rei George
¢

Mar de
Wedell

90°W

Oceano Pacifico Sul

Figura 1 — Continente antartico

Fonte: http://cienciahoje.uol.com



19

As temperaturas baixas, normalmente negativas, associadas a ventos em
média de 100km/h fazem surgir nesta regido ecossistemas terrestres e aquaticos
anicos deste local, muitas vezes com espécies endémicas que suportam as mais
adversas variacfes climaticas. O clima nesta regido é caracterizado por
temperaturas extremamente baixas, ficando em média nos -10°C. J& foram
registradas temperaturas de -89°C nas proximidades da base russa de Vostok a uma
altitude de 3400m. Possui uma flora constituida principalmente de briéftas, musgos,
liquens, fungos, algas bentbnicas, algas intertidais e criobiontes (KENNEDY, 1995).

O continente antartico apresenta inuUmeras perspectivas de estudos
ambientais servindo de estacdo de pesquisa em diversas areas, principalmente na
geoldgica, meteoroldgica, fauna e flora (ZACHER et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011,
RYAN et al.,2012) . O Brasil aderiu ao Protocolo do Tratado da Antartica em 1975,
comecando suas pesquisas entre os anos de 1982 e 1983 com o surgimento do
Programa Antartico Brasileiro. A base brasileira foi instalada em 1984, sendo
denominada de Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF), localizada na
Peninsula Keller, na parte interna da Bahia do Almirantado (Fig. 2), na llha Rei
George (PROANTAR).

BASE BRASILEIRA &)
COMANDANTE FERRA!

ES3 BASE BRASILEIRA COMANDANTE FERRAZ [:Z] BASE COREANA KING SEJONG [l BASE CHINESA GREAT WALL

<}l BASE PERUANA MACHU PICCHU Z= BASE URUGUAIA ARTIGAS R BASE CHECA ECO NELSON
mmm BASE POLONESA ARCTOWSKI B BASE RUSSA BELLINGSHAUSEN
=== BASE ARGENTINA JUBANY Baw BASE CHILENA ESCUDERO

Figura 2 — Localizacdo da estacdo de pesquisa antartica brasileira e outras estacfes de pesquisa
internacionais na llha Rei George.

Fonte: http://cienciahoje.uol.com.br/galeria
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3.2 Algas

Em um parametro conceitual, as algas sdo organismos vegetais em sua
maioria fotossintetizantes, desprovidos de folhas, caules, raizes e um sistema
vascular definido, comumente sdo chamadas de talofitas. A estrutura celular divide
as algas em dois grandes grupos, as que pertencem ao grupo procarioto,
representadas pelas cianobactérias (algas azuis ou cianoficeas) e as eucarioticas
gue englobam as demais algas (LEE, 2008).

As cianobactérias sdo organismos que pertencem a divisdo Chloroxybacteria
(LOURENCO, 2006) com sistema fotossintetizante semelhante as algas vermelhas,
porém seu material genético ndo apresenta limitacdes por membranas
assemelhando-se a bactérias. Sdo encontradas nos mais diversos locais o qual
podemos citar os oceanos, locais de grande salinidade, em ambientes com presenca
excessiva de enxofre, como também em locais extremamente gelados como o
Continente Antartico (DE LOS RIOS et al., 2004; NOLD et al., 2010).

O restante das algas, macroalgas ou microalgas, estdo dentro do dominio
eucariota. Podem apresentar estruturas unicelulares sem motilidade como no género
Nannochloropsis, Porphyridium que ndo apresentam flagelo, podem ser unicelulares
moveis com flagelo como o género Dunaliella, filamentosas ou parenquimatosas
como os géneros Ulva e Fucus ou ainda coloniais flageladas ou sem flagelo
(LOURENCO, 2006; ADL et al., 2012).

As algas apresentam grande tolerancia a variagdes sazonais, de pH, O, e
CO, (BARSANTI et al., 2007) podendo ser encontradas em locais umidos, em lagos,
mares e oceanos, habitando zonas intertidal, bentonicas (BUDENBENDER;
RIEBESELL; FORM, 2011), supralitoral, sublitoral, zonas de pulverizacéo
(STEVENSON; BOTHWELL; LOWE, 1996) ou simplesmente na suspensdo na
coluna de agua formando o fitoplancton (RIEMANN et al., 2011).

Na sua nutricdo, algumas algas se utilizam de sistemas de captacdo de
energia solar, chamadas de fototroficas. Neste sistema a luz solar é captada
servindo como fonte de energia e o CO, como fonte de carbono para producdo de
ATP. Muitas destas algas quando estdo em regides com pouca luminosidade podem
se utilizar de sistemas osmotréfico ou fagotréfico como complemento em suas
necessidades nutricionais (LEE, 2008; TITTEL et al., 2009).
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Algumas espécies de algas apresentam limitacbes na sintese de
substancias como a glicose a partir da energia solar, necessitando de outros
alimentos para suprir suas necessidades, sdo organismos heterotréficos obrigatérios
(BARSANTI et al., 2007). Outras algas, porém, adaptaram seu sistema nutricional
paralelamente a sua evolugdo, mantendo os dois sistemas de nutricao, fototrofismo
e heterotrofismo no mesmo organismo, sdo as chamadas mixotroficas. Muitas se
utilizam de aminoacidos e acidos graxos encontrados nos locais onde vivem para
manter sua taxa de crescimento em ambientes rigorosos (LEE, 2008; JEONG,
2011).

No mesmo sentido que o sistema nutricional das algas se adaptou as
diferentes situacdes bidticas e abidticas, o sistema reprodutor também evoluiu,
apresentando-se de modo variado e permitindo que a reproducao no meio algal seja
rapida. Neste sentido muitas espécies apresentam como meio reprodutivo a forma
vegetativa por divisdo celular e a forma sexuada com producdo de esporos,
zoosporos, se forem flageladas, e aplandsporos se ndo possuirem flagelo. Algumas
algas como no filo Rhodophyta € comum a forma sexuada por gametas (oogamia) e
assexuada por meio vegetativo (BARSANTI; GUALTIERI, 2006; KRUEGER-
HADFIELD; KEUBLER; DUDGEON, 2013).

3.3 Algas da Divisdo Rhodophyta

3.3.1 Caracteristicas da Divisdo Rhodophyta

As algas vermelhas sdo organismos que apresentam em sua estrutura
clorofila “a”, em todas as classes, auséncia de clorofila "c” e ocorréncia de clorofila
“d” na espécie Erythrophyllum delesserioides, entre outras espécies (LOURENCO,
2006). A presenca desta clorofila “d” em algas vermelhas apresenta divergéncia de
opinides no meio cientifico. Parte da comunidade cientifica acredita que a clorofila
“d” seja produto de degradacéao da clorofila “a” e outros que esta clorofila faga parte
de organismos epifitas em rodofitas como a cianobactéria Acaryochloris marina
(IWAMOTO et al., 2012).

Em especial, nas algas vermelhas podem ser encontrados outros pigmentos
conhecidos como ficobiliproteinas ou bilicromoproteinas. S&o holoproteinas ligadas

covalentemente a cromoéforos denominados ficobilinas. Estas estruturas estao



22

bY

presentes em complexos multiproteicos, os ficobilissomas, ligados a membrana
tilacoéide que tem a funcdo de captacédo de energia luminosa (YOON et al., 2006). Os
principais carotenoides, considerados também como pigmentos acessorios,
presentes nas algas vermelhas sdo as zeaxantinas, neoxanantinas e luteina, entre
os carotenos ha principalmente o B-caroteno, sendo que o principal pigmento que
proporciona a cor avermelhada as rodofitas é a ficoeritrina-b. Outros pigmentos em
maior concentracdo que a ficoeritrina-b podem estar presentes e sdo responsaveis
por uma coloracdo muitas vezes escurecida ou esverdeada (SCHUBERT; GARCIA-
MENDOZA, 2008; BJORNLAND; AGUILAR-MARTINEZ, 1976).

Na regido extraplastidial pode ser encontrado polissacarideos como material
de reserva similar & amilopectina comum as Rhodophyceae, chamado amido das
florideas, que apresenta em sua estrutura ligacdes glicosidicas a-1,4 e ramificacdes
laterais com ligacdes glicosidicas a-1,6 (LOURENCO, 2006). A parede celular é
formada internamente por microfibrilas de celulose onde apresenta associada
externamente polissacarideos sulfatados de galactose chamados de agaranas e
carragenanas, responsaveis pela permeabilidade seletiva das células (BOUZON,
2006).

3.3.2 Substancias do metabolismo da divisdo Rhodophyta

A divisdo Rhodophyta apresenta compostos elaborados no metabolismo
secundario os quais dao origem a isoprendides e acetogeninas. Compostos
halogenados sdo comuns em algas vermelhas, sendo citado na literatura o bromo e
cloro entre os mais frequentes. Muitos diterpenos policiclicos e sesquiterpenos
halogenados séo citados para o género Laurencia como o irieol, laurinterol (KIM;
MENDIS; KIM, 2008) e elatol (LHULLIER et al., 2009; CAMPOS et al., 2012).

Algumas familias como Rhizophyllidaceae, Plocamiaceae e Delesseriaceae
sdo caracterizadas por apresentarem monoterpenos halogenados. J4 na espécie
Delisea pulchra, ocorrem derivados halogenados de furanonas, composto que
possui a capacidade de interferir na sinalizagcéo entre bactérias (RASMUSSEN et al.,
2000).

O metabolismo primario, diferentemente do metabolismo secundério, € o
processo metabdlico que ocorre em todos 0s seres vivos sendo responsavel pelas

funcbes essenciais, onde participam macromoléculas como proteinas,
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polissacarideos, acidos nucleicos e lipideos. Este processo metabdlico origina em
algas moléculas mais simples como acidos graxos poliinsaturados, os quais
desempenham papéis importantes nestes organismos como a fluidez da membrana
celular, quando submetidas a diversas condicbes de estresse, entre elas,
temperaturas muito baixas ou negativas. (BECKER; GRAEVE; BISCHOF, 2010).

Na divisdo Rhodophyta os &cidos graxos saturados predominantes sao
C14:0 (miristico), C16:0 (palmitico) e C18:0 (estearico); entre os monoinsaturados os
predominantes sdao C16:1n-7 (palmitoleico) e C18:1n-9c (oleico); e entre os
poliinsaturados estdo C18:2n-6¢ (linoleico), C20:4n6 (araquiddnico) e C20:5n-3
(eicosapentaendico) (KUMARI et al., 2010; PEREIRA et al., 2012).

3.3.3 Espécies de Algas Vermelhas na Antartica

Modificacdes abruptas no clima da Antartica associada a condicbes
rigorosas de baixas temperatura, exposicdo fotossintética limitada pelas estacoes,
altos indices de salinidade e locais profundos no mar (GOMEZ et al., 1997) fazem
com gue esta regido ndo apresente grandes diversidades de macroalgas como as
encontradas em regides tropicais, porém a pouca diversidade é superada pela
grande quantidade de biomassa formada pelas algas, muitas endémicas desta
regido (WIENCKE; DIECK, 1989).

Segundo Nedzarek e Rakusa-Suszczewski (2004) a biomassa algal formada
em microfitobentos e macrofitobentos que sdo levadas pelas correntes para as
praias da Baia do Almirantado apés sua decomposicdo formam grandes massas de
matéria organica e nutrientes que favorecem muitas espécies pelo enriquecimento
do solo e agua daquela regiao.

Na Ilha Rei George na regido da Baia do Almirantado, Zielinski (1981) em
seus estudos citou a coleta e identificacdo de cinco espécies de algas vermelhas,
seis espécies pardas e uma espécie verde, novas pesquisas realizadas por Zielinski
(1990) cita a identificagéo de 31 espécies no mesmo local.

Oliveira et al. (2009) encontrou 42 espécies de macroalgas, das quais 21
espécies eram Rhodophyta, 14 Phaeophytas e 7 espécies Chlorophyta,

representando um aumento na diversidade de algas citadas até o momento.
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3.3.4 Classificacdo e caracteristicas das espécies Iridaea cordata, Palmaria

decipiens, Plocamium cartilagineum e Pyropia endiviifolia.

3.3.4.1 Macroalga Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-Vincent

Caracteristicas: a macroalga I. cordata ocorre em toda extensdo na Baia do
Almirantado (Fig. 3). Apresenta talo lamelar irregular, lamina lisa e plana de forma
foliacea em formato de coracdo (cordata) ou lanceolada. Atingem comprimento de
15cm individualmente ou em torno de 30cm quando agrupada. Estdo presas ao
fundo em zonas de correntes ou sublitoral na regido entre marés, podendo ser
encontrada em locais entre 10m e 60m de profundidade (ZIELINSKI, 1990).

Figura 3 — Macroalga Iridaea cordata
Fonte: Nucleo de Pesquisa em Ficologia, Instituto Botanico de Sao Paulo

Foto: Prof. Dra. Mutue Toyota

Classificagcao: Filo: Rhodophyta
Subfilo: Eurhodophytinatruturas
Classe: Florideophyceae

Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gigartinales
Familia: Gigartinaceae

Género: Iridaea
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3.3.4.2 Macroalga Palmaria decipiens (Reinsch) RW Ricker

Caracteristicas: a espécies P. decipiens apresenta uma lamina entre 8-15cm

de largura, ndo ramificada, lanceolada (Fig. 4). Tem ocorréncia em toda Antartica,

sendo observada também em ilhas subantarticas. Habita zonas entre marés,

podendo ser encontrada até 30m. Temperaturas entre 0° e 10°C se mostram ideais

para um melhor crescimento e desenvolvimento desta espécie (BECKER et al.,

2011).

f

Figura 4 — Macroalga Palmaria decipiens

Fonte: Nucleo de Pesquisa em Ficologia, Instituto Botanico de Sao Paulo

Foto: Prof. Dra. Mutue Toyota

Classificagcao: Filo:
Subfilo:

Classe:

Subclasse:

Ordem:
Familia:

Género:

Rhodophyta
Eurhodophytina
Florideophyceae
Nemaliophycidae
Palmariales
Palmariaaceae

Palmaria
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3.3.4.3 Macroalga Plocamium cartilagineum (Linnaeus) PS Dixon 1967

Caracteriticas: Plocamium cartilagineum pode ser encontrada em toda Baia
do Almirantado principalmente na entrada Mackellar (Fig. 5). Possui talos eretos,
elipticos, ramificados e cartilaginosos, sendo pouca ramificacdo na base e possuindo
de 2-5 ramos podendo crescer até 30cm de comprimento. Encontrada na regiao
infralitoral, em profundidades de 5m a 60m, raramente ocorre abaixo desta
profundidade (ZIELINSKI, 1990).

Figura 5 — Macroalga Plocamium cartilagineum
Fonte: Nucleo de Pesquisa em Ficologia, Instituto Botanico de S&do Paulo

Foto: Prof. Dra. Mutue Toyota

Classificagcao: Filo: Rhodophyta
Subfilo: Eurhodophytina
Classe: Florideophyceae

Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Plocamiales
Familia: Plocamiaceae

Género: Plocamium
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3.3.4.4 Macroalga Pyropia endiviifolia (A. Gepp & E. Gepp) H.G. Choi & M.S.
Hwang

Caracteristicas: a espécie P. endiviifolia apresenta talo lamelar séssil, com
coloracao verde oliva escura ficando acastanhado ao secar (Fig. 6). Lamina brilhante
com bordas finas, membranosas e onduladas, podendo ser inteira ou dividida
profundamente em varios lobos, tendo de 2cm a 20cm de didmetro e espessura
entre 60p e 70U. Seu ciclo de vida & heteromorfico com duas fases alternantes
distintas entre si, com gametofitos folhosos alternando com a fase “conchocelis”
diploide. S&o macroalgas encontradas em pareddes ou fendas rochosas na regiao
intertidal superior (ZIELINSKI, 1990; WIENCKE; CLAYTON, 1998).

Figura 6 — Macroalga Pyropia endiviifolium
Fonte: Nucleo de Pesquisa em Ficologia, Instituto Botanico de S&do Paulo

Foto: Prof. Dra. Mutue Toyota

Classificacao: Filo: Rhodophyta
Subfilo: Eurhodophytina
Classe: Bangiophyceae

Subclasse: Bangiophycidae
Ordem: Bangiales
Familia: Bangiaceae

Género: Pyropia
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3.4 Acidos Graxos

3.4.1 Caracteristicas de Acidos graxos

Os acidos graxos sd@o acidos monocarboxilicos alifaticos, podendo variar de
4 a 36 atomos de carbono. A cadeia carbbnica pode apresentar somente ligacdes
simples (hibridacéo sp®) entre os atomos de carbono, sendo chamada de cadeia
saturada ou pode ocorrer uma ou mais duplas ligaces (hibridacdo sp®) entre os
carbonos a que chamamos de cadeias insaturadas. O numero de insaturacfes
definira o acido graxo como monoinsaturado (uma dupla ligagdo) ou poliinsaturado
(duas ou mais insaturacdes) (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008).

O tamanho da cadeia carbbnica e o numero de insatura¢cfes influenciam
diretamente nas propriedades fisicas dos &cidos graxos, como sua solubilidade em
agua, isto é, quanto maior a cadeia carbbnica e menor nimero de insaturacdes,
menor sua solubilidade em agua. Na natureza a maior parte dos acidos graxos
possui alto peso molecular, consequentemente alto ponto de fusdo. Normalmente
acidos graxos saturados acima de C12 sdo sélidos a temperatura ambiente e &cidos
graxos com insaturacdes séao liquidos oleosos (NELSON et al., 2011).

Uma das caracteristicas mais importantes dos &cidos graxos sdo suas
funcdes fisioldgicas dentro dos seres vivos. Funcionalmente os acidos graxos séo
estruturas basicas para formacdo de moléculas anfipaticas como glicolipideos e
fosfolipideos, os quais sdo responsaveis na flexibilidade e fluidez da bicamada
lipidica (MURRAY et al. 2009).

3.4.2 Nomenclatura

A nomenclatura de acidos graxos é especificada pelo numero de atomos de
carbono e o numero de duplas ligacbes ao longo da cadeia carbdnica. Quando o
acido graxo ndo possuir insaturacdbes o nome do &cido serad constituido pela

({4

substituicdo da terminacdo “o” do hidrocarboneto pela terminacdo “6ico”. Como

exemplo pode ser citado o acido hexadecandico (C16:0) que contém 16 carbonos e

se origina do hidrocarboneto hexadecano (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008).
Quando houver insaturacdes, ramificagdes ou substituintes estas deveréo

ser identificadas a partir do carbono que contiver o grupo carboxila e sera utilizada a
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mesma regra para nhomenclatura com terminacédo “6ico” e como exemplo podemos
citar o acido all- cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico (C20:5) que contém 20
carbonos e cinco insaturagcfes. Outra situacao para a regra anterior € a utilizacdo do
simbolo A (delta) seguido da posicdo das insaturacdes. Como exemplo temos o
acido C20:3 (11,14,17-eicosatriendico), o qual possui 20 carbonos e trés
insaturacdes, o qual podemos representar como C20:3 (A™**'") (MURRAY et al.,
2009; NELSON et al., 2011).

O nome sisteméatico dos acidos graxos poliinsaturados pode ser
representado se utilizando a letra grega “w” (bmega). Esta homenclatura segue a
regra na qual o primeiro carbono apos o grupo carboxilico deve ser denominado de
alfa (a) e o carbono da extremidade oposta serd denominado 6mega (w) (Fig. 7). No
exemplo do acido 6, 9, 12, 15-octadecatetraendico a representacdo da estrutura
sera C18:4w-3, indicando que a cadeia possui 18 carbonos com quatro duplas
ligagbes e a primeira dupla ligagdo ocorre no terceiro carbono da extremidade
inversa a carboxila (Fig. 7) (MURRAY et al., 2009; NELSON et al., 2011).

0] ®
12 9 6 &) 1
H 1 o 9 12 19 18

Figura 7 — Estrutura do acido 6,9,12,15-octadecatetraendico; a-alfa; w- 6mega.

3.4.3 Biossintese de acidos graxos poliinsaturados e eicosandides

A biossintese de acidos graxos da série dGmega nos organismos ocorre a
partir do acido palmitico (C16:0), o qual sofre alongamento na cadeia por enzimas
alongases formando o acido estearico (C18:0). A A9 dessaturase atua
acrescentando uma insaturacdo formando o &cido oleico (C18:1n-9). Em vegetais
ocorre a presenca de duas enzimas importantes que atuam no processo de
dessaturacdo a A12 e a A15 dessaturase (Fig. 8). Estas enzimas nao estéo
presentes em animais, impossibilitando a formacdo do acido a-linolénico (C18:3n-3)
e do linoleico (C18:2n-6) no organismo humano (VANCE; VANCE, 2008; TVRZICKA
et al., 2011).

Os é&cidos essenciais a-linolénico (C18:3n-3) e linoleico (C18:2n-6) sao

formadores de acidos graxos importantes das séries 6megas 3 e 6 como o
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eicosapentaenodico (C20:5n-3 - EPA) descrito como antibacteriano (MIL-HOMENS;
BERNARDES; FIALHO, 2012), anti-inflamatério (CALDER, 2003; MAROON; BOST,
2006), auxilia na prevencao da fibrose e disfuncbes cardiacas (JAKOBSEN et al.,
2009; CHEN, 2011) e em doencas graves como o cancer (GIROS et al., 2009;
AMISSAH et al., 2011). O docosahexaendico (C22:6n-3 - DHA), também formado
pela sintese dos &cidos graxos essenciais, é particularmente importante no
desenvolvimento neuronal de criancas prematuras e auxilia no melhor
desenvolvimentos de tecidos do cérebro e retina (VAN PELT et al., 1999;
SANGIOVANNI; CHEW, 2005).

Acido palmitico Acido estearico Acido oléico
(c16:0) [ (c18:0) ASD (C18:1n9) e .
1 A12D !
<—: em vegetais :
7 [ (N [ B -
Acido o- Iinolenico] A15D | Acido linoleico L.

(C18:3n3) em vegetais| (C18:2n6) E )
1 < A6D > |

Acido
eicosadienoico
(C20:2n6)

Acido
eicosatrienoico
(C20:3n3)

Acido esteariddénico y- linolénico
(C18:4n3) (C18:3n6)

T = 2
~
Acido eicodatetraenoico Acido dihomo-y-linolenico
ASD (C20:4n3) (C20:3n6) A8D
. vy
T < A5D > |
s ™\
Acido eicosapentaenoico Acido araquidénico
(€20:5n3) (C20:4n6)
. S

l<—E

Acido docosapentaenoico
(C22:5n3)

| «—— a0

(C22:6n3)

~
Acido docosahexaenoico J

Figura 8 - Biossintese de acidos graxos poliinsaturados das familias 8megas 3 e 6 em vegetais.
A4D — enzima delta 4 dessaturase; ASD — enzima delta 5 dessaturase; ABD — enzima delta 8
dessaturase; A9D — enzima delta 9 dessaturase; A12D — enzima delta 12 dessaturase; A15D —

enzima delta 15 dessaturase; E - enzimas elongase.
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Na série dmega-6 o acido araquidbnico (C20:4n-6) € precursor de moléculas
sinalizadoras que atuam a curtas distancias nas células, chamadas de tromboxanos,
prostaglandinas, leucotrienos, hidroperoxidos e tem sua formacéo a partir da cascata
do acido araquidonico (Fig. 9) (MAROON; BOST, 2006; HAMMOND; O’'DONNELL,
2012).

Estas moléculas sinalizadoras sédo produzidas em todo tecido humano e séo
responsaveis principalmente pelas respostas inflamatoérias, contracdo do musculo
liso do intestino e utero, alguns servem como vasodilatadores e outros como
vasoconstritores, por isso estdo ligados intimamente com a pressao sanguinea
(SMITH et al., 2009).

Alguns destes eicosanoides como as prostaglandinas A, podem ser
sintetizados por organismos marinhos como a Plexaura gorgonian homomalla um
cnidario encontrado nas ilhas do Caribe (LIGHT; SAMUELSSON, 1972).

[ Membrana Fosfolipideos ]

Injuria Tecidual:> Fosfolipase A,

5-Lipooxigenase

Ciclooxigenase

Acido Araquidénico

5-HPETE

Peroxidase
Leucotrieno A, (LTA,) PGH,
. ) Tromboxano Prostaciclina
Leucotrieno B, LTC, [ ] [ ]
[ (LTB,) ] [ LTD, (TXA2) (PGI2)
A
[ Prostaglandina ]
LTE, | I

(reez) (o) remr)

Figura 9 - Cascata do acido araquiddnico (AA); formagédo de eicosanoides bioativos em resposta a

injaria do tecido; 5 — HPETE - &cido 5-hidroperdxieicosatetraenoico; LTA; — leucotrieno A4; LTB, —
leucotrieno B,; LTC, — leucotrieno C4; LTD, — leucotrieno D4; LTE, — leucotrieno E;; PGG, —
prostaglandina G,; PGH, — prostaglandina H,; PGD, — prostaglandina D,; PGE, — prostaglandina

E,; PGF, — prostaglandina F,; TXA, — tromboxano A,; PGI, — prostaciclina I,.
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3.4.4. Acidos graxos das familias 6mega-3 na prevencéo de doencas

A ingestdo balanceada diaria de acidos graxos poliinsaturados e a
diminuicdo do consumo de acidos graxos saturados, associado a pratica de
exercicios fisicos tem mostrado ser a unido ideal para manuten¢cdo de uma condi¢do
saudavel para o organismo humano.

Algumas doencas que afetam diretamente a salude humana podem ser
prevenidas ou ter seus sintomas atenuados quando da ingestdo controlada de
acidos graxos poliinsaturados da familia 6mega 3 como suplemento ou a partir de
uma dieta balanceada de alimentos rica em dmegas (CHOWDHURY et al., 2012;
ECKERT; LIPKA; MULLER, 2013).

A literatura tem reportado dados sobre dois tipos de sindromes associadas a
acidos graxos: a sindrome relacionada ao consumo excessivo de &cido graxo
saturado aliado a falta de PUFA na dieta, chamada de sindrome metabdlica e as
sindromes genéticas, relacionada com a falta de determinados acidos graxos
poliinsaturados no metabolismo humano.

Doencas como a sindrome metabdlica (SM) que atinge principalmente
pessoas adultas, hoje ja constatada em adolescentes, € uma doenca associada a
riscos cardiovasculares. Suas caracteristicas estdo principalmente associadas a uma
ma alimentacdo, rica em FAS e baixo consumo de PUFA associada ao
sedentarismo. Suas consequéncias sao aumento de colesterol, aumento de pressao
arterial, hiperglicemia podendo evoluir para diabetes e nos casos mais complexos,
enfarte do miocardio e derrame vascular cerebral (KLEIN-PLATAT et al., 2005;
MIRMIRAN et al., 2012).

A sindrome de Zellweger € uma doenca genética relacionada a distarbios na
biogénese do peroxissoma (PBD) podendo ocorrer em qualquer gene formador
desta organela. Enzimas relacionadas ao metabolismo de lipideos estéo localizadas
no interior dos peroxissomas. Distlrbios relacionados a este metabolismo ocasiona
acumulo de &cido fitdnico, de acidos graxos de cadeia longa, defeito no &cido
plasmogénio (fosfolipidio presente principalmente nos tecidos do coracao e cérebro)
e deficiéncia na formacédo de DHA em pessoas com a sindrome (KRUSKA; REISER,
2011).

Testes foram realizados com criancas entre 9 meses e 9 anos com a

sindrome de Zellweger, tendo como finalidade melhorar o estado clinico destes
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pacientes. Foram administrados diariamente doses entre 100mg e 500mg do éster
etilico do &cido docosahexaendico (DHA). As quantidades do &cido foram
administradas pelo grau da doenca e pela idade dos pacientes, pois doentes com
pouca idade requerem doses maiores de DHA. Os resultados demonstraram uma
melhora na func@o hepatica, visdo e tbnus muscular em mais da metade dos
pacientes tratados com DHA. (MARTINEZ, 2001).

Inidmeros trabalhos com &cidos graxos poliinsaturados tém sido realizado
para identificar a eficiéncia de dietas ricas em dmegas 3 e 6, principalmente EPA e
DHA, na morte de células cancerigenas ou seu efeito protetor em células normais
contra o cancer (FASANO et al., 2012)

O cancer de célon tem sido citado como um dos tipos mais agressivos de
cancer que ocorrem internamente. Varias causas tém sido citadas para seu
surgimento, mas em especial a apoptose desordenada no intestino é a de maior
ocorréncia (QIAO; WONG, 2009).

Estudos realizados por Fukunaga, Hossain e Takahashi (2008) mostraram “in
vivo” que ratos induzidos ao cancer de coélon tiveram um aumento nas células
apoptoéticas (macréfagos) quando tratados com quatro tipos de dietas a base de
lulas, ricas em DHA; estrelas do mar ricas em EPA e outras duas dietas enriquecidas
com DHA, EPA e fosfatidilcolina.

O trabalho envolveu teste “in vitro” com células de carcinoma de cdlon
humano (Caco-2). Os resultados do estudo mostraram que as dietas com PUFA
inibiram o crescimento de Caco-2 e apresentaram “in vivo” um efeito protetor sobre
células de ratos.

O carcinoma de pancreas representa 4% das mortes causadas por cancer
no mundo. Este 6rgdo de grande importancia no organismo humano é uma glandula
que se localiza na regido proximo ao estdbmago entre o baco e o duodeno. Muitos
fatores levam ao aparecimento deste cancer em pessoas, 0s quais podemos citar a
obesidade, alcool, tabagismo e o consumo exagerado de gordura animal, rica em
acidos graxos saturados (KUZMICKIENE et al., 2013).

O consumo excessivo de gorduras saturadas estimula a liberacdo de
colecistoquinina, sendo que o excesso deste hormonio pode causar a hiperplasia ou
hipertrofia das células pancreéticas.

Recente trabalho realizado por Fukui et al. (2013) “in vitro” com células de

carcinoma pancreatico humano MIA-PaCa-2 e Capan-2 e “in vivo” com células
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humanas MIA-PaCa-2 injetadas em ratos, mostrou que “in vitro” os acidos graxos
EPA e DHA induziram a morte das células cancerigenas e “in vivo” nos ratos que
utilizaram racdes com 5% de 0Oleo de peixe, rico em DHA e EPA suprimiu as células
de cancro humano MIA-PaCa-2.

Inimeras evidéncias tem mostrado a eficiéncia da suplementacdo da dieta
com PUFA no combate de doengas graves relacionadas ao coragédo, as quais tém
afetado 7,3 milhdes de pessoas/ano no mundo e no Brasil. As doencas
cardiovasculares tem sido a principal causa de morte de pessoas em idade
produtiva, chegando a 300 mil pessoa/ano por acidente vascular encefélico, infarto e
morte subita. Entre as causas principais esta a falta de exercicios regulares e uma
ma alimentacédo (RAMEL et al., 2009).

Hoje no Brasil a sociedade Brasileira de Cardiologia, juntamente com outros
orgdos mundiais tem como meta a reducao de 15% para menos de 10% da ingestao
de &cidos graxos saturados das necessidades diarias de gordura.

Algumas pesquisas tem ido além de provar que o consumo de PUFA traz
grandes beneficios a saude. Estes estudos mostram que o consumo de 6megas 3 e
6 devem ser de forma balanceada, pois 0 excesso destes acidos graxos provoca
processos inflamatérios graves levando também a problemas coronarianos
(KIECOLT-GLASER et al., 2007; SIMPOPULOS, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

Quatro espécies de macroalgas marinhas da regido antartica do filo
Rhodophyta foram coletadas na Baia do Almirantado, llha Rei George préximo a
Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF-Brasil). A coleta foi realizada entre os
meses de janeiro e fevereiro de 2012. As espécies de macroalgas coletadas e seus
respectivos pontos de coleta foram:

- Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-Vincent 1826: coletada na regido
proxima a base polonesa de Arctowski. Coordenadas: 62°7°32.77” x 58°23°38.03”
em 03/02/2012.

-Palmaria decipiens (Reinsch) RW Ricker 1987: ponto de coleta Botany Point.
Coordenadas: 62°5°56.16” x 58°19°44.13” em 20/01/2012.

-Plocamium cartilagineum (Linnaeus) PS Dixon 1967: coletada no ponto
Punta Plaza. Coordenadas: 62°5°34.69” x 58°24°37.47 em 30/01/2012.

- Pyropia endiviifolia (A.Gepp & E.Gepp) HGChoi & MSHwang em Sutherland
et al. 2011: coletada no ponto Demay. Coordenadas: 62°13°21.01” x 58°26°36.59”
em 27/01/2012.

O material coletado foi identificado botanicamente pela Prof. Dra. Mutue

Toyota Fuijii (IBt-SP), sendo posteriormente congelado a -70°C e liofilizado.

4.2 Extragdes de lipidios

As amostras algais foram moidas em moinho de facas tipo Willey da marca
Biothec (Brasil) modelo B-602 até pulverizacdo. Posteriormente foram pesadas
individualmente 1g de cada alga liofilizada. A extracdo dos lipidios seguiu 0 método
modificado de Bligh & Dyer (1959). Este método baseia-se na extracdo dos acidos
graxos (FA) por meio de cloroférmio e metanol a temperatura ambiente. As amostras
foram agitadas por 30min com auxilio de barra magnética em agitador marca
QUIMIS modelo Q-225M, sendo 0 meio extrator composto por 30mL de
cloroférmio/metanol (1:2 v/v) e 10mL de sulfato de sodio 1,5% (m/v). Apds agitacdo
foi adicionado 10mL de cloroformio e 10mL de sulfato de sodio 1,5% (m/v). Os

extratos foram centrifugados a 2500rpm por 25min. A fase orgéanica foi recolhida e
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seca em rotaevaporador marca BUCHI (Suica) com bomba de vacuo modelo V-700
e resfriador de destilagdo modelo B-741.

4.3 Preparacao dos ésteres metilicos de acidos graxos das macroalgas

Os lipidios extraidos das biomassas algais foram metilados e convertidos
aos respectivos ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) seguindo a seguinte
metodologia modificada de Moss, Lambert e Merwin (1974): em baldo de 50mL
contendo os lipideos foi acrescentado 6mL de solu¢do de KOH a 2% em metanol
(m/v) sob agitacdo e aquecimento de 80°C, ficando por um periodo de 8min em
refluxo. Foram adicionados 7mL de BF; (acido de Lewis) seguindo com agitacao por
2min, para que ocorra a catalise acida, sendo ap6s adicionados 5ml da solucao de
NaCl a 20% (m/v). A amostra foi deixada em repouso até temperatura ambiente,
sendo posteriormente transferida para funil de separagéo juntamente com 20mL de
hexano. A fase organica foi separada e seca com 2g de sulfato de sédio anidro. A
evaporagéo do solvente foi realizado com Ny € a amostra pesada para posterior
analise em GC/FID 2010 e GC-MS QP 2010sS.

4.4 CondicBes cromatograficas do GC/FID e GC-MS para analises de FAME por

cromatografia gasosa

Os FAME foram analisados qualitativamente em cromatografo a gas
acoplado a um detector de massas, modelo GC-MS-QP 2010SE (Shimadzu, Japao)
equipado com autoinjetor AOC-20i. Foi utilizada uma coluna capilar ELITE-WAX
30m x 0,25mm x 0,25um (PerkinElmer, EUA), sendo as condigbes cromatograficas:
temperatura inicial de 100°C subindo a 7°C/min até 165°C passando a 5°C/min até
230°C permanecendo nesta temperatura por 10min; volume injetado: 1pL ; interface:
200°C; temperatura do injetor: 230°C; gas de arraste: hélio; fluxo linear de gas: 1,20
mL/min; split: 1:25; corrida em modo scan; faixa de massa 40 a 700 m/z e voltagem
do filamento 70eV. As identificagdes foram feitas utilizando padrdo FAME Mix 37
(Sigma-Aldrich) e a biblioteca NIST 8 do GC-MS.

A andlise quantitativa foi realizada em um cromatografo a gas GC/FID 2010
(Shimadzu, Japao) equipado com injetor split/splitless, detector por ionizagdo em
chama (FID), auto injetor AOC-20i e coluna RTX-WAX 30m x 0,25mm x 0,25um
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(Restek Corporation, EUA). As condi¢bes de andlise foram: hidrogénio como gas
carreador na vazéo de 1,2 mL/min; split: 1:25; volume injetado da amostra: 1pL; as
condi¢cbes do forno foram: temperatura inicial 100°C, seguindo a 7°C/min até 200°C
e, a seqguir, rampa de 5°C/min até 202,6°C permanecendo nesta temperatura por
2min, subindo a 5°C/min até 222,9°C ficando por 2min nesta temperatura, logo a p6s
subindo 5°C/min até 230°C, ficando constante nesta temperatura por 10min. Sendo
tempo total da corrida de 34,29min. Temperatura do injetor e detector ambos em
250°C. A Fig. 10 mostra o cromatograma do padrdao FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich)
analisado em coluna RTX-WAX 30m x 0,25mm x 0,25um (Restek Corporation,
EUA).
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Figura 10— Cromatograma do Padrdo FAME MIX 37 (Sigma-Aldrich). A numeracgéo indica: 1
(C4:0); 2 (C6:0); 3 (C8:0); 4 (C10:0); 5 (C11:0); 6 (C12:0); 7 (C13:0); 8 (C14:0); 9 (C14:1n5); 10
(C15:0); 11 (C15:1n-5); 12 (C16:0); 13 (C16:1n-7); 14 (C17:0); 15 (C17:1n-7); 16 (C18:0); 17
(C18:1n-9c¢); 18 (C18:1n-9t); 19 (C18:2n-6¢); 20 (C18:2n-6t); 21 (C18:3n-6); Pl (C19:0 - padréo
interno); 22 (C18:3n-3); 23 (C20:0); 24 (C20:1n-9); 25 (C20:2n-6); 26 (C20:3n-6); 27 (21:0); 28
(C20:4n-6); 29 (C20:3n-3); 30 (C20:5n-3); 31 (C22:0); 32 (C22:1n-9); 33 (C22:2n-6); 34 (C23:0); 35
(C24:0);36 (C22:6n-3); 37 (C24:1n-9).
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4.5 Curva de calibragcdo em GC/FID

A construcao da curva de calibracdo foi feita a partir da diluicdo do padrao
FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich — 100mg) em hexano, utilizando como método
quantitativo a padronizacdo interna. Este método consiste em adicionar uma
guantidade conhecida de uma dada substancia (padréo interno) na amostra a ser
analisada e nos padrdes que irdo compor a curva de calibracdo. A substancia que
ird ser utilizada na padronizacdo interna deve possuir caracteristicas tais como: ser
similar ao composto em analise, ndo fazer parte da amostra e nao apresentar
coeluicdo com os compostos da amostra (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A Fig. 11 representa a curva de calibracdo para o acido graxo all, cis-
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n-3) com coeficiente de correlagdo (r) de
0,9996. As diluicdes do padréo originaram seis concentragdes: 0,625 mg/mL; 1,25
mg/mL; 2,5 mg/mL; 5,0 mg/mL; 10,0 mg/mL e 20,0 mg/mL, as quais continham
como padréao interno o éster metilico do acido nonadecandéico (C19:0 2 99% - Sigma-
Aldrich) na concentracdo 2mg/mL. O tratamento dos dados foi realizado através do

programa GC Solution Postrun.
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Figura 11 — Curva de calibracdo do &cido all, cis-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaendico (C20:5n-3)

Os acidos oleico (C18:1n-9c) e elaidico (C19:1n-9t) devido a coeluicdo dos
picos foram calculados separadamente. A Fig. 12 mostra a coeluicdo dos compostos

no padrdo FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich), problema n&o constatado nas amostras de
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algas analisadas por GC/FID (Fig. 13). Foram necessarias curvas individuais para

andlise quantitativa dos ésteres metilicos dos &cidos oleico e elaidico,

C18:1n%c
.

C18:1n9t
~

1420 [TE-2] [LE- 1473 X [LE-L

Figura 12 — Cromatograma do padrdo FAME Mix 37 referentes a coelui¢do dos acidos graxos
oleico (C18:1n-9c) e elaidico (C18:1n-9t) em coluna RTX WAX (Restek Corporation, EUA)
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Figura 13 - Cromatograma da amostra de |. cordata referentes aos acidos graxos oleico (C18:1n-9c)
e elaidico (C18:1n-9t) em coluna RTX WAX (Restek Corporation, EUA)

As Fig. 14 e Fig. 15 representam respectivamente as curvas de calibragéo e
cromatogramas analisadas com auxilio do programa GC Solution Postrun, para os
acidos oleico (C18:1n-9c¢) e elaidico (C19:1n-9t) em coluna RTX WAX (Restek
Corporation, EUA) utilizando como padrdo interno o éster metilico do acido
nonadecandico (C19:0 = 99% - Sigma-Aldrich) na concentracdo de 2mg/mL em n-
hexano. As curvas apresentaram linearidade, apresentando coeficientes de
correlacéo (r) entre 0,996 e 0,999.

Os coeficientes de correlacéo (r) das curvas para FAME Mix 37 (Sigma-
Aldrich) e para os acidos oleico (C18:1n-9c) e elaidico (C19:1n-9t) ficaram dentro do
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critério minimo aceitavel pela ANVISA (2003) e INMETRO (2007) para validacao de
métodos analiticos e bioanaliticos em cromatografia gasosa.
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Figura 14 — Curvas de calibracdo em coluna RTX WAX (Restek Corporation, EUA), utilizando o
programa GC Solution Postrun (Shimadzu, Japdo); (A) concentracdes 0,0315 mg/mL; 0,0625
mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,5 mg/mL e (B) 0,625 mg/mL; 1,25 mg/mL; 2,50 mg/mL; 5,0 mg/mL para
acido oleico (C18:1n-9c); (C) 0,0315 mg/mL; 0,0625 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,5 mg/mL e (D) 0,625
mg/mL; 1,25 mg/mL; 2,50 mg/mL; 5,0 mg/mL para elaidico (C19:1n-9t)
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Figura 15 — Cromatograma da curva de calibragdo na concentracdo de 1,25 mg/mL para:
(A) acido graxo oleico (C18:1n-9c); (B) acido graxo elaidico (C18:1n-9t) em coluna RTX WAX
(Restek Corporation, EUA); Pl — padréo interno.
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4.6 Quantificacéo dos acidos graxos de macroalgas vermelhas

Os lipideos das macroalgas |. cordata, P. decipiens, P. endiviifolia, P.
cartilagineum ap0s serem extraidos pelo método Bligh & Dyer (1959), item 4.2, e
derivatizadas segundo metodologia modificada de Moss; Lambert e Merwin (1974),
item 4.3, foram diluidos em 2mL de padrdo interno (C19:0 = 99%-Sigma) com
concentragéo de 2mg/mL em n-hexano.

As amostras derivatizadas e diluidas com padréo interno foram analisadas
em triplicata no GC/FID 2010 (Shimadzu, Jap&o) segundo as condi¢des
especificadas no item 4.4. O tratamento dos dados foi realizado através do programa
GC Solution Postrun, sendo os resultados expressos em mg/g de composto em

biomassa seca.

4.7 Anélises estatistica

Os resultados obtidos para FAME sdo apresentados como média + desvio
padrdo, sendo feitos em triplicatas e todos os resultados obtidos para ésteres dos
acidos graxos foram avaliados através de andlise de varidncia (ANOVA) com
diferencas significativas consideradas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Lipideos totais

Os lipideos totais foram extraidos seguindo a metodologia de Bligh & Dyer
(1959), o qual se utiliza uma mistura de cloroférmio, metanol e agua na proporcao de
1:1:1 viviv com agitacdo e temperatura ambiente. A mistura de solventes extrativos
de acordo com a metodologia de Bligh & Dyer (1959) apresenta uma ampla faixa de
polaridade, onde podem ser extraidos lipideos neutros e polares, tornando a
extracdo lipidica das algas mais eficiente. As concentracdes de lipideos totais se
baseiam na quantidade de lipideo extraido em 20mL de cloroférmio pela massa total
da amostra.

Os teores de lipidios totais encontrado para as macroalgas da Divisdo
Rhodophyta extraidos segundo metodologia descrita no item 4.2 estdo expressos ha
Fig.16.

8,00 - 7,12
6,18 6,37

7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

Teor total de lipideos (%)

IRIDEA PALMARIA PLOCAMIUM PYROPIA

Macroalgas vermelhas

Figura 16- Teor de lipideos totais em macroalgas vermelhas da Antartica (n=3)

5.2 Acidos graxos

Na Fig. 17 pode ser visto o cromatograma das analises quantitativas

realizadas por GC/FID da macroalga P. decipiens do filo Rhodophyta, o qual
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apresenta como resultados a identificacdo de 28 &acidos graxos entre saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados. Os mesmos acidos graxos foram identificados
nas macroalgas P. cartilagineum, I. cordata e P. endiviifolia.

As quatro espécies de algas estudadas apresentaram perfil lipidico de
poliinsaturados caracteristico de algas vermelhas onde prevalecem as maiores

concentracdes de 4cidos graxos entre C20 e C22.
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Figura 17 — Cromatograma da espécie P. decipiens. A numeracdo indica: 6 (C12:0); 8 (C14:0); 9
(C14:1n5); 10 (C15:0); 12 (C16:0); 13 (Cl16:1n7); 14 (C17:0); 15 (C17:1n-7); 16 (C18:0); 17
(C18:1n-9c); 18 (C18:1n-9t); 19 (C18:2n-6¢); 21 (C18:3n-6); 22 (C19:0 - padrdo interno); 23
(C18:3n-3); 24 (C20:0); 25 (C20:1n-9); 26 (C20:2n-6); 27 (C20:3n-6); 29 (C20:4n-6); 30 (C20:3n-3);
31 (C20:5n-3); 32 (C22:0); 33 (C22:1n-9); 34 (C22:2n-6); 36 (C24:0); 37 (C22:6n-3); 38 (C24:1n-9).

Os resultados encontrados para acidos graxos poliinsaturados em P.
cartilagineum, |. cordata, , P. endiviifolia, P. decipiens foram respectivamente 45,04 +
0,02%, 65,14 + 0,06%, 76,70 + 0,05% e 84,83 + 0,05% (Tab. 1).

A Fig. 18 apresenta o espectro de massas de [M'] 316 do &cido graxo all-cis-
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n-3) analisado por GC-MS presente em

maior concentracdo nas macroalgas vermelhas da Antartica.
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Figura 18 — Espectro de massas do acido graxo all, cis-5,8,11,14,17 eicosapentaenoico (C20:5n-3)

Entre as médias percentuais apresentadas para acidos graxos saturados
encontrados em algas vermelhas do filo Rhodophyta, pode ser observado uma
concentracdo elevada para espécie P. cartilagineum, bem acima dos valores
encontrados para as demais algas. Este percentual alto esta representado
principalmente pelos acidos miristico com 7,12% e o acido palmitico com 29,54%
(Tab. 1).

Os resultados das extragbes encontrados para &cidos graxos
monoinsaturados para as algas da Antéartica (Tab. 1) foram o &cido miristoleico
(C14:1n-5), presente em niveis mais altos em P. cartilagineum, |. cordata e P.
endiviifolia, ndo sendo detectado em P. decipiens. O &cido graxo palmitoléico
(C16:1n-7) foi detectado em todas as espécies, estando em maior concentragcdo em
P. endiviifolia com 0,14mg/g em MS (0,72% de FA total). O teor de &cido oleico
(C18:1n-9c) encontrado em maior concentracao foi em |. cordata com 0,38mg/g de
MS (3,87% de FA total) e em nivel mais baixo em P. decipiens, a qual apresentou
0,12mg/g MS representando 1,06% do total de FA.

Entre os &cidos graxos monoinsaturados encontrado nas algas (Tab. 1),
outro que se destacou foi 0 acido eicosendico (C20:1n-9), detectado em todas as
espécies, mas a um nivel mais elevado em P. endiviifolia com 0,50mg/g de MS
representando 2,60% de FA total. Outros acidos apareceram em quantidades
menores como o acido erucico (C22:1n-9) em maior concentragdo em P. decipiens
0,05mg/g de MS (0,44% de FA total) e em P. endiviifolia com 0,04mg/g de MS
(0,22% de FA total). O acido a-linolenico também foi detectada ao nivel baixo em P.
decipiens 0,03mg/g de MS (0,23% de FA total).
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Acidos Iridaea Palmaria Plocamium Pyropia
Graxos cordata decipiens cartilagineum endiviifolia
C12:0 0.93 + 0.00 0.19 £ 0.00 1.31+0.01 0.18 £ 0.00
C14:0 1.71 +£0.00 4.73+0.01 7.12 + 0.05 0.22 £ 0.00
C15:0 0.29 + 0.00 0.17 + 0.00 0.54 £0.03 0.12 £ 0.00
C16:0 23.35+0.02 6.01 + 0.02 29.54 +0.16 16.18 £ 0.02
C17:0 0.10 + 0.00 0.11+0.11 1.15+ 0.03 0.09 £ 0.01
C18:0 1.09 £ 0.03 0.41+0.01 2.60+0.01 0.47 £ 0.00
C20:0 0.22 £ 0.00 0.21 £ 0.00 1.33+0.05 0.12 + 0.01
C21:0 0.10 £ 0.00 0.09 £+ 0.00 0.71 +0.04 nd
C22:0 0.41 +£0.01 0.23+0.01 1.70 £ 0.09 0.17 + 0.01
C23:0 0.07 £ 0.00 nd nd nd
C24:0 0.23 £ 0.00 0.22 £ 0.01 0.61 + 0.02 0.15 + 0.02
>SFA 28.50 + 0.06 12.38 £ 0.03 46.61 + 0.07 17.70 £ 0.02
C14:1n-5 0.18 + 0.00 nd 0.36 £ 0.00 0.08 £ 0.00
C15:1n-5 nd nd 0.38 £ 0.00 nd
C16:1n-7 0.72 + 0.00 0.20 + 0.01 1.51 +0.07 0.74 £ 0.00
C17:1n-7 0.22 + 0.00 0.15+0.01 1.20 £ 0.03 0.11 £ 0.00
C18:1n-9c 3.87 £ 0.01 1.06 £ 0.00 2.94 +0.05 1.46 + 0.01
C18:1n-9t 0.20 £ 0.00 0.10 £ 0.00 0.36 + 0.01 0.23 + 0.00
C20:1n-9 0.24 £ 0.00 0.33+0.00 0.74+ 0.07 2.60 + 0.04
C22:1n-9 0.36 £ 0.01 0.44 £ 0.01 0.57 + 0.02 0.22 +0.01
C24:1n-9 0.57 £ 0.02 0.51+0.01 0.30 + 0.03 0.16 + 0.00
> MUFA 6.36 + 0.02 2.77 £0.02 8.35+0.08 5.60 £ 0.05
C18:2n-6¢ 1.11 +0.03 0.37 £ 0.02 1.84 +0.09 1.73+£0.03
C18:3n-6 0.90 + 0.03 0.16 £ 0.00 0.85+0.03 0.45 £ 0.02
C18:3n-3 0.36 + 0.02 0.23 +0.01 0.31+£0.03 0.16 £ 0.01
C20:2n-6 0.25 + 0.00 0.10£0.01 0.73+£0.08 0.56 £ 0.00
C20:3n-6 0.78 £ 0.02 3.30+0.02 3.58 £ 0.15 2.71+£0.03
C20:4n-6 8.59 + 0.00 0.22 +0.01 12.83 £ 0.08 4.87 +0.01
C20:3n-3 0.09 + 0.01 0.14 + 0.00 0.82 + 0.04 0.14£0.01
C20:5n-3 52.78 + 0.09 78.91 £ 0.02 21.04 £0.19 65.72 £ 0.05
C22:2n-6 0.23 £ 0.00 0.99 £ 0.01 0.66 + 0.03 0.13 +0.03
C22:6n-3 0.05+ 0.01 0.42 £ 0.01 0.38 + 0.01 0.22 +0.01
>PUFA 65.14 + 0.06 84.83 £ 0.05 45.04 £ 0.02 76.70 £ 0.05

Resultados expressos em média + desvio padrdo de acidos graxos totais (n=3); nd: ndo detectado;

SFA: acido graxo saturado; MUFA: acido graxo monoinsaturado; PUFA: &cido graxo poliinsaturado;

n-3: 6mega-3; n-6: 6mega-6

A Fig.

19 apresenta as meédias percentuais para acidos graxos

poliinsaturados encontrados em algas rodofitas da Antartica. O maior percentual foi

observado em P. decepiens com 84,8% da FA total. Os teores elevados de PUFA

estdo representadpos principalmente pelo acido eicosapentaendico (C20:5n-3) na

grande maioria das algas analisadas.

A concentragdo para o acido eicosapentaendico (C20:5n-3) se apresentou

elevada, isto €, acima de 50% em trés espécies, ficando P. cartilagineum com

concentragdo mais baixa entre as espécies estudadas.

A concentracdo de EPA
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encontrada para P. endiviifolia foi de 12,67mg/g de MS representando 65,72% de FA
total, em P. decipiens a concentracdo encontrada ficou em 8,71mg/g de MS ou
78,91% do total de FA e para I. cordata a concentracdo foi de 5,16mg/g de MS
correspondente a 52,78% do total de FA. A espécie P. cartilagineum apresentou
11,12mg/g MS de EPA representando 21,04% de FA total.

90 84,8
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60
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40
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10

76,7

45,1

Concentracao (%)

Iridaea cordata Palmaria Plocamium Pyropia
decipiens  cartilagineum  endiviifolia

Algas vermelhas

Figura 19 — Média dos percentuais de acidos graxos poliinsaturados em algas vermelhas do filo
Rhodophyta

A macroalga P. endiviifolia possui uma concentragdo mais elevada de acido
eicosadiendico (C20:2n-6) do que de alfa linolénico e y-linolénico. As concentracdes
para acido eicosatriendico (C20:3n-6) foram detectados em P. endiviifolia com
0,52mg/g de MS ( 2,71% de FA total), 0,36mg/g de MS (3,36% de FA total) em P.
decipiens, 0,19mg/g de MS (3,58% de FA total) em P. cartilagineum e I. cordata com
0,08mg/g de MS (0,78% da FA total). Além disso, quantidades significativas de acido
araquidénico (C20:4n-6) em 6leos de algas de todas as espécies examinadas foram
encontrados estando seus valores entre 0,02mg/g de MS (0,22% de FA total) para
P. decipiens e 0,94mg/g MS (4,87% do total de FA) para P. endiviifolia.
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6. DISCUSSAO

Os niveis de éacido laurico (C12:0) e miristico (C14:0) encontrados nas
macroalgas da Antartica ficaram em média dentro dos resultados esperados para a
divisdo Rhodophyta (PEREIRA et al., 2012; GINNEKEN et al., 2011), sdo acidos
graxos que em niveis altos associados a baixos niveis de &cidos graxos
poliinsaturados elevam a colesterolemia (aumento de LDL-c), proporcionando o
surgimento de doencas coronarianas (SIRI-TARINO et al.,, 2010). No caso das
espécies estudadas o indice elevado, principalmente de miristico (C14:0) é
contrabalanceado pelos altos niveis de ARA em |. cordata e P. cartilagineum e de
EPA em P. decipiens. As concentracdes encontradas para o acido palmitico (C16:0)
foram altas em todas espécies, porém altos niveis de PUFA nas algas associado a
conversdo do C16:0 a palmitoléico (C16:1n-7) pela enzima dessaturase A9
(desaturase do estearil-CoA) e a &cido estearico (C18:0) pela acdo de enzimas
alongases (DOBRZYNA; NTAMBI, 2005) néo torna o consumo destas algas, com
niveis altos de C16:0, um agravante para problemas coronarianos. O acido estearico
(C18:0) encontrado em concentragcdes moderados nas algas |. cordata, P. decipiens,
P. endiviifolia e P. cartilagineum pode seguir duas rotas bioquimicas em mamiferos
formando outros &acidos graxos saturados de cadeia longa ou podem sofrer a acdo
de enzimas dessaturases A9 e formar o acido oleico (C18:1n-9¢c). A acédo das
dessaturases sobre o acido estearico (C18:0) é rapida, acontecendo no figado
convertendo-o rapidamente ao &cido oleico, um &acido monoinsaturado que néo
aumentando os niveis de colesterolemia no organismo humano (SIRI-TARINO et al.,
2010).

A divisdo Rhodophyta se caracteriza por apresentar, na maioria das
espécies, grande concentracdo de acidos graxos poliinsaturados das familias
omegas 3 e 6 em relacéo a acidos graxos saturados (BERGE; BARNATHAN, 2005;
PEREIRA et al., 2012). As algas |. cordata, P. decipiens, P. endiviifolia foram
analisadas e apresentaram resultados satisfatérios em &cidos graxos totais com
niveis altos de poliinsaturados, principalmente C20:5n-3, resultados semelhantes
aos encontrados para I. cordata por Khotimchenko, Vaskovsky e Titlyanova (2002) e
Palmaria palmata (Rhodophyta) por Ginneken et al. (2011). A espécie P.
cartilagineum mostrou estatisticamente uma relacdo préxima entre acidos graxos

saturados (2,5mg/g MS) e poliinsaturados (2,4mg/g MS), resultado semelhante aos
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encontrados para Plocamium violaceum (Rhodophyta) na relacdo PUFA/SFA
(KHOTIMCHENKO; VASKOVSKY;TITLYANOVA, 2002). Este acumulo de uma
determinada classe de acido graxo, saturado ou insaturado pelas algas, esta
intimamente relacionado a disponibilidade de luminosidade e stress ambiental
(variacbes grandes de temperatura da agua). Algas como I. cordata, P. decipiens, P.
endiviifolia ocorrem em regides intertidais (WIENCKE; CLAYTON, 1988; ZIELINSKI,
1990; OLIVEIRA et al., 2009; BECKER et al., 2011) que se caracterizam por grandes
variacbes nos niveis de marés, ocasionando grandes exposi¢cdes a temperaturas
negativas (CLARKE, 1988), consequentemente um aumento nos niveis de PUFA,
essencial para manter a regulacdo dos fluidos de membranas (STEVENSON;
BOTHWELL; LOWE, 1996) Na zona infralitoral, onde é encontrada a macroalga P.
cartilagineum (ZIELINSKI, 1990; OLIVEIRA et al., 2009) as varia¢gOes de temperatura
sdo amenas, ocorrendo com diferenga de no méaximo 2°C (KAIN, 1989), ndo sendo
necessario o acumulo de PUFA pelas algas. Estudos de algas realizados por Graeve
et al. (2002) em ambiente controlado mostraram valores elevados para acidos
graxos saturados e valores reduzidos para poliinsaturados, diferentes ao
encontrados para a mesma espécie (P. decipiens) coletada na Antartica. Estes
valores encontrados por Graeve et al. (2002) corroboram com estudos que mostram
a influéncia de temperaturas amenas no aumento da concentracdo de SFA total
(GRESSLER et al., 2010; KUMARI et al., 2010; GRESSLER et al., 2011; PEREIRA
et al., 2012). Estes indices altos de poliinsaturados encontrado em algas de
ambientes gelados, também esta relacionado a sua associacdo aos fosfolipidios,
que sdo os principais constituintes das membranas celulares e sao 0s responsaveis
em fornecer protecdo a grandes variacbes térmicas, auxiliam na fluidez de
membrana e protecéo a fotoinibicdo (BECKER; GRAEVE; BISCHOF, 2010). Entre os
PUFA encontrados em maior concentracdo estdo o EPA, AA e o &cido cis-8,11,14-
eicosatriendico (C20:3n-6). O DHA apareceu em baixa concentragdo em todas as
espécies analisadas, sendo este resultado esperado, pois concentracdes altas deste
acido graxo poliinsaturado sdo encontradas principalmente em peixes marinhos
(RODACKI et al.,, 2012) que consomem algas e fitoplancton ricos em EPA, e
posteriormente os transforma bioquimicamente em DHA (SMITH et al.,2009). A
maior concentracdo de EPA entre as quatro espécies foi encontrado em P.
endiviifolia, sdo valores acima dos encontrados para o filo Rhodophyaa de
ocorréncia em algas de clima temperado (KUMARI et al., 2010; GINENEKEN et al.,
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2011; PEREIRA et al.,, 2012) e de ambientes controlados (GRAEVE et al., 2002;
BECKER; GRAEVE; BISCHOF, 2010). O EPA tem sido descrito como modulador da
colesterolemia, pois inibe a atividade da enzima acil-CoA:1,2- diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) responsavel pela sintese de triacilglicerol na formacao de
tecido adiposo (RUSTAN et al., 1988) . Os dados encontrados por Khotimchenko,
Vaskovsky e Titlyanova (2002) para algas vermelhas do norte de Califérnia
coletadas no més de novembro, onde as temperaturas naquela regido sdo amenas
entre 6°C e 12°C, se mostraram proximos para os acidos palmitico (C16:0), acido
eicosapentaendico (C20:5n-3) e araquidbnico (20:4n-6) encontrados nas algas
roddéfitas da Antartica para o género Plocamium. Para os demais géneros e para
espécie |. cordata os valores encontrados corroboram com os dados da literatura, 0s
guais mostram, para ambientes de temperaturas mais elevadas, um aumento nas
concentracdes para o acido palmitico (C16:0) e valores abaixo de 50% para o acido
eicosapentaendico (C20:5n-3) mostrando ser a temperatura um grande fator de

aumento dos acidos graxos poliinsaturados em algas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o0s objetivos propostos para o trabalho de identificacdo e
quantificacdo de acidos graxos nas macroalgas Iridaea cordata, Palmaria decipiens,
Plocamium cartilagineum , Pyropia endiviifolia do filo Rhodophyta pode se concluir
que as macroalgas do continente antértico apresentaram concentracdes baixas de
acidos graxos saturados na maioria das espécies, com excecdo de Plocamium
cartilagineum, a qual apresentou propor¢cdes similares de acidos graxos saturados e
poliinsaturados.

As macroalgas da Antartica do filo Rhodophyta apresentaram elevadas
concentracdes de &cidos graxos poliinsaturados com énfase nos acidos graxos all-
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n3) e araquiddnico (20:4n-6), os quais
somados se apresentaram como majoritarios na maioria das algas estudadas com
excecdo de P. cartilagineum.

Os resultados obtidos mostraram que fatores ambientais como a baixa
temperatura influenciam na composicéao lipidica das macroalgas. Esta resposta das
macroalgas da Antartica ao estresse ambiental se demonstra com o aumento de
acidos graxos poliinsaturados, os quais ficaram na faixa entre 45,04 e 84,83% e na
baixa concentracdo de acidos graxos saturados encontrados, entre 12,38% e
46,61%.
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APENDICE A

Cromatogramas de Iridaea cordata, Palmaria decipiens, Plocamium cartilagineum ,

Pyropia endiviifolia
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Figura — Cromatograma da espécie |. cordata. A numeracao indica: 6 (C12:0); 8 (C14:0); 9 (C14:1n-
5); 10 (C15:0); 12 (C16:0); 13 (C16:1n-7); 14 (C17:0); 15 (C17:1n-7); 16 (C18:0); 17 (C18:1n-9c); 18
(C18:1n-9t); 19 (C18:2n-6¢); 21 (C18:3n-6); PI (C19:0 - padrado interno); 22 (C18:3n-3); 23 (C20:0); 24
(C20:1n-9); 25 (C20:2n-6); 26 (C20:3n-6); 27 (21:0); 28 (C20:4n-6); 29 (C20:3n-3); 30 (C20:5n-3); 31
(C22:0); 32 (C22:1n-9); 33 (C22:2n-6); 34 (C23:0); 35 (C24:0); 36 (C22:6n-3); 37 (C24:1n-9).

2.00 3 12 II’I 30
175 13
150 1718

- 19
1.25 16 ” 37
L.00 22 -1-.! 31

5 14 24 [ 2 36
078 15 23 28 || 32 s

. 25
0.50 6 10 29
025 | | J. ’ ( a3
o.00H \m—-u_.__.dl P M N N 't Lll J. il L.ul_ll_}\_.\__,.-\.\..l'l..._
25 5.0 75 10.0 125 150 173 20.0 225 250

Figura — Cromatograma da espécie P. decipiens. A numeracao indica: 6 (C12:0); 8 (C14:0); 9
(C14:1n5); 10 (C15:0); 12 (C16:0); 13 (C16:1n-7); 14 (C17:0); 15 (C17:1n-7); 16 (C18:0); 17 (C18:1n-
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Figura — Cromatograma da espécie P. endiviifolia. A numeracgéo indica: 6 (C12:0); 8 (C14:0); 9
(C14:1n-5); 10 (C15:0); 12 (C16:0); 13 (C16:1n-7); 14 (C17:0); 15 (C17:1n-7); 16 (C18:0); 17
(C18:1n-9c¢); 18 (C18:1n-9t); 19 (C18:2n-6¢); 21 (C18:3n-6); PI (C19:0 - padrdo interno); 22 (C18:3n-
3); 23 (C20:0); 24 (C20:1n-9); 25 (C20:2n-6); 26 (C20:3n-6); 28 (C20:4n-6); 29 (C20:3n-3); 30
(C20:5n-3); 31 (C22:0); 32 (C22:1n-9); 33 (C22:2n-6); 35 (C24:0); 36 (C22:6n-3); 37 (C24:1n-9).
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APENDICE B

Espectros de massas dos acidos graxos poliinsaturados encontrados em

Iridaea cordata, Palmaria decipiens, Plocamium cartilagineum , Pyropia endiviifolia
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