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1. INTRODUCAO

A derivatizacdo € um processo que permite a conversdo de grupos
funcionais tais como OH, NH e SH em grupamentos menos polares. Esse
procedimento aumenta a volatilidade e melhora a estabilidade do analito em
técnicas como a cromatografia gasosa (CG). De uma forma geral, ocorre a partir
da reacao de acidos graxos (AGs) com metanol na presenca de um catalisador
bésico ou acido, sob aquecimento, convertendo os AGs a seus respectivos ésteres
metilicos (EMAGS).

Devido aos varios tipos de catalisadores existentes, a derivatizacdo pode
seguir uma catélise acida onde sao utilizados reagentes como &cido sulfurico, acido
cloridrico e trifluoreto de boro, ou uma catalise basica onde se utiliza hidroxido de
sbédio ou de potassio. Ha ainda a possibilidade de se utilizar a catalise mista, na
qual se utiliza reagentes basicos e acidos sequencialmente (CHRISTIE; HAN,
2012).

Os AGs sao compostos que contém cadeias de carbonos médias ou longas
ligados a um grupo terminal carboxila, os quais podem apresentar ou nao duplas
ligagbes. Os AGs que ndo contém duplas ligagbes em sua estrutura sao
classificados como saturados (AGSs), os que contém uma dupla ligacdo sdo
monoinsaturados (AGMIs) e, acima de duas, sdo poli-insaturados (AGPISs)
(NELSON et al., 2008; CHRISTIE; HAN, 2012).

As fontes de AGs encontradas na natureza podem ser provenientes de
diversas matrizes vegetais como, por exemplo, frutos, sementes, oleaginosas e
algas. Dentre essas matrizes, pode-se destacar as macroalgas da Antértica, as
guais podem apresentar uma concentracao relativamente alta de AGPIs, a exemplo
os &cidos linoléico (18:2n6) e alfa-linolénico (18:3n3). Tais acidos sado considerados
importantes tanto para as algas quanto para a nutricdo humana visto que estéo
relacionados com a prevencdo de doencas cardiovasculares e de tumores
(CORSOLINI et al, 2002).

O processo de derivatizacdo possibilita a identificacdo de EMAGs através da
cromatografia gasosa com detector por ionizagcdo em chama, que se apresenta
como um detector universal, de alta sensibilidade e baixo custo.

Neste contexto, a adaptacdo de metodologias de derivatizacdo para andlise em
GC-FID se torna necessaria a fim de se obterem reagbes mais rapidas e com
resultados mais exatos empregando reagentes menos toxicos (RUIZ-RODRIGUEZ
et al., 2010).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar trés procedimentos
convencionais de derivatizacdo para AGs nas macroalgas antarticas Gigartina
skottsbergii e Pyropia endiviifolia.
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2. METODOLOGIA

As algas G. skottsbergii e P. endiviifolia foram coletadas na Peninsula
Antartica durante o més de dezembro de 2013. As amostras foram liofilizadas e
acondicionadas ao abrigo da luz e de altas temperaturas. Para a extracdo, seguiu-
se a metodologia modificada de BLIGH; DYER (1959) onde, em 1 g de biomassa
foi adicionado 30 mL de uma solugdo metanol/cloroférmio (2:1) e agitou-se por 30
min. a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionou ao sistema 10 mL de
cloroférmio e 10 mL de solu¢do aquosa de sulfato de sédio 1,5% (m/v). Apoés, a
mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante 30 min. e a fase organica foi separada
e evaporada em um rotaevaporador.

A derivatizagdo dos AGs foi efetuada de acordo com trés diferentes
metodologias. No método de HARTMANN; LAGO (1973) a biomassa extraida foi
diluida em 6 mL de solu¢do metandlica de hidréxido de sédio 0,5 M e colocada sob
refluxo a 80 °C por 8 min. Posteriormente foi adicionado 15 mL do reagente de
Hartmann, mantendo sob refluxo por 5 min., seguido da adicdo de 25 mL de éter
de petroleo e 50 mL de agua deionizada. A fase organica foi separada, seca em
sulfato de sodio anidro e evaporada em um rotaevaporador.

Seguindo a metodologia de MOSS et al. (1974) foram adicionados 6 mL de
uma solucdo de KOH 2 % em metanol (m/v) a fracao lipidica, sob agitacéo e
aguecimento a 80 °C por 8 min. Posteriormente foram adicionados 7 mL de BFs
sob agitacdo por um periodo de 2 min. Apéds, foram acrescidos 5 mL de uma
solucéo aquosa de NaCl 20 % (m/v), sendo resfriado sob repouso. A fase organica
foi separada com hexano em funil de separacao e seca em rotaevaporador.

A terceira metodologia testada seguiu de acordo com JHAM et al. (1982),
onde adicionou-se 10 mL de solu¢do metandlica de KOH 0,5 M a fracao lipidica e
a mistura foi colocada sob refluxo por 5 min. A 100 °C. Posteriormente, foram
adicionados 4 mL de uma solu¢éo de HCI em metanol 4:1 (v/v), sendo mantida sob
refluxo por um periodo de 15 min. A fase organica foi separada com 6 mL de agua
destilada e 9 mL de éter de petroleo, e seca em rotevaporador. Os AGs
derivatizados através das metodologias descritas foram caracterizados em
equipamento

GC-FID Shimadzu com auto-injetor AOC-20i empregando um padréo interno
de nonadecanoato de metila (C19:0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As metodologias de MOSS et al. (1974), HARTMANN; LAGO (1973) e JHAM
et al. (1982) para as algas G. skottsbergii e P. endiviifolia (Tabela 1) se mostraram
eficientes no processo extrativo, pois os resultados apresentados mostraram
diferencas nos perfis analisados, isto é, houve variagdo entre os tipos de AGs e
suas concentracoes.

Os métodos de JHAM et al. (1982), HARTMANN; LAGO (1973) e de MOSS
et al. (1974), para a macroalga G. stkottsbergii, apresentaram respectivamente 14,
8 e 7 AGs extraidos sendo que entre os saturados o acido C16:0 apresentou maior
concentracdo em todos os métodos, bem como o &cido C18:1n9c. Entre os AGPIs,
0 acido C18:2n6¢ apresentou maior concentracao para os metodos de Moss et al.
(1974) e HARTMANN; LAGO (1973). Porém, para o método de Jham et al. (1982),
o AGPI com maior representatividade foi o C20:5n3.

Na alga P. endiviifolia foram extraidos 12, 5, e 14 AGs para MOSS et al.
(1974), HARTMANN; LAGO (1973) e JHAM et al. (1982), respectivamente. O
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mesmo padrédo de maior concentracdo para o acido C16:0 foi observado em todos
0s métodos. Entre os AGMIs, o que apresentou melhor resultado foi o C18:1n9c
para os métodos de MOSS et al. (1974) e JHAM et al. (1982). Nos trés métodos, o
AGPI com maior concentracdo foi o C20:5n3. Os resultados encontrados
corroboram com a literatura (PATERNOSTRO, 2013).

TABELA 1. Perfil de 4cidos graxos nas algas G. skottsbergii e P. endiviifolia

Acido Gigartina skottsbergii Pyropia endiviifolia
Graxo
A B C A B C
C14:0 6,46 6,06 1,89 - - -
C15:0 - - 0,68 - - -
C16:0 52,63 54,66 13,97 48,24 50,48 37,26
C17:0 - - 1,55 - - -
C18:0 5,27 2,41 4,27 1,81 - 1,11
C20:0 - - 1,28 - - 0,58
>AGSs 67,36 63,13 23,64 50,05 50,48 38,95
C20:1 - - - 4,64 7,99 3,84
Cl6:1 2,37 - 0,52 2,88 - 4,65
C18:1n9c 19,11 17,51 6,58 5,38 3,35 5,51
C22:1n9 - - - 0,68 - 0,58
C24:1 - - 1,67 - - -
Y AGMls 21,48 17,51 8,77 13,58 11,34 14,56
C20:2 - - - 1,12 - 1,73
C18:2n6¢c 11,87 10,41 1,92 5,84 7,15 2,77
C18:3n3 - 3,39 0,11 0,96 - 0,74
C20:3n6 - - - 1,95 - 2,14
C20:4n6 - 3,49 0,23 2,12 - 2,12
C20:5n3 2,27 2,09 60,25 21,28 31,11 32,5
C22:6n3 - - 5,06 - - 3,05
> AGPIs 14,14 19,38 67,57 33,27 38,26 45,05

(A) Moss etal. (1974); (B) Hartmann; Lago (1973); (C) Jham et al. (1982); -: ndo detectado.

De uma forma geral foi possivel observar que houve uma diferenca na
concentracdo entre as classes de AGs. No processo extrativo de AGSs o0 método
mais eficiente foi o de MOSS et al. (1974), porém para AGPIs a melhor metodologia
foi a de JHAM et al. (1982) com rendimentos distintos entre os dois métodos nas
algas estudadas. Estes resultados sugerem que, ao se analisar amostras
desconhecidas, é necessario utilizar mais de um método a fim de se obter melhores
resultados na determinacdo de AGs (SALIMON et al., 2014).

Alguns motivos podem explicar as variacdes encontradas entre os EMAGs
analisados sendo que os principais podem ser a decomposi¢cdo dos AGs durante
as analises bem como os diferentes reagentes utilizados nas derivatizagbes. A
solucdo metandlica comercial de trifluoreto de boro, por exemplo, se degrada mais
rapidamente do que o acido sulfarico e o acido cloridrico. Esses acidos oferecem
ainda outras vantagens como baixo custo, menor toxicidade e menor impacto
ambiental (CHRISTIE, 1989).

Cabe ainda destacar que, para que o0s resultados sejam confiaveis, essas
solucdes devem ser preparadas antes das andlises evitando sua estocagem e
possivel degradacdo. Outro fator importante a ser levado em consideracdo é a
presenca de outros compostos interferentes na andlise, tais como carboidratos e
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proteinas, as quais podem interagir de formas distintas com os acilglicerois e com
0s reagentes utilizados no processo (SCHLECHTRIEM et al., 2008; MARTINS et
al., 2012).

4. CONCLUSOES

Os métodos de MOSS et al. (1974), HARTMANN; LAGO (1973) e JHAM et
al. (1982) para as macroalgas G. skottsbergii e P. endiviifolia se mostraram
eficientes na derivatizacdo de AGs. Porém, devido a inUmeros compostos
interferentes que as algas podem apresentar deve-se fazer uma analise criteriosa
na escolha do método de derivatizacéo a fim de se obter resultados mais precisos.
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