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Resumo: O objetivo desse estudo foi investigar a capacidade antioxidante em
peixes marinhos e em Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com
racdo suplementada, aplicando a metodologia de ORAC (Oxigen Radical
Absorbance Capacity) e analisando separadamente os antioxidantes hidrofilicos e
lipofilicos. Além disso, esse trabalho buscou realizar um levantamento da
composicdo em Aacidos graxos, nas amostras mencionadas, utilizando a
cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de ionizacdo em chama. Por fim
foi proposta uma nova metodologia de extracdo de lipidios totais em tecido muscular
de peixes. Dessa forma, este trabalho foi dividido em quatro capitulos, em que o
capitulo | se refere ao levantamento bibliogréfico, o capitulo 1l aborda as informacdes
referentes ao estudo de incorporacdo de acidos graxos e antioxidantes em tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com ra¢&o enriquecida com 6leo de chia
(Salvia hispanica) e extrato etanolico da casca do abacate (Persea americana).
Neste estudo, foi constatado um aumento no total de acidos graxos 6mega-3 e na
capacidade antioxidante da fracéo lipofilica (L-ORAC)) nos tratamentos onde
houve a insercdo do Oleo de chia apds 45 dias de alimentacdo. No Capitulo Il foi
realizado um levantamento da capacidade antioxidante e da composi¢do em &cidos
graxos de seis espécies de peixes comuns na costa sul brasileira. Todas as
espécies apresentaram quantidades significativas dos acidos  graxos
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), sendo que
um coeficiente de correlacéo de Person (r) de 0,72 foi obtido entre os acidos graxos
poli-insaturados e a capacidade antioxidante dos compostos lipofilicos. O capitulo
IV apresenta a proposta de uma metodologia de extracao de lipidios totais (LT) de
tecido muscular de peixes, utilizando solventes de menor toxidade, como uma
alternativa a metodologia de Bligh & Dyer (1959). N&o foi verificado diferenca
estatistica (p<0,05) nos teores de LT obtidos pela metodologia proposta e a de Bligh
& Dyer.

Palavras-chave: 6mega-3, Chia, abacate, antioxidante.

VI



Abstract: The aim of this study was to investigate the antioxidant capacity of
hydrophilic and lipophilic extracts from fish muscle tissue, applying ORAC
methodology (Oxygen Radical Absorbance Capacity). A study of fatty acid
composition and the development of a new method for total lipids extraction were
also performed. This study was divided into four chapters, in which Chapter | is the
review, Chapter Il deals with the information related to the study of fatty acids and
antioxidants incorporation in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fed with diet enriched
in chia (Salvia hispanica) oil and avocado (Persea americana) peel extract. That
study found an increase in total omega-3 fatty acids and antioxidant capacity of
lipophilic fraction (L-ORAC{y) in treatments where there was the inclusion of chia oil
after 45 days of feeding. In Chapter Il a survey of antioxidant capacity and fatty acid
composition of six fish species common in the southern brazilian coast was
conducted. All species showed significant amounts of fatty acids eicosapentaenoic
(EPA, 20: 5n-3) and docosahexaenoic (DHA, 22: 6n-3), a Person's correlation
coefficient (r) of 0.72 was obtained between poly-unsaturated fatty acids and
lipophilic antioxidant capacity. Chapter IV presents the proposed methodology for
total lipids (TL) extraction from fish muscle tissue, using lower toxicity solvents, as an
alternative methodology for Bligh & Dyer (1959). There was no statistical difference

(p <0.05) in the levels of TL obtained by the proposed method and the Bligh & Dyer.

Keywords: omega-3, chia, avocado, antioxidant.
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Introducéo Geral

Os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos, Sdo nutrientes
importantes para o organismo humano. Estdo presentes nas mais diversas formas
de vida e desempenham importantes fungdes na estrutura das membranas celulares
e nos processos metabdlicos (Large et al., 2004; Martin et al., 2006).

Alguns acidos graxos sao sintetizados pelo organismo, por meio da sintese de
novo, outros devem ser obtidos pela dieta, tais como o acido alfa-linolénico (18:3n-3,
LNA) e o acido linoleico (18:2n-6, LA) (Perini et al.,, 2010; Martin et al., 2006;
Carvalho et al., 2003).

Por meio do LNA e do LA o organismo € capaz de sintetizar acidos graxos
poli-insaturados n-6 e n-3 (AGPI n-6 n-3) de cadeia mais longa como o acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), e o0 acido
araquidoénico (AA, 20:4n-6), que sao de importancia fundamental para a boa
manutencado da saude (Farhat et al., 2011; Mazza et al., 2007; Passi et al., 2002).

Estes processos metabdlicos sdo mediados pelas enzimas chamadas
elongases e dessaturases, as quais participam tanto da formagédo dos AGPI n-6
quando dos AGPI n-3, resultando assim em uma competicdo metabdlica entre os
dois grupos de acidos graxos (Salem, 1999).

Dessa forma recomenda-se uma ingestao equilibrada dos acidos graxos n-6 e
n-3. Simopoulos, 2011 sugere que uma razao entre n-6/n-3 em torno de 1:1, contudo
em dietas ocidentais essa razao € muito superior, podendo estar correlacionada com
doencas cardiovasculares, degenerativas e também a satude mental.

Além dos estudos com acidos graxos, muitos trabalhos vém sendo
desenvolvidos, relatando os beneficios e a acdo dos antioxidantes na saude humana
(Bagchi et al., 2000; Biglari et al., 2008). Porém a andlise desses compostos tanto
nos alimentos ingeridos quanto em organismo vivos ndao é uma tarefa trivial (Huang
et al., 2005).

Assim pesquisas na area de alimentos, buscando novas técnicas para a
determinacdo de compostos como acidos graxos e antioxidantes, bem como
alimentos que possuem maiores quantidades dessas substancias é de fundamental

importancia para a sociedade.



Dessa forma esse trabalho teve como objetivo geral fazer um levantamento
da concentracdo em acidos graxos em tecido muscular de seis espécies de peixes
marinhos e de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), criadas em cativeiro com
racao suplementada, utilizando a cromatografia em fase gasosa acoplada a detector
de ionizagcdo em chama.

Além disso, buscou-se determinar, nessas amostras, a capacidade
antioxidante de compostos lipofilicos e hidrofilicos utilizando a metodologia de ORAC
(Oxigen Radical Absorbance Capacity). Além de desenvolver uma nova metodologia
para a extracdo de lipidios totais em tecido muscular de peixes, mantendo a
eficiéncia da extracdo de diferentes classes de lipidios (polar e neutra) substituindo

solventes de alta toxidade.
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Revisao Bibliografica

1. Piscicultura

No Brasil a piscicultura, como atividade econdmica, teve inicio em 1980 e
mesmo com a falta de experiéncia e conhecimento das técnicas, baixa qualidade
genética e inexisténcia de uma dieta nutricionalmente adequada, a atividade foi
crescendo (Nogueira, 2007).

Na década de 90 pesquisas em manejo comecaram a surgir, fazendo com
que as ragles preparadas atendessem as necessidades nutricionais do pescado
(NRC, 1993). Dessa forma os custos com alimentagdo na piscicultura representam
hoje, cerca de 70% dos custos de producao (Meer et al., 1995).

Dentre os peixes cultivados, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma
das mais importantes para a piscicultura devida sua alta taxa de crescimento,
adaptabilidade em diversas condic¢des, criacdo e boa aceitagcdo pelo consumidor,
principalmente pela excelente textura e auséncia de espinhas intramusculares (Lima
et al., 2000; Kubitza, 2000).

Nutricionalmente as tilapias do Nilo, assim como a maioria dos peixes de
aguas continentais, apresentam baixos teores dos acidos graxos poli-insaturados da
série 6mega-3 (AGPI n-3) como os acidos alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3),
eicosapentanoico (EPA, 20:5n-3) e docosohexaenoico (DHA, 22:6n-3), quando
comparado com peixes marinhos (Stevanato et al.,, 2008; Luzia et al.,, 2003;
Visentainer et al., 2003).

Isso é agravado pela qualidade nutricional da dieta oferecida aos peixes
criados em cativeiro. Na grande maioria dos casos a qualidade lipidica da racao é
baixa, com grandes excessos de 6mega-6 e baixas quantidades de dmega-3, que
tem reflexo direto na composicéo lipidica da carne do animal (Weaver et al., 2008;
Hossain, 2011).

Um estudo recente publicado por Carbonera et al., (2014) mostra que é
possivel classificar peixes de agua doce de acordo com sua origem, cultivo ou
selvagens, levando em consideracdo sua composi¢cdo em acidos graxos, mostrando
que a alimentacdo do animal tem interferéncia direta na composicdo em acidos

graxos .



2. Acidos graxos

Os Acidos graxos (AG) sdo acidos carboxilicos, principais componentes das
moléculas de triacilglicerois (TAG), 0s quais sdo constituintes dos 6leos e gorduras.
Em uma molécula de TAG (Figura 1) os AG estéo ligados na forma de ésteres a uma

molécula de glicerol (Geris et al., 2007).

Figura 1. Molécula de triacilglicerol (R1, R2, R3 séo unidades de acidos graxos,
gue podem ser iguais ou diferentes).

Os AG podem ser classificados de acordo com o comprimento da cadeia
carbOnica em curta (< 8 carbonos), média (8 a 16 carbonos) e longa (= 18 carbonos),
e de acordo com as insatura¢cdes em saturado (sem insatura¢des), monoinsaturado
(uma insaturacdo) e poli-insaturado (duas ou mais insaturacdes) (Fennema, 1996).
As propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos 6leos e gorduras dependem da
estrutura e distribuicdo dos AG presentes nas moléculas dos TAG (Solomons,
2002).

2.1. Acidos graxos 6mega-3 e dmega-6

Os acidos graxos poli-insaturados 6mega-6 e 0mega-3, apresentam
insaturacdes separadas apenas por um carbono metilénico, com a primeira

insaturacdo no sexto e terceiro carbono, respectivamente, enumerado a partir do



grupo metil terminal de acordo com a nomenclatura 6mega (Martin et al., 2006). A
Figura 2 apresenta a estrutura dos principais acidos graxos pertencentes a essa

familia .

H,C 3 4 6 7 9 10 12 14 16 COQOH
Acido alfa-linolénico (6mega-3)
2z 5 8 11 14 17 19
1/\—_/\:/\:/\:/\:/\/\CDOH
HC 3 4 6 7 9 10 1213 15 16 18 20

Acido eicosapentaendico (6mega-3)

2 5 8 11 14 17 20 22
1A A A A A A COOH

HC 3 4 6 7 910 1213 1516 18 19 21

Acido docosahexaendico ( dBmega-3)

2 4 6 7 91012 13 15 16 18 20
AN VNN — COOH
HC 3 5 8 1 14 17 19

Acido araquidénico ( émega-6 )

Figura 2 . Estrutura dos principais acidos graxos da familia 6mega-6 e 6mega-3 (Perini et al., 2010).

Estudos demostram a importancia dos acidos graxos poli-insaturados da
familia 6mega-3, (AGPI n-3) especialmente os acidos alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3),
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), na
prevencao de varias doencas (Passi, 2002; Mazza, 2007; Weaver, 2008).



O EPA e DHA podem atuar na prevengdo de doencas cardiovasculares,
cancer, reducdo do risco de doencas coronérias, diminuicdo do indice glicémico,
artrite reumatoide, além de desempenhar papel vital no desenvolvimento e funcéo
do sistema nervoso central e sistema reprodutivo (Weaver, 2008).

Os beneficios dos AGPI n-3 juntamente com o 4cido araquidénico (AA, 20:4n-
6), da série n-6, estdo associados com a sintese dos eicosandides, tais como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Weaver et al., 2008; Tonial et al.,
2009).

Os acidos graxos EPA, DHA e AA podem ser adquiridos da dieta, ou podem
ser sintetizados através do LNA, precursor do EPA e DHA e do acido linoléico(LA,
18:2n-6), precursor do AA. Esses processos metabodlicos sdo mediados pelas

enzimas chamadas elongases e dessaturases (Figura 3) (Simopoulos, 2002).

18:3n-3 (LNA) 18:2n-6 (LA)
l A6 - dessaturase l
18:4n-3 18:3n-6
l Elongase l
20:4n-3 20:3n-6
l A5 - dessaturase l
20:5n-3 (EPA) 20:4n-6 (AA)
l Elongase l
22:5n-3 22:4n-6
l A4 - dessaturase l
22:6n-3 22:5n-6

Figura 3. Conversédo dos acidos graxos acido alfa-linolénico ( 18:3n-3, LNA) e acido linoleico(18:2n-6,
LA) em &cidos graxos de cadeia longa.

Embora o organismo humano seja capaz de produzir acidos graxos de cadeia
muito longa, a partir do LNA e do LA, sua sintese € afetada por diversos fatores que
podem tornar a ingestdo desses acidos graxos essencial para a manutencao de uma

condicao saudavel (Martin et al., 2006).



Nesse sentido os peixes, especialmente os marinhos, sdo uma rica fonte
desses acidos graxos, principalmente o acido eicosapentaenoico (EPA, 20n-3) e o
acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) (Jabeen et al., 2011; Alasalvar et al., 2002).

A American Heart Association (AHA) recomenda para um publico em geral,
comer pelo menos duas por¢cbes de peixe por semana, ja para pacientes com
doencas cardiovasculares é recomendado o consumo de um grama de EPA+DHA
por dia (Weaver et al., 2008).

O fato de se encontrar maiores quantidades de EPA e DHA em peixes
marinhos esta relacionado a dieta desses peixes. Na base da cadeia alimentar a
principal fonte de energia esta nos fitoplanctons e zooplanctons. Essas espécies, de
origem marinha, sdo ricas em acidos graxos 6mega-3, enquanto que as de agua
doce possuem maior quantidade de acidos graxos 6mega-6 (Sargent et al., 1999;
Tocher & Ghioni, 1999).

3. Capacidade antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como compostos que inibem ou
retardam a oxidacdo de outras moléculas, causado principalmente por espécies
reativas de oxigénio (ERQO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Velioglu et al.,
1998; Huang et al., 2005).

Nos sistemas biolégicos a superproducdo de ERO e ERN, ligada a
insuficiéncia de mecanismos antioxidantes, podem levar a um estresse oxidativo, um
processo nocivo que pode ser um importante mediador de danos nas estruturas
celulares, incluindo lipidios, membranas, proteinas e DNA (Ribeiro et al., 2013).

Pesquisas mostram que os antioxidantes podem estar correlacionados a
prevencdo de problemas crénicos de saude tais como cancer, doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e arteriosclerose (Bagchi et al., 2000; Biglari
et al., 2008).

Os antioxidantes possuem também um papel de destaque, para a industria de

alimentos. Atuam na inibicdo de processos de oxidacao lipidica (Figura 4), que leva
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a formacdo de produtos indesejaveis, comprometendo a vida de prateleira e a

seguranca alimentar.

Iniciacéo RH —» Re + He

Propagacéo Re + O, —» ROO-
|+ROO- + RH—> ROOH + Re

Término ROQe¢ + Re —» ROOR
ROOs + ROOs —» ROOR + 0O, ; Produtos estaveis
Re+ Re —»RR

Figura 4. Etapas da reacdo radicalar, em que: RH=Substrato, Re=radical livie. ROOQOe<=radical
peréxido, ROOH=Hidroperoxido (Ramalho & Jorge 2006).

Em termos de mecanismo de agédo os antioxidantes podem agir tanto na
etapa de iniciacdo quanto na etapa de propagacéao radicalar (Figura 5), inibindo os
radicais livres e formando produtos com maior estabilidade (Huang et al., 2005).

ROO« + AH —» RH + As
Re + AH —» ROOH + Ae

Figura 5. Mecanismo de ac¢éo dos antioxidantes em que: ROOe e Re = radicais livres; AH =
antioxidante, A= radical inerte (Ramalho & Jorge, 2006).

0s antioxidantes podem atuar através de outros mecanismos. Capturando
oxigénio do meio (removedores de oxigénio), através de rea¢des quimicas estaveis,
tornando-o assim indisponivel para atuar como propagador da oxidacdo. Podem agir
também complexando ions metélicos principalmente cobre e ferro (agentes
guelantes) que catalisam a oxidag¢ao, ou simplesmente ndo ter nenhuma atividade
antioxidante, porém aumentam a atividade antioxidante de outras substancias
(sinergistas) (Ramalho et al., 2005).

A importancia dos antioxidantes, tanto nos sistemas bioldégicos como na

industria de alimentos, trds um desafio em se tratando de andlise desses compostos
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(Huang et al., 2005). Nao existe uma metodologia oficial para avaliar a capacidade
antioxidante total de uma amostra em funcdo da grande complexidade desses
compostos (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005). Em sistemas biologicos, por
exemplo, existem pelo menos quatro fontes gerais de antioxidantes: enzimas,
moléculas com elevada massa molecular (albumina, eruloplasmina, ferritina),
pequenas moléculas com baixa massa molecular (acido ascorbico, tocoferol,
carotenoides, e alguns horménios (estrogénio, melatonina, etc). Além de varias
fontes de radicais livres (Cerqueira et al., 2007; Prior et al., 2005), tais como: O;",
HO’, NO’, ONOO’, RO(O)".

3.1. ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity)

A metodologia de ORAC é um método fluorimétrico, desenvolvido inicialmente
por Cao et al. em 1993, e baseado em trabalhos de DeLange & Glazer, 1989.

O método original consiste em medir a diminuicdo na fluorescéncia da
proteina beta-ficoeritrina, como um resultado da perda da sua conformacao quando
sofre danos oxidativos causados por uma fonte de radicais peroxila (ROOQOe) (Cao et
al., 1993).

O uso da beta-ficoeritrina teve uma série de desvantagens, como,
fotossensibilidade e interacdo com compostos fenodlicos. Para resolver este
problema, Ou et al., (2001) propds o uso da fluoresceina como molécula alvo.

Dentre as metodologias aplicadas, in vitro, atualmente o método de ORAC
utilizando a fluoresceina (ORACE) € uma das mais conceituadas, principalmente
pela fonte radicalar utilizada (radical peroxila) (Zueleta et al., 2009; Prior et al., 2005;
Cao et al., 1993).

Os antioxidantes podem inibir a atividade dos radicais por doagéo de elétron
ou por doacdo de atomo de hidrogénio, a metodologia de ORAC se enquadra ao
altimo caso (Huang et al., 2005).

O método consiste basicamente no fato do radical peroxila formado no meio

reacional intencionalmente originado pela molécula de AAPH (2,2'-Azobis(2-
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amidinopropane) dihydrochloride) (Figura 6), atacar a fluoresceina formando um
produto nao fluorescente (Figura 7) (Ou et al., 2001; Cao et al., 1993,).

HaC  CHj T\JH % HsC CHs
HzN 2 HuN "
2 | N,}N NHZ XEHCETO:"' 2 ,_;D‘- tINa
NH HaC CHgz C1” *NH,
AAPH radicais peroxila

Figura 6 . Formacao do radical peroxila (ROOQe) a partir da molécula de AAPH (Zulueta et al., 2009).
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FLa R;=CDOH, R ; = OCOOH

Figura 7. Mecanismo proposto por Ou et al., 2001, para oxidacdo da fluoresceina na presenca do
radical peroxila formado pelo AAPH.

O antioxidante no meio reacional doa um atomo de hidrogénio para o radical
peroxila estabilizando-o e dessa forma mantendo por um tempo maior a intensidade

da fluorescéncia (Prior et al., 2005).
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A atividade antioxidante é determinada através da diferenca entre a area da
amostra pela area do branco, (Net AUC) (Figura 8) (Zulueta et al., 2009; Prior et al.,
2005).
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< *
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[94]
*
3 . ®
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2 * e
= *x* %00 @
Tempo {min)

Figura 8. Exemplo de um grafico obtido apés analise de ORAC. A area entre o branco e a amostra é
referente ao NET (AUC - Under the curve).

O método original de ORAC mede apenas a capacidade antioxidante de
compostos hidrofilicos, excluindo os compostos lipofilicos. Contudo, para se tornar
um meétodo mais aplicavel Huang et al., 2002 inseriu o uso de uma solu¢do 50%
acetona/50% agua (v/v), contendo 7% de Randomina metil beta-ciclodextrina

(RMCD) para solubilizar os antioxidantes lipofilicos.

4. Chia (Salvia hispanica L.)

Nativa do sul do México e norte da Guatemala a Chia (Salvia hispanica L.)
(Figura 9) se torna cada vez mais importante para a saude e nutricdo humana,
devido ao sua composicdo em acidos graxos e ao seu alto teor de Oleo (25-39%)
(Ayerza, 1998; Ting et al., 1990).
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Sua composicao lipidica apresenta cerca de 60% de LNA, valores bem alto
comparados com a soja que possui em torno de 2-10% de LNA (Milinsk et al., 2008;
Ayerza, 1998).

Figura 9. Chia (Salvia hispanica L).

Além da excelente qualidade lipidica, apresenta também em sua composi¢ao
fitoesterdis, vitaminas do complexo B, minerais, compostos com capacidade
antioxidante e fibras dietéticas (Ayerza, 1998; Munoz et al., 1999).

Suas proteinas séo de alta digestibilidade sendo encontradas em maior teor
(19-23%) se comparado a quinoa, aveia, amaranto, trigo, milho, cevada e arroz,
além de apresentar os aminoacidos alanina, arginina, glicina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina e valina
(Ayerza et al., 1998).

5. Casca de abacate (Persea americana)

O abacate tem origem no México e na America central. E um fruto tropical
importante comercialmente, sendo o0 México o maior produtor e consumidor desse
produto (Tango et al., 2004).

Uma de suas caracteristicas marcantes é o alto teor de lipidios, em torno de
30%. A parte comestivel do fruto é rico em &cidos oleico, acido palmitico e o acido
linoleico, além de compostos como vitamina E e carotendides (Vieites et al., 2012).
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O fruto possui uma grande quantidade de mesocarpo, cerca de 70%, sendo o
restante casca e semente.

Estudos recentes mostram que a capacidade antioxidante da casca de
algumas variedades de abacate, mediante analise de ORAC, obtiveram valores em
meédia de 205 pmol TE/g de amostra fresca (Wang et al., 2010).

Comparando esses valores com os obtidos, usando a mesma metodologia,
em frutos como: banana (19,33 umol TE/g de amostra fresca) manga (10,02 pmol
TE/g de amostra fresca), e até mesmo a sua parte comestivel (5,25 umol TE/g de
amostra fresca) a capacidade antioxidante desse residuo pode ser considerada
elevada, além disso a casca representa uma parcela consideravel do fruto (em torno
de 20%) (Wu et al., 2004; Villa-Rodriguéz et al., 2011).

Sub-produtos de frutas podem ser aplicados, por exemplo, para
melhoramento nutricional de racfes oferecidas para animas. Carbonera et al.,
(2014), utilizou residuo de acerola em racdo oferecida a tilapias do Nilo, com o
intuido de aumentar a capacidade antioxidante dos filés obtendo resultados

positivos.
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Capitulo Il
Quantificacéo de acidos graxos e capacidade antiox  idante em filés

de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas com

Oleo de Chia (Salvia hispanica L.) e extrato de antioxidante natural
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Resumo: Neste estudo foi avaliado o efeito da incorporacdo de Oleo de chia e
extrato de casca de abacate na dieta de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em
0, 15, 30 e 45 dias de tratamento. Foi observado um aumento no total de acidos
graxos dmega-3 (n-3) no tecido muscular das tilapias (29,01 a 78,81 mg g™). Entre
os acidos graxos n-3 o acido graxo alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3) apresentou um
aumento de 6 vezes apoOs 45 dias de alimentacdo. Ocorreu um aumento na
capacidade antioxidante no tecido muscular das tilapias na fracao lipofilica, (L-
ORAC{F)) de 3,40 a 19,50 pumol de TE g* no tratamento com 6leo de chia. Nas
fragcbes hidrofilicas (H-ORAC)) ndo houve diferenca entre os tratamentos e
periodos, indicando que o excesso de compostos antioxidantes de natureza
hidrofilica/polar sdo eliminados pelo organismo do animal. Assim o Oleo de chia
contribuiu para um aumento da qualidade nutricional tanto em termos de acidos

graxos quanto de capacidade antioxidante.

Palavras-chave: 6mega-3,0RAC, Tilapia, abacate
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Abstract: In this work, the effect of chia oil and avocado extract to the diet of Nile
tilapias (Oreochromis niloticus) was evaluated in 0, 15, 30 and 45 treatment days.
There was an increase in total omega-3 (n-3) fatty acid content of fish muscular
tissue (29.01 to 78.81 mg g* TL). Among n-3 fatty acids, the amount of alpha-
linolenic acid (LNA, 18:3n-3) increased in six times after 45 feeding days. The
greatest increases of antioxidant capacity were observed in lipophilic fraction (L-
ORAC ) from 3.40 to 19.50 pmol of ET gl) from fish treated with chia oil, while
differences between treatments and periods were not detected in hydrophilic
fractions (H-ORAC ), indicating that excessive amounts of antioxidant compounds
are excreted by the animal organism. Thus chia oil contributed for a nutritional quality
enhancement of Nile tilapia, both in terms of fatty acid content and total antioxidant

capacity.

Keywords: omega-3, ORAC, tilapia, avocado
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1. Introducéo

As tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) se destacam como uma das
espécies mais usada na aquicultura em nivel mundial, devido a sua alta taxa de
crescimento, adaptabilidade em diversas condi¢gdes de criagéo e boa aceitagéo pelo
consumidor.

Contudo a criacao desses peixes em cativeiro gerou uma interferéncia na sua
dieta natural. A dieta oferecida aos peixes criados em cativeiro pode trazer riscos a
saude humana, pela composicdo em 4&cidos graxos adquirido pelos animais,
principalmente pelo elevado teor de acidos graxos 6mega-6 presentes na racao.
(Weaver et al., 2008; Hossain, 2011).

Isso é agravado pelo fato de peixes de agua doce como as tilapias, possuirem
naturalmente baixas quantidades dos acidos graxos 6mega-3 como o alfa-linolénico
(LNA, 18:3n-3), eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o docosahexaenoico (DHA,
22:6n-3), em relagcdo a peixes marinhos (Tonial et al., 2009). Estes acidos graxos
poli-insaturados 6mega-3 (AGPI n-3) atuam na prevencdo de varias doencas
(Weaver et al., 2008; Mazza et al., 2007; Passi et al., 2002).

Estudos estdo sendo realizados com o intuito de aumentar os teores de AGPI
n-3 no tecido muscular de tilpias cultivadas, a partir da dieta fornecida ao pescado,
usando como fonte de lipidios sementes ou Oleos ricos em 6mega-3, tais como a
linhaca (Carbonera et al., 2014; Wing-Keong et al., 2013; Tonial et al., 2009;
Visentainer et al., 2005; Justi et al., 2003,).

Nesse sentido a semente de Chia (Salvia hispanica), pode ser uma excelente
fonte lipidica em dietas fornecidas aos pescados por apresentar na sua Composi¢ao
cerca de 60% de LNA, além de fitoesterdis, vitaminas do complexo B (riboflavina,
niacina e tiamina), minerais (calcio, fésforo, potassio, zinco e cobre), fibras dietéticas
além de compostos que apresentam capacidade antioxidante (Ayerza, 1998; Ixtaina
et al., 2011).

A maioria das pesquisas realizadas sobre a determinacdo de compostos
antioxidantes esté ligada principalmente as frutas. Restritas pesquisas existem sobre

a determinacao e incorporacédo de antioxidante em tecido animal (Wu et al., 2008).
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Carbonera et al.,, 2014 utilizou sub-produto da acerola para elevar a
capacidade antioxidante em tecido muscular de tilapias do Nilo, alcancando bons
resultados.

A vantagem de se usar um sub-produto esta relacionada ao baixo custo.
Nessa linha de pensamento a casca de abacate pode ser uma excelente opgéao de
reaproveitamento por apresentar capacidade antioxidante relativamente elevada, e
representar uma parcela consideravel do fruto (em torno de 20%) (Wang et al., 2010;
Villa-Rodriguez et al., 2011; Wu et al., 2004).

Neste sentido, o presente trabalho investigou a incorporacdo de &cidos
graxos 6mega-3 e a capacidade antioxidante no tecido muscular de tilapias do Nilo
alimentados com racéo enriquecida com 6leo de chia e antioxidante natural obtido

da casca do abacate.
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2. Materiais e métodos
2.1. Tratamentos e amostragem

O experimento foi conduzido no laboratério de pesquisa no Departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Maringa durante 45 dias, no periodo de 9 de
abril a 24 de maio. Os tratamentos foram feitos em triplicata (trés tanques por
tratamento), totalizando 12 tanques, com capacidade de 1000 L cada. Em cada
tanque, foram distribuidos 20 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) com peso
individual de 15 + 1g, sendo que no total foram utilizados 240 individuos.

Os tratamentos foram realizados seguindo uma formulagdo isocaldrica e

isoprotéica (Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo das racdes utilizadas nos diferentes tratamentos

Tratamentos
Ingredientes (%) Controle TI T THI
Farelo de milho 37,39 37,39 37,39 37,39
Farelo de soja 32,08 32,08 32,08 32,08
Farelo de visceras de peixes 14,00 14,00 14,00 14,00
Farelo de trigo 8,00 8,00 8,00 8,00
Arroz quirera 5,00 5,00 5,00 5,00
EECA - 0,14 - 0,14
Oleo de soja 1,90 1,90 - -
Oleo de Chia - - 1,90 1,90
Fosfato bicélcico 0,22 0,22 0,22 0,22
Sal comum (NacCl) 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix 0,50 0,50 0,50 0,50
L-lisina HCI 0,06 0,06 0,06 0,06
DL-metionina 0,06 0,06 0,06 0,06
L-treonina 0,07 0,07 0,07 0,07
Acido propriénico 0,10 0,10 0,10 0,10
L-triptofano 0,02 0,02 0,02 0,02
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Composicdo proximal*
umidade (%) 9,63 + 0,04 7,94 + 0,08 8,61°+0,12 7,57° + 0,04
cinzas (%) 5,40% + 0,03 5,682 £ 0,03 5,59% + 0,04 5,70+ 0,05
Proteina bruta (%) 33,33%+0,48 33,712+ 0,66 32,322+ 0,58 33,377+ 0,64
Lipidios totais (%) 6,38+ 0,06 6,732+ 0,14 6,082+ 0,16 7,322+£0,11

Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey; EECA= Extrato
etandlico da casca de abacate; Premix = Complexo vitaminico; BHT: butil-hidroxitolueno; Controle = Oleo de
soja; Tl =0,14% EECA; Tll = 1,90% de 6leo de chia, TlIl = 0,14% de EECA e 1,90% de 6leo de chia.
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Tratamento | (T1) — racdo basica acrescida de 0,14% de extrato etandlico da casca
de abacate (EECA);
Tratamento Il (TIl) — rac&o béasica acrescida de 1,90% de 0leo de chia;
Tratamento Il (TIII) — rac&o béasica acrescida de 0,14% de EECA e 1,90% de 6leo de
chia;
Racao controle — ragéo basica acrescida de 1,90% de 6leo de soja.

Foi realizado um periodo de adaptacao de 10 dias utilizando a ragéo controle.
ApoOs este periodo, foram coletados 20 individuos aleatoriamente para as analises
do tempo zero. Apés este procedimento foram fornecidas as ragfes suplementadas
e a cada 15 dias, foram coletadas 5 tilapias por tanque. As tilapias foram abatidas

filetadas e acondicionadas a -18 °C até o inicio das analises.

2.2. Preparo do extrato etandlico da casca de abac ate

Os abacates foram coletados na regido de Maringa no més de margo de
2012. Os frutos foram lavados e secos em papel toalha. A casca foi separada da
polpa e semente, embaladas a vacuo em sacos plasticos e congeladas para
preparacao dos extratos.

As cascas foram moida e em seguida, adicionou-se o etanol na proporc¢ao de
1:10 (m/v) para preparacao do extrato. A mistura foi agitada durante quatro horas em
agitador magnético com protecdo da luz, o extrato foi entdo filtrado e seco com

pressdo reduzida em rota evaporador (Boroski et al., 2011).

2.3. Composicao Proximal
As analises dos teores de umidade, cinzas e proteina bruta foram realizadas

conforme técnicas da AOAC (1998). Os lipidios totais foram extraidos segundo
meétodo Bligh & Dyer (1959).
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2.4. Analise cromatografica dos ésteres metilicosd e acidos graxos

A metilacdo dos acidos graxos foi realizada segundo o método de Joseph &
Ackman (1992) utilizando como reagente o trifluoreto de boro (BF3) em metanol. Os
ésteres metilicos de acidos graxos foram separados em um cromatégrafo a gas da
marca Thermo, modelo trace ultra 3300, equipado com detector de ionizacdo em
chama e coluna capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de cianopropil/polisiloxano). O
fluxo de H, (gas de arraste) foi de 1,2 mL/min, com 30 mL/min de N, (make up); e 35
e 300 mL/min, para o H; e ar sintético, respectivamente, para a chama do detector.
O volume injetado foi de 2,0 pL, utilizando split 1:80, sendo as temperaturas do
injetor 200 °C e do detector 240 °C. A rampa foi programada com a temperatura
inicial da coluna a 165 °C durante 7,0 min, elevada a 185 °C a uma de taxa de
4,0 °C/min, mantida por 4,67 min, foi elevada novamente a 235 °C em uma taxa de
6,0 °C/min e mantida por 5,0 min, totalizando 30,0 min de corrida cromatogréfica. Os
tempos de retencdo dos analitos e as porcentagens de éarea dos picos
correspondentes foram obtidos usando integragao pelo Software Chromquest verséo
5.0. Os &cidos graxos foram identificados a partir da comparacao de seus tempos de
retencdo com padrdes SIGMA (USA) de composicéo conhecida.

A quantificacdo absoluta dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada
usando padronizacdo interna com o metil éster do acido tricosanoico (23:0), da
marca SIGMA (USA), e os calculos realizados segundo método de Joseph &
Ackman (1992). Os valores do fator de correcdo teorico para o FID (detector de
ionizagdo em chama) foram usados para a determinacdo dos valores de
concentracdes (Visentainer, 2012). O teor dos acidos graxos nas amostras foram
calculados em mg g de lipidios totais utilizando a Equaco 1.

AxMp Fer

AG= x 100 Equacao 1
Ap My Fcae

Em que: AG € a concentracdo, em mg, de &cidos graxos por g de lipidios totais, Ax é

a area do pico (acidos graxos), A, € a area do pico do padrédo interno (PI) metil
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éster do acido tricosandico (23:0), Mpé amassa do Pl (mg)adicionada a
amostra, My € a massa da amostra (mg), Fcr é o fator de correcéo teodrico e Fcae € 0
fator de conversdo necessario para expressar 0os resultados em mg de acidos

graxos.

2.5. Andlise da capacidade antioxidante por L-ORAC (. e H-ORACk

O procedimento de preparacdo dos extratos lipofilicos e hidrofilicos para
analise de ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) foi baseado na metodologia
de Wu et al., 2008. Os filés de Tilapia foram moidos, liofilizados e peneirados (80
mesh). Para as amostras de rac6es o processo de liofilizacdo néo foi necessario.

Pesou-se 0,5 + 0,05 g de amostra e, primeiramente, foi extraida a parte
lipofilica com 10,0 mL de hexano. A mistura foi sonicada por 5 min a 37°C e durante
este periodo agitou-se duas vezes por 30 s cada. ApOs este tempo as amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min sendo que apds 5 min agitou-se
mais 30 s. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 min a 4000 rpm em uma
centrifuga refrigerada da marca Sanyo modelo Harrier 18/80. Apés este periodo o
sobrenadante foi transferido para um baldo de fundo chato, sendo o precipitado
submetido ao mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram combinados e
concentrados em rotaevaporador rotativo, diluidos com 1,5 mL de acetona e 4,5 mL
de RMCD 7% (randomina metil B ciclodextrina).

A extracdo hidrofilica foi realizada com o residuo restante da extracdo
lipofilica. Foram adicionados 10,0 mL de uma mistura acetona:agua:acido acético
(70; 29,5; 0,5 v/v/v) aos tubos, que foram entdo sonicados a 37°C por 5 min, sendo
gue durante este periodo foram agitados 2 vezes por 30 s cada. As amostras foram
deixadas a temperatura ambiente por 10 min sendo que durante este periodo foram
agitadas 2 vezes por 30 s cada. Apés este periodo foram centrifugadas por 15 min
a 4000 rpm. O sobrenadante foi coletado em um baldo volumétrico de 25,00 mL e a
operacao foi repetida. Os sobrenadantes foram combinados e o volume do baldo
completado com solucéo extratora.

A capacidade antioxidante foi determinada, de acordo com Huang et al., 2002,

em espectrofluorimetro da Perkin Elmer, modelo Victor™X4, utilizando microplacas.
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Foram adicionados as microplacas 20,0 pL dos extratos preparados
anteriormente e diluidos apropriadamente com a mesma solucdo extratora. Para o
branco e a curva de calibracdo foram utilizados 20,0 yL da solucdo extratora ou
das solucdes de Trolox®. Adicionou-se 200,0 pL de fluoresceina com concentracao
de 4,0 nmol L*, preparada a partir de uma solucdo estoque (1,0 mmol L) em
tampao fosfato pH 7,0.

A microplaca foi inserida no espectrofluorimetro, aguardando-se 5 min, para
gue as solucdes presente na microplaca chegassem a temperatura de analise de
37°C. Em seguida, foram adicionados 75,0 pL de AAPH (2,2-azobis(2-
aminopropane) dihydrochloridre) com concentracéo de 17,2 mg mL™ para a analise
de L-ORAC e de 8,6 mg mL™ para H-ORAC. Iniciou-se imediatamente a leitura
totalizando 30 ciclos com intervalos de 1 min. O comprimento de onda da emissao
e excitacao foram 515 e 485 nm, respectivamente.

Os resultados foram expressos em pmol equivalente Trolox® (TE) por grama
de amostra seca. Sendo calculado pela equacdo da reta obtida pelas curvas de

calibracao:

y=0,1957x + 1,8651 (r*= 0,9856) L-ORAC
y=0,3412x + 1,7224 (r*= 0,9916) H-ORAC

Em que: x é o valor de ORAC expresso em pmol g* TE e y é a area abaixo da
curva de decaimento da fluorescéncia (AUC) da amostra ou padrdo menos a area
abaixo da curva de decaimento da fluorescéncia do branco sendo que AUC pode
ser calculado conforme equacéao 2:

AUC= (1+f1/fo + fz/fo+...fn+1/fo) (2)

Em que f, é a intensidade de fluorescéncia inicial e f, € a intensidade de

fluorescéncia no tempo n.
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2.6. Andlise Estatistica

2.6.1. Racdes e capacidade antioxidante dos filesd e tilapia

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos das
analises foram comparados usando analise de variancia (ANOVA) com nivel de
significancia de 5 %, pelo programa Statistica 7.0 e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey.

2.6.2. Acidos graxos dos filés de tilapia

A fim de avaliar a contribui¢cdo individual das variaveis: LNA, LA, EPA, DHA
AA, somatorio de acidos graxos saturados (SFA), somatério de acidos graxos mono-
insaturados (MUFA), somatorio de poli-insaturado (PUFA), somatério de 6mega-3
(total n-3), somatoério de 6mega-6 (total n-6) e razdo (n-6/n-3), na composicdo em
acidos graxos nos filés de tilapia dos trés diferentes tratamentos (TI, TII, TIIl) nos
periodos de 0, 15, 30 e 45 dias, assim como verificar a quantidade em mg g™ dos
fatores citados acima, foi realizada a analise multivariada de ordenagdo por
escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS-nonmetric multidimensional
scaling).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Primer versao

6.1.6. (Plymouth Routines in Multivariate Ecological Research, Plymouth, U.K.).
3. Resultados e discusséo
3.1. Ganho de massa das tilapias
Durante o periodo do experimento os peixes indicaram boa aceitabilidade das

racdes de todos os tratamentos. A Figura 1 representa o ganho de massa dos peixes
submetidos a cada tratamento durante o periodo de 45 dias.
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Figura 1. Média do ganho de massa dos peixes submetidos a diferentes tratamentos com racdes
suplementados: Tl = extrato etandlico da casca do abacate, Tll= 6leo de chia, TllI= 6leo de chia mais
extrato etandlico da casca de abacate, no periodo de 45 dias.

Os filés de tilapias referentes ao tratamento Il apresentaram o maior ganho de
massa, enquanto que nos tratamentos | e Ill foi observada uma tendéncia similar
entre si, e nos casos em que foi administrada racao controle para 0s peixes ocorreu
um ganho de massa menor do que o observado para os demais experimentos. O
valor de massa, para o tratamento controle, ficou praticamente constante no periodo
de 30 e 45 dias.

3.2. Quantificagédo de acidos graxos

3.2.1.Rac0les

Os resultados da quantificacdo dos acidos graxos das racdes formuladas para
os diferentes tratamentos estdo expressos na Tabela 2.
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A concentracdo de LNA aumentou de 204,80 mg g™ de LT na rac&o a base de
6leo de soja para 1141,72 mg g* de LT nas racdes com 6leo de chia, (tratamento I1),
enquanto que a concentracdo de LA diminuiu de 2407,63 mg g* de LT para 1937,33
mg g de LT. Assim, estas alteracées proporcionaram uma reducdo nos valores de

razao n-6/n-3 de 12,27 (controle) para 1,70 (tratamento II).

Tabela 2. Quantificacdo de &cidos graxos em mg 100g™ de rac&o dos diferentes tratamentos.

Tratamento
Controle TI TII THI
14:0 16,90+ 1,05 16,91% + 0,11 16,26 + 0,88 16,032 + 0,34
15:0 3,782+0,18 3,64°+0,15 3,68%+ 0,24 3,69%+ 0,01
16:0 957,43 + 36,25 968,15% + 18,92 924,55% + 30,07 926,20% + 19,44
161n-9 7,843+ 0,46 6,66° + 0,43 8,162 + 0,57 6,91° + 0,07
16:1n-7 51,8723+1,73 52,292+ 0,93 52,67 @ +1,73 53,092+ 1,24
17:0 11,342 +0,83 9,49°+ 0,33 8,83" + 0,04 9,64° + 0,22
17:1n-11 5,312 +0,43 4,32° + 0,08 5,222 + 0,23 3,99+ 0,45
17:1n-9 4,442 +0,08 4,752 + 0,68 5,73+ 0,11 4,722+ 0,03
18:0 229,12%+ 7,63 229,61%+5,19 232,26% 7,52 231,36% + 3,67
18:1n-9 1647,463 + 59,47 1668,502 + 26,25 1397,57° + 42,89 1415,28° + 27,23
18:1n-7 76,142 + 4,33 76,712 + 1,08 66,47° + 2,16 67,62° + 1,56
18:2n-6 2407,63%+ 89,77 2405,89° + 39,09 1937,33°+ 64,55 1962,94° + 39,93
18:3n-6 4,172+ 0,32 4,082 +0,12 5,13+ 0,08 5,12° + 0,04
18:3n-3 204,80 + 11,76 203,182 +2,79 1141,72° + 40,81 1165,79° + 24,99
20:0 22,23 + 0,97 23,55+ 1,10 21,47+ 1,41 21,23°+0,11
20:1n-9 1,643 + 0,04 1,723 +0,05 1,602 +0,11 11,97° +0,37
20:1n-7 12,673 +0,73 12,042 + 0,91 12,062 + 0,72 6,78" + 0,79
22:0 30,33 +1,61 28,41% 0,63 29,42% 0,96 29,59° + 0,81
24:0 12,273 + 0,41 11,29° + 0,51 10,38° 40,15 9,82°+0,12
AGS 1283,40 2 + 37,12 1291,05 2 +19,67 1246,85 2 + 31,06 1247,552+ 19,81
AGMI 1807,362 + 59,66 1826,982 + 26,32 1549,48° + 42,99 1570,36° + 27,31
AGPI 2616,602 102,44 2613,15% + 39,19 3084,18" + 76,37 3133,85" + 47,11
yn-3 204,802 + 11,76 203,182 +2,79 1141,72° + 40,81 1165,79° + 24,99
Yn-6 2411,802 +101,77 2409,972 + 39,09 1942,46° + 64,55 1968,05° + 39,93
n-6/n-3 12,273 +0,07 11,862 + 0,02 1,70° + 0,05 1,72° + 0,03

Controle= éleo de soja, Tl= extrato etandlico da casca do abacate, Tll= dleo de chia, TllI= 6leo de chia e extrato etandlico
da casca do abacate. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.
AGS=somatorio de AG saturados; AGMI=somatorio de AG mono-insaturados; AGPI=somatorio de AG poli-insaturados; n-
6= somatorio de AG n-6; n-3=somatorio de AG n-3.

A concentracdo de LNA aumentou de 204,80 mg g™ de LT na racéo a base de
6leo de soja para 1141,72 mg g™ de LT nas racdes com 6leo de chia, (tratamento I1),
enquanto que a concentracdo de LA diminuiu de 2407,63 mg g* de LT para 1937,33

35



mg g™ de LT. Estas alteracées proporcionaram uma reducéo nos valores de razéo n-
6/n-3 de 12,27 (controle) para 1,70 (tratamento II).

O complemento da ragcdo com extrato natural de antioxidante ndo afetou a
composi¢cdo em acidos graxos independente da fonte lipidica (TI e TIII). Isso ocorre
devido ao reduzido teor de LT da casca de abacate.

Os acidos graxos majoritarios saturados, monoinsaturados e poli-insaturados
foram: &acido palmitico (16:0), o &cido oléico (18:1n-9) e o linoleico (18:2n-6)
respectivamente, em todos os tratamentos e no controle. Valores similares foram
observados por outros autores que utilizaram 6leos vegetais como fonte oleaginosa
(Justi et al., 2003, Tonial et al., 2009, Karapanagiotidis et al., 2007).

3.2.2. Filés de tilapia

Avaliando os graficos gerados pelas analises multivariada de ordenacéo por
escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS), (Figura 2 e 3) pode-se
observar que nas variaveis estudadas houve diferenca, tanto com a racdo
oferecida, quanto com o tempo de tratamento.

Observa-se nos graficos gerados que o TIl e TIII foram similares tanto nos
periodo de 15 dias de tratamento quanto nos de 30 e 45 dias, a diferenca observada
ocorreu que em 30 e 45 dias formou-se um grupo similar, distinto do periodo de 15
dias.

Para o Tl formou-se outro grupo similar no periodo de 30 e 45 dias, enquanto
que em 15 dias esse tratamento ficou similar ao tempo 0, diferente dos tratamentos
em que foi adicionado o 6leo de chia (Tl e TIll) que apresenta uma diferenciacao do
TO ja nos primeiros 15 dias de tratamento.

Analisando cada varidvel nota-se pela Figura 2 (A) que a concentracao de
LNA aumentou nos filés de tilapia, com a suplementacdo do 6leo de chia nas
racoes, passando de 9,65 mg gt de LT no tempo 0 para 59,21 e 53,25 mg g* LT em
45 dias no tratamento Il e |lll, respectivamente, sendo um aumento de

aproximadamente 6 vezes.
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Figura 2. Anadlise multivariada de ordenagdo por escalonamento multidimensional nao-métrico

(NMDS) da composicao de acidos para as variaveis: LNA (A), LA (B), EPA (C), DHA (D) e AA (E) dos

files de tilapia dos tratamentos: Tl (0,14% de extrato etandlico da casca de abacate, TIl ( 1,90% de

Oleo de chia) e TIII (0,14% de extrato etandlico da casca de abacate e 1,90% de 6leo de chia) .

Quanto maior o circulo cinzento, maior a quantidade em mg g'l de LT do acido graxo correspondente.
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Figura 3. Andlise multivariada de ordenacédo por escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS) da
composicao de acidos para as variaveis: Total n-3 (A), Total n-6 (B), Total MUFA (C), Total SFA (D), Total
PUFA (E) e razdo n-6/n-3 (F) dos filés de tilapia dos tratamentos: Tl (0,14% de extrato etanodlico da casca
de abacate, TII ( 1,90% de 6leo de chia) e Tl (0,14% de extrato etandlico da casca de abacate e 1,90% de
6leo de chia) . Quanto maior o circulo cinzento, maior a quantidade em mg g* de LT do &cido graxo
correspondente.

Esse aumento foi mais expressivo até o periodo de 30 dias, sendo que a
quantidade encontrada nesse periodo praticamente dobrou em relacdo ao periodo
de 15 dias. Em TI, a concentracdo de LNA teve um pequeno aumentou apoés 30 dias
de tratamento, pois o0 Oleo de soja, utilizado na formulacdo da racdo desse

tratamento, contem em média 40 mg g de LNA (Milinsk et al., 2008). Apesar do
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Oleo de soja conter LNA, a quantidade de LA é aproximadamente de 12 vezes maior
(491 mg g*LT).

E importante destacar que o 6leo de soja é uma das fontes lipidicas mais
utilizada na fabricacéo de racdes para peixes de cativeiro (Hossain, 2011).

O LA apresentou concentragdes proximas, (Figura 2 (B)) em todos os
tratamentos e periodos, isso porque a concentragdo desse acido graxo nos 06leos de
soja e chia, presente nas racdes formulados dos diferentes tratamentos, estdo na
mesma ordem de grandeza.

A concentragdo de EPA (Figura 2 (C)) e DHA (Figura 2 (D)) também foi maior
em TIl e TII. Isso era esperado, pois houve um aumento do LNA, nesses
tratamentos, precursor dos acidos graxos EPA e DHA.

Apesar do aumento na concentracdo de EPA durante o periodo de
confinamento os valores encontrados séo baixos, isso porque o EPA é um substrato
da B-oxidacéao, e precursor dos eicosanoides (Al-Souti et al., 2012).

O &cido graxo AA (Figura 2 (E)) apresentou 0 mesmo comportamento em
todos os tratamentos, sendo que a concentracdo se elevou até 30 dias e depois
diminuiu no periodo de 45 dias.

Os resultados de n-3 e n-6 totais (Figura 3 (A) e (B)) foram muito semelhantes
aos encontrados para o LNA e para o LA, pois estes sao respectivamente 0s
maiores contribuintes para estes somatorios.

A razdo n-6/n-3 (Figura 3 (F)) teve um decréscimo de 5,97 no tempo 0 a 2,58
e 2,83 nos tratamentos Tl e Tl no periodo de 45 dias. Isso em termos nutricionais,
€ importante pois uma razao n-6/n-3, 6tima para a saude humana esta entre 1 e 2
(Simopoulos, 2011).

Os somatorios de MUFA, SFA e PUFA (Figura 3 (C), (D) e (E)) apresentaram
valores bem proximos em todos os tratamentos e periodos. Nesses somatorios 0s
principais contribuintes foram os &cidos graxos, oléico (18:1n-9), palmitico (16:0) e
linoleico(18:2n-6) respectivamente.

Os majoritarios para os SFA e MUFA foram os mesmos encontrados por
Moreira et al., (2001) em trés espécies de peixes de agua doce do Brasil e por Justi
et al., (2003) em tilapias do Nilo.
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Em anexo as Tabelas 3, 4 e 5 apresentam todos os &cidos graxos
encontrados em cada tratamento nos diferentes tempos de abate.

3.3. indice de Qualidade Nutricional

A qualidade lipidica de um alimento pode ser estimada levando em
consideracdo trés indices: aterogenicidade, trombogenicidade e razdo entre os
acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (Ramos Filho et al.,
2010).

Assim como os &cidos graxos poli-insaturados e acidos graxos mono-
insaturados, protegem contra algumas doencas, os acidos graxos saturados 12:0,
14:0 e 16:0 podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de aterosclerose, a qual
se caracteriza pelo entupimento dos vasos sanguineas, neste sentido utiliza-se o
indice de aterogenicidade (IA) para estimar a qualidade da fragé&o lipidica.

Acidos graxos saturados de cadeia menor que 12 ou maior que 16 n&o
elevam o nivel de colesterol do sangue e desta forma nao séo utilizados no calculo
de IA. Os acidos graxos saturados 14:0, 16:0 e 18:0 podem ser responsaveis por
infartos e derrames, sendo o indice de trombogenicidade (IT) utilizado para
comparar diferentes alimentos e dietas.

Desta forma, baixos valores de IA e IT, assim como, elevados valores da
razado entre acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH) sao
preferiveis para uma dieta de melhor qualidade lipidica (Ulbricht & Southgate, 1991).

A qualidade da fracdo lipidica para os filés de tilpia submetidos aos
diferentes tratamentos no periodo de 45 dias (Tabela 6) mostrou que os menores
indices de IA e IT foram referentes ao Tratamento Il, onde houve a adi¢cdo do 6leo
de Chia. Conduto, no tratamento | houve um queda nos indices IA e IT, e aumento
no HH, comparado ao tempo O, indicando que a adigcdo de antioxidante na racao
fornecida aos peixes também melhorou os indices de aterogenicidade e
trombogenicidade além de aumentar o valor de HH.

Valores superiores de IA e IT e inferiores de HH foram encontrados em peixes
do pantanal brasileiro como, Jau (1A= 0,62, IT= 1,00, HH= 1,30), Jurupoca (IA=0,56,
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IT=0,89, HH=1,49) e Mandi-prateado (IA=0,51, 1T=0,65, HH=0,65) (Ramos Filho et
al., 2010).

Tabela 6. Qualidade nutricional dos filés de tilapia determinada a partir dos indices de
aterogenicidade, trombogenicidade, e razdo entre 4&cidos graxos hipocolesterolémicos e
hipercolesterolémicos.
Tratamentos
indices Tempo 0 Tl TII TiN
IA 0,48 0,35 0,33 0,35
IT 0,80 0,57 0,42 0,46
HH 2,09 2,98 2,54 2,77

IA = Indice de Aterogenicidade = (12:0 + 4 x 14:0 + 16:0)/[EIMUFA + %(n-6) + %(n-3)]; IT = indice de
Trombogenicidade = (14:0 + 16:0 + 18:0)/[0,5 x X MUFA + 0,5 x 2(n-6) + 3 x £(n-3) + £(n-3)/Z(n-6) HH =
razao entre acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos = [(Z 18:1 cis-9+18:2 n-6+20:4n-
6+18:3 n-3)/( Z 14:0 e 16:0)] (Ramos Filho et al., 2010), TI= extrato etandlico da casco do abacate, TlI=
Oleo de chia, TllI= éleo de chia mais extrato etandlico da casca do abacate.

3.4. Capacidade antioxidante das ra¢fes formuladas e dos filés de tilapia

Os resultados das analises de capacidade antioxidante das amostras de
racdes dos tratamentos I, Il e Il e dos filés de tilapia pelo ensaio de L-ORACk_ e H-
ORACKk, estao expressos na Tabela 7.

Na ragéo controle o valor de capacidade antioxidante foi de 6,08 + 0,45 para
L-ORAC{F, e 12,98 + 0,31 pmol of ET g’ para H-ORAC ). Ja para a ragao do Tl foi
encontrado um maior valor para o ensaio de H-ORAC ) em comparagdo com 0S
valores de L-ORAC ), indicando que os antioxidantes presentes no extrato etanolico

da casca de abacate sdo em sua maioria hidrofilicos.

Tabela 7. Determinagdo da capacidade antioxidante pelo ensaio de ORAC Hidrofilico (H-ORACE) e
lipofilico (L-ORACr ) em pmol de ET g™ de amostras seca das racées e dos filés de tilapia.

Tl T THI
L-ORACE, H-ORACk L-ORACE, H-ORACk L-ORACg_ H-ORACE.
TO 3,40+0,10aA 3,24+0,08aA 3,40+0,13aA 3,24+0,06aA  3,40+0,12aA 3,24+0,09aA
15 8,36+0,28bA 3,95+0,02aB  6,07+0,21bA  2,48+0,08aB  5,19+0,16bA 2,43+0,13aB
30 11,77+0,2bA  1,28+0,04bB  15,77+0,31cC 1,81+0,06bA 12,79+1,01cA 1,58+0,07bB
45 0,39+0,02cA 1,41+0,01bB 19,50+0,25dC 1,74+0,11bB 17,08+0,87dC 2,40%0,15bB
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Racéo 3,74+0,38 18,21+0,87 21,09+1,25 23,11+1,36 22,58+1,34 13,55+0,72

Diferentes letras minlasculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de
Tukey, entre os tempos de cada tratamento e diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre os tratamentos.

Na racéo controle o valor de capacidade antioxidante foi de 6,08 £ 0,45 para
L-ORACy) € 12,98 + 0,31 umol of ET g™ para H-ORAC k). Ja para a ragéo do T foi
encontrado um maior valor para o ensaio de H-ORACF,) em comparacdo com 0s
valores de L-ORAC ), indicando que os antioxidantes presentes no extrato etanolico
da casca de abacate sdo em sua maioria hidrofilicos.

Considerando ainda os valores obtidos para analise de H-ORAC ) observa-
se que em TIII, onde houve a adicdo do extrato etandlico da casca de abacate e do
0leo de chia, ocorreu uma diminuicdo na capacidade antioxidante indicando um
efeito de antagonismo entre os antioxidantes presentes nos dois ingredientes, este
efeito ndo foi observado para a analise de L-ORAC{,, onde as ragbes do
tratamentos Il e Il apresentaram os maiores valores.

Ixtaina et al., (2011) publicaram um estudo sobre a caracterizacao do 6leo de
chia encontraram valores significativos de tocoferois, além de compostos fendlicos
como acido clorogénico, acido caféico, miricetina, quercetina e kaempferol, a maioria
dos compostos fendlicos encontrados no 6leo de semente de chia ndo estédo
presentes em outras oleaginosas (Tuberoso, et al., 2007), isso explica os valores
semelhantes encontrados tanto para L-ORAC quanto H-ORAC . nas ra¢des do
tratamento |II.

As maiores guantidades de compostos antioxidantes nos filés de tilapia foram
observadas no tratamento Il e 1l na analise de L-ORAC (), no periodo de 45 dias, o
que corresponde com os resultados obtidos nas racoes.

Os valores de H-ORACE. foram muito semelhantes em todos os tratamentos,
apesar das analises da racdo do tratamento Il indicar teores de compostos
antioxidantes também elevados, isto acontece, pois os antioxidantes hidrofilicos nédo
sdo acumulados e o0 excesso € excretado, ao contrario dos antioxidantes lipofilicos
que tem maior facilidade em penetrar nas lipoproteinas das membranas celulares e,
por conseguinte apresentam um elevado nivel de biodisponilidade (Huang et al.,
2002, Roleira et al., 2010).
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Um estudo de correlagdes utilizando o coeficiente de Pearson (r) entre o
método de ORAC g lipofilico, hidrofilico, o teor de AGPI e somatério de 6mega-3 foi

realizada e esta representado na Figura 4.

A) B)
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Figura 4. Coeficiente de correlacéo obtidos das curvas de capacidade antioxidante versus (A) teor
de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) e (B) somatorios de acidos graxos dmega-3 (n-3).

Verificou-se correlacdo negativa entre H-ORACF,), AGPI e o somatorio
O0mega-3 em todos os tratamentos. Para a técnica de L-ORAC) o tratamento | néo
apresentou correlagdo com nenhuma das variaveis, no entanto, os tratamentos Il e
[l apresentaram valores de correlacdo consideraveis. Huang et al., 2002 afirmam
gue os acidos graxos poli-insaturados e carotenoides ndo sdo determinados atraves
da técnica de L-ORAC ja que o mecanismo de acdo do ORAC € considerado
como transferéncia de atomo de hidrogénio. Contudo, compostos como tocoferdéis
sdo claramente determinadas por esta técnica.

Normalmente, quantidades elevadas de tocoferbis estdo associados com
elevados teores de AGPI (Ixtaina et al., 2011). Com isso, as correlagdes encontradas
nesse estudo podem indicar que além dos &cidos graxos incorporados pela tilapia
alimentada com ragdo suplementada com o6leo de chia, houve também a
incorporacdo de compostos com capacidade antioxidantes presentes neste 0leo, ja

gue as correlacdes foram verificadas apenasem T Il e T Ill.
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4. Conclusdo

Nos filés de tilapias tratadas com racdo enriquecida com 0Oleo de chia,
ocorreu aumento significativo na concentracdo de acidos graxos AGPI n-3,
principalmente LNA, e consequentemente uma diminuicdo na razao n-6/n-3. Estas
observacgfes foram mais pronunciadas até o periodo de 30 dias. Além disso, nesses
tratamentos foi obtido maior respostas para capacidade antioxidante pelo método de
L-ORAC ), sendo estes valores superiores aos tratamento com extrato etanolico da
casca do abacate. Os extratos hidrofilicos H-ORAC) de todos os tratamentos e
periodos permaneceram praticamente constantes comparados ao tempo zero
indicando que o0 excesso desses compostos sdo eliminados pelo organismo do

animal.
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Tabela 3. Composicéo de &cidos graxos (mg g™ de lipidios totais) e teor de lipidios totais (g 100g™ de
amostra) dos filés de tilapia referentes ao tratamento |I.

Tempo 0 15 dias 30 dias 45 dias
Lipidios totais (g 100g™) 2,82+0,23 3,26 +0,13 3,53+0,10 3,67+0,18
Acidos Graxos (mg g™ LT)
14:0 17,17°+0,62 15,91%°+1,20 14,48°+0,68 14,85+ 0,03
16:0 196,22%+7,46 195,86%+ 5,56 174,84°+3,98 160,25°1,20
16:1n-9 5,07°+0,18 4,91%+ 0,30 5,03%+0,32 4,64%+0,34
16:1n-7 31,08%+1,00 29,77%+2,17 30,97°+2,38 29,74%+2,29
17:0 3,09%+0,12 3,16°+0,13 2,91%+0,24 2,33°+0,19
18:0 69,97°+3,55 65,58°+1,98 55,24°+0,98 47,93°+3,58
18:1n-9 265,86°+10,58 276,47°+16,69 279,50%+5,67 286,24%+6,09
18:1n-7 24,05%+0,91 23,72%+1,44 25,88%+1,42 26,28%+0,94
18:1n-5 2,18%+0,09 2,11%+0,03 2,24%+0,02 2,08%+0,07
18:2n-6 157,78%3,21 175,59°+3,33 205,64°+3,92 209,88°5,02
18:3n-6 7,13%40,10 8,17°%+0,54 9,76°+0,67 8,67°°+0,36
18:3n-3 9,65%+0,13 11,06+0,86 13,29°°+0,84 12,84°+0,24
20:0 2,47°40,06 2,15%°+0,10 1,57°+0,05 1,94%°+0,17
20:1n-9 12,55%+0,63 11,92%+0,83 13,41%+0,27 13,30%+0,38
20:2n-6 6,17°40,28 9,71°+0,37 11,28°+0,47 9,59°+0,74
20:3n-6 9,32%+0,36 10,33%°+0,54 11,85°+0,47 10,26°+0,79
20:4n-6 (AA) 13,46°+0,34 14,73°+0,30 16,86°+0,67 13,29%+0,12
20:4n-3 2,32%40,07 3,13%°+0,03 3,55°+0,16 2,93+0,29
22:0 0,28%+0,02 0,29%+0,01 0,40%+0,02 0,28%+0,02
22:1n-9 0,44%+0,05 0,40°+0,03 0,42%+0,00 0,38%+0,03
20:5n-3 (EPA) 0,57%+0,03 0,45°+0,02 0,46°+0,04 0,35°+0,03
22:4n-3 7,41%40,49 7,61%+0,05 9,72°+0,13 8,63°+0,01
24:0 0,21%+0,01 0,34°+0,03 0,54%+0,04 0,43%+0,03
24:1n-9 3,65°+0,16 2,95°°+0,06 3,13°+0,10 2,61°40,22
22:6N-3 (DHA) 11,96%+0,37 10,21°+0,19 10,39°+0,33 7,97°40,70
AGS 289,41%+ 8,28 283,29%+6,03 249,98"+4,16 228,02"+3,79
AGMI 344,88%+10,69 352,25%+16,92 360,57°+6,32 365,26%+6,59
AGPI 223,44°3,32 247,87°+3,56 289,23%+4,20 281,46%+5,21
yn-3 29,01°+0,62 28,89°+0,88 33,40%°+0,91 29,43"+0,74
Sn-6 173,27°+3,26 195,63"+3,45 228,76%+4,09 229,73%45,15
n-6/n-3 5,97° 0.03 6,77°+ 0,03 6,85+ 0,03 7,81%+ 0,03

Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. AGS = somat6rio de
acidos graxos saturados; AGMI = somatorio de acidos graxos mono-insaturados; AGPI = somatério de acidos graxos

poli-insaturados; n-6 = somatério de acidos graxos émega-6; n-3 = somatorio de acidos graxos 6mega-3.
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Tabela 4. Composicdo de &cidos graxos (mg g™ de lipidios totais) e teor de lipidios totais (g 100g™ de
amostra) dos filés de tilapia referentes ao tratamento Il.

Tempo 0 15 dias 30 dias 45 dias
Lipidios totais (g 100g™") 2,82+ 0,23 3,79+0,15 3,61+0,34 4,18 + 0,01
Acidos Graxos (mg g™ LT)
14:0 17,17°+0,62 16,84%+0,54 14,78°+0,69 15,23°+0,22
16:0 196,22°+7,46 199,82%+10,67 187,03%+1,70 158,15°+2,38
16:1n-9 5,07%+0,18 5,01°+0,29 4,92°+0,39 4,522+0,07
16:1n-7 31,08%+1,00 32,86%+1,92 34,00%+2,69 31,02%+0,27
17:0 3,09%+0,12 3,20°+0,24 2,57°+0,14 2,41°+0,13
18:0 69,97°+3,55 69,80%+2,66 59,85"+4,94 51,05°1,38
18:1n-9 265,86°+10,58 286,56°+15,14 280,63%+3,61 285,16%+2,99
18:1n-7 24,05%+0,91 25,00°+0,78 25,68%+1,73 24,49°+0,03
18:1n-5 2,18%°+0,09 1,96"°40,16 2,34%+0,07 1,83°0,01
18:2n-6 157,78"°+3,21 166,69°+8,67 171,27%+3,95 186,56"+1,74
18:3n-6 7,13%°+0,10 6,67"°+0,33 7,48%+0,49 6,52"+0,07
18:3n-3 9,65%+0,13 28,30°+1,40 47,18°+2,07 59,21%1,39
20:0 2,47%+0,06 2,14%+0,09 1,50°+0,43 1,94a"+0,15
20:1n-9 12,55%+0,63 12,20%+0,15 12,85%0,76 13,642+0,70
20:2n-6 6,17°+0,28 8,59%°+0,27 7,96"+0,53 9,14%+0,34
20:3n-6 9,32%+0,36 9,55%+0,27 8,65%°+0,77 7,88"+0,75
20:4n-6 (AA) 13,46°+0,34 13,74%+0,50 13,17%1,74 10,45°+0,25
20:4n-3 2,32%+0,07 4,76"+0,19 7,70°40,67 9,86°+0,12
22:0 0,28%+0,02 0,75°+0,03 1,40°+0,09 1,39°+0,06
22:1n-9 0,44%+0,05 0,74°+0,02 1,14°0,08 1,24°0,09
20:5n-3 (EPA) 0,57°+0,03 0,67°°+0,03 0,91%+0,05 0,76°+0,08
22:4n-3 7,41%°+0,49 6,95°°+0,19 7,80%+0,15 6,53°40,18
24:0 0,21%+0,01 0,50°+0,03 1,17°+0,04 1,92°+0,09
24:1n-9 3,65%+0,16 4,23°+0,12 5,70°+0,24 5,12°+0,15
22:6n-3 (DHA) 11,96°+0,37 13,06°+0,26 15,95%0,23 13,07°+0,28
AGS 289,41%+ 8,28 293,05°+11,01 268,30°+11,01 232,08"+11,01
AGMI 344,88%+10,69 368,55°+15,28 367,26°+15,28 367,012+15,28
AGPI 223,44%#3,32 254,22°+8,81 280,36°+8,82 300,12°+8,82
yn-3 29,01%+0,62 48,31°+1,43 70,92°+1,44 78,81%1,44
yn-6 173,27%+3,26 184,83"+8,69 187,88"+8,70 203,58°+8,70
n-6/n-3 5,97%+ 0,03 3,83°+0.05 2,65 0,05 2,58% 0.05

Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. AGS = somat6rio de
acidos graxos saturados; AGMI = somatorio de acidos graxos mono-insaturados; AGPI = somatério de acidos graxos
poli-insaturados; n-6 = somatério de acidos graxos émega-6; n-3 = somatorio de acidos graxos 6mega-3.
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Tabela 5. Composicéo de acidos graxos (mg g™ de lipidios totais) e teor de lipidios totais (g 100g™" de amostra) dos filés
de tilapia referentes ao tratamento Il

Tempo 0 15 dias 30 dias 45 dias
Lipidios totais (g 100g™) 2,82 +0,23 2,91+0,12 3,39+0,34 3,67 +0,15
Acidos Graxos (mg g~ LT)
14:0 17,17°+0,62 16,35%+0,53 13,85°+0,54 14,73°+0,61
16:0 196,22°+7,46 187,92%°+5,88 177,99"°+9,64 172,47°7,42
16:1n-9 5,07°+0,18 4,61°+0,16 4,45°+0,09 4,57°+0,24
16:1n-7 31,08%°+1,00 29,42%+1,01 28,12°+0,39 32,54%+2,26
17:0 3,09%°+0,12 3,41%°+0,16 3,18%+0,29 2,82°+0,24
18:0 69,97%+3,55 67,84%+1,72 63,65°+3,51 48,65°+3,07
18:1n-9 265,86*"+10,58 276,80%+7,71 254,56"+1,64 275,78%+4,77
18:1n-7 24,05*°+0,91 23,77°+0,50 24,67%°+0,08 26,09%+1,32
18:1n-5 2,18%+0,09 1,61°+0,11 1,77°+0,04 1,81°+0,07
18:2n-6 157,78%3,21 188,19°+5,77 190,98°+1,22 195,39°+5,55
18:3n-6 7,13%+0,10 7,06°+0,20 6,85°+0,21 7,312+0,38
18:3n-3 9,65%+0,13 31,12°+1,15 44,47°+0,35 53,25°1,40
20:0 2,47%+0,06 2,36%+0,14 1,91%+0,03 2,32%+0,09
20:1n-9 12,55%+0,63 11,29%°+0,38 10,74°+0,20 12,202+0,69
20:2n-6 6,17°+0,28 9,84°+0,28 9,93"+0,37 7,79°40,46
20:3n-6 9,32"°40,36 9,68"+0,25 10,72%40,25 8,95°+0,25
20:4n-6 (AA) 13,46%+0,34 13,93%+0,46 17,84°+0,64 12,45%0,21
20:4n-3 2,32%+0,07 5,68"+0,21 9,74°+0,58 8,41 0,29
22:0 0,28%+0,02 0,76"°+0,04 1,34%0,14 1,39°+0,09
22:1n-9 0,44%+0,05 0,76"°+0,03 1,18°0,06 1,26°0,02
20:5n-3 (EPA) 0,57%+0,03 0,74°+0,03 1,20°+0,06 0,88°+0,03
22:4n-3 7,41%40,49 7,07%+0,20 8,82"°+0,51 7,18%+0,23
24:0 0,21%+0,01 0,51°+0,04 1,22°+0,08 1,31°4019
24:1n-9 3,65%+0,16 4,32°+0,16 6,27°40,39 5,33°+0,14
22:6n-3 (DHA) 11,96°+0,37 13,60"°+0,40 19,54%1,72 14,57°+0,40
AGS 289,41%+ 8,28 279,15%+6,16 263,16°+10,28 243,70%+8,06
AGMI 344,88%°+10,69 352,58%+7,80 331,76"+1,71 359,593+5,49
AGPI 223,44%+3,32 281,23"+5,94 310,36°2,41 307,77°45,79
n-3 29,012+0,62 51,79°+1,23 72,83%1,83 75,00°+1,48
n-6 173,27%+3,26 207,71°+5,80 211,63"+1,46 212,13+5,59
n-6/n-3 5,97%+ 0.03 4,01°+0.03 2,91 0.03 2,83°% 0.03

Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. AGS = somatdrio de
acidos graxos saturados; AGMI = somatorio de acidos graxos mono-insaturados; AGPIl = somatorio de acidos graxos
poli-insaturados; n-6 = somatdério de acidos graxos 6mega-6; n-3 = somatorio de acidos graxos 6mega-3.
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Capitulo IlI
Quantificacdo de acidos graxos e capacidade antioxi

diferentes espécies de peixes marinhos

dante em

54



Resumo: Os peixes, especialmente os marinhos, sdo uma rica fonte de acidos
graxos 6mega-3, tais como o acido eicosapentaenoico (EPA, 20n-3) e o acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), essenciais para a saude humana. Outro fator
relevante é a capacidade antioxidante que esses animais podem apresentar.
Sendo assim neste estudo buscou-se fazer um levantamento da composicdo em
acidos graxos e da capacidade antioxidante de seis espécies de peixes marinhos
gue habita a costa sul brasileira. A composi¢cdo em acidos graxos foi obtida usando
a técnica de cromatografia em fase gasosa, e a capacidade antioxidante através da
metodologia de ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity), utilizando extratos
hidrofilicos e lipofilicos. Todas as espécies apresentaram quantidades significativas
dos acidos graxos EPA e DHA, com destague para a Anchova, por apresentar
grande quantidade de lipidios totais, e dessa forma ser classificada como um peixe
gordo, seus niveis de EPA e DHA séo bastante elevados (39,35 £ 1,04 e 123,45 +
1,05 mg g* de LT respectivamente). Em algumas espécies a maior capacidade
antioxidante foi observada nas fracdes lipofilicas, enquanto que em outras o0s
maiores valores foram determinados na fragdo hidrofilica. Uma correlagéo positiva
entre os acidos graxos poli-insaturados e a capacidade antioxidante dos compostos

lipofilicos (r=0,72) também foi observada.

Palavras-chave: 0mega-3, peixes marinhos, ORAC, Cromatografia em fase

gasosa.
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Abstract: Fish, especially marine, are a rich source of omega-3 fatty acids, such as
eicosapentaenoic acid (EPA, 20n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22: 6n-3),
essential for human health. Another relevant factor is the antioxidant capacity that
these animals can present. Therefore in this study we sought to survey the fatty
acid composition and antioxidant capacity of six species of marine fish that inhabits
the southern brazilian coast. The fatty acid composition was obtained using gas
chromatography, and the antioxidant capacity using the ORAC methodology
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) with hydrophilic and lipophilic extracts. All
species showed significant amounts of EPA and DHA fatty acids, particularly the
PAN species classified as an oily fish, their levels of EPA and DHA are quite high
(39, 35 £ 1.04 and 123.45 + 1.05 mg g -1 LT respectively). In some species the
highest antioxidant capacity was observed in lipophilic fractions, while in other
higher values were determined in the hydrophilic fraction. A positive correlation
between the poly-unsaturated fatty acids and lipophilic antioxidant capacity (r =

0.72) was also observed.

Keywords: omega-3, marine fish, ORAC, gas chromatography
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1. Introducéo

Pesquisas apontam cada vez mais os efeitos benéficos da inclusdo de acidos
graxos poli-insaturados 6mega-3 (AGPI n-3), na saude humana (Yashodhara et al.,
2009).

Os peixes, especialmente os marinhos, sdo uma rica fonte desses acidos
graxos, principalmente o &cido eicosapentaenoico (EPA, 20n-3) e o &cido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) (Jabeen et al., 2011; Alasalvar et al., 2002).

O DHA estd diretamente envolvido na manutencdo de diversas funcdes
biolégicas das membranas, retina, cortex cerebral, tecido nervoso, e plaquetas do
sangue (Bonafe et al., 2011; Martin et al., 2006; Ruxton et al., 2009). Enquanto que o
EPA esta relacionado com o sistema vascular e exibe acfes antitrombaticas e anti-
inflamatorias (Simopoulos, 2004).

A American Heart Association (AHA) recomenda para um publico em geral,
comer pelo menos duas porcdes de peixe por semana, jA para pacientes com
doencas cardiovasculares é recomendado o consumo de um grama de EPA+DHA
por dia (Weaver et al., 2008).

Outra classe de compostos que vem despertando grande interesse nas
ultimas décadas sdo os antioxidantes. Eles possuem a capacidade de atrasar ou
evitar a oxidacdo de moléculas biologicamente relevantes em tecidos vivos por isso
sdo essenciais para preservar a boa saude (Arbeloa et al.,, 2011). No entanto a
grande maioria dos estudos sobre a capacidade antioxidante concentraram-se em
vegetais, frutas e especiarias (Wu et al., 2008).

Os antioxidantes sdo classificados de acordo com sua solubilidade em,
hidrofilicos, tais como vitamina C e lipofilicos incluindo principalmente, vitamina E e
carotenoides.

Assim como os antioxidantes hidrofilicos, os antioxidantes lipofilicos
desempenham fun¢des importantes no organismo (Villa-Rodriguez et al., 2011; Wu
et al., 2004).

Contudo a maioria dos métodos de determinacéo de capacidade antioxidante
€ realizada em meio aquoso, sendo muitas vezes a quantidade de compostos

lipofilicos subestimados (Wu et al., 2008).
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Dessa forma o objetivo desse estudo foi avaliar a composicdo em acidos
graxos, principalmente acidos graxos 6mega-3, em espécies de peixes marinhos
comercializados na costa sul brasileira, assim como determinar a capacidade
antioxidante dessas espécies através do teste de ORAC (Oxigen Radical
Absorbance Capacity) utilizando a metil B ciclodextrina para determinar compostos

lipofilicos.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostragem

As informacOes referentes as seis espécies de peixes do extrativismo
estudadas nesse trabalho estdo listadas na Tabela 1.

Foram coletados aproximadamente 1kg de filé de cada espécies, composta de
pelo menos trés exemplares da mesma espécie.

O local de coleta foi o estado de Santa Catarina (Latitude 27°01'31" sul e a uma

longitude 48°39'16" oeste) durante o més de Janeiro 2013.

Tabela 1. Nome cientifico e comum das espécies de peixes analisadas

Género Espécie Familia Nome comum
Cynoscion Microlepidotus Sciaenidae Pescada Branca (PPB)
Coryphaena Hippurus Coryphaenidae Dorado (PD)

Pseudopercis Numida Pinguipedideos Namorado (PN)

Pomatomus Saltatrix Pomatomidae Anchova (PAN)
Seriola Lalandi Carangidae Olhete (PO)
Xiphias Gladius Xiphiidae Meka (PM)

Das espécies analisadas o PO e PN sao espécies encontradas mais na costa
brasileira, ja a PPB pode ser encontrada por todo o sul da América enquanto que o
PD, PAN e o PM se difundem por varias regides do mundo. Em termos de

alimentacao todas as espécies analisadas séo carnivoras.
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2.2. Composicao proximal

Os teores de umidade, cinzas e proteina bruta foram obtidos de acordo com
AOAC (1998) e os lipidios totais foram extraidos segundo a metodologia de Bligh &
Dyer (1959).

2.3. Andlise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos graxos

A metilacdo dos acidos graxos foi realizada segundo o método de Joseph &
Ackman (1992) utilizando como reagente o trifluoreto de boro (BF3) em metanol. Os
ésteres metilicos de acidos graxos foram separados em um cromatégrafo a gas da
marca Thermo, modelo trace ultra 3300, equipado com detector de ionizacdo em
chama e coluna capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de cianopropil/polisiloxano). O
fluxo de H, (gas de arraste) foi de 1,2 mL/min, com 30 mL/min de N, (make up); e 35
e 300 mL/min, para o H e ar sintético, respectivamente, para a chama do detector.

O volume injetado foi de 2,0 pL, utilizando split 1:80, sendo as temperaturas do
injetor 220°C e do detector 240°C. A rampa foi programada com a temperatura inicial
da coluna a 165°C durante 7,0 min, elevada a 185°C a uma de taxa de 4°C min™,
mantida por 4,67 min, foi elevada novamente a 235°C em uma taxa de 6,0°C min™ e
mantida por 5,0 min, totalizando um tempo total de 30,0 min de corrida
cromatografica.

Os tempos de retencéo dos analitos e a area dos picos correspondentes foram
obtidos através da integracdo pelo Software Chromquest versdo 5.0. Os acidos
graxos foram identificados a partir da comparacao de seus tempos de retengcdo com
padrées SIGMA (USA) de composigao conhecida.

A quantificacdo absoluta dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada
através da padronizacdo interna, utilizando como padrdao o metil éster do acido
tricosandico (23:0), da marca SIGMA (USA), e os calculos realizados segundo
método de Joseph & Ackman (1992). Os valores do fator de correcao tedrico para o

DIC (detector de ionizacdo em chama) foram usados para a determinacdo dos
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valores de concentracdes (Visentainer, 2012). O teor dos acidos graxos nas
amostras foram calculados em mg g™ de lipidios totais utilizando a Equacéo 1.
AxMp Fcr

AG = % 100 Equacao 1
Ap Mx Fcae

Em que: AG é a concentracdo em mg de acidos graxos por g de lipidios totais, Ax €
a area do pico (acidos graxos), A, € a area do pico do padrédo interno (PI) metil
éster do acido tricosandico (23:0), Mp € amassa do Pl (em mg) adicionada a
amostra, My € a massa da amostra (em mg), Fcr € o fator de correcdo teorico e Fcag
€ o fator de conversdo necessario para expressar os resultados em mg de acidos

graxos.

2.4. Analise da capacidade antioxidante por L-ORAC ) € H-ORAC )

O procedimento de preparacdo dos extratos lipofilicos e hidrofilicos para
analise de ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) foi baseado na metodologia
de Wu et al., 2008. Os filés de Tilapia foram moidos, liofilizados e peneirados (80
mesh). Para as amostras de rac6es o processo de liofilizacdo néo foi necessario.

Pesou-se 0,5 + 0,05 g de amostra e, primeiramente, foi extraida a parte
lipofilica com 10,0 mL de hexano. A mistura foi sonicada por 5 min a 37°C e durante
este periodo agitou-se duas vezes por 30 s cada. Apds este tempo as amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min sendo que apds 5 min agitou-se
mais 30 s. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 min a 4000 rpm em uma
centrifuga refrigerada da marca Sanyo modelo Harrier 18/80. Apés este periodo o
sobrenadante foi transferido para um baldo de fundo chato, sendo o precipitado
submetido ao mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram combinados e
concentrados em rotaevaporador rotativo, diluidos com 1,5 mL de acetona e 4,5 mL
de RMCD 7% (randomina metil B ciclodextrina).

A extracdo hidrofilica foi realizada com o residuo restante da extragcéo

lipofilica. Foram adicionados 10,0 mL de uma mistura acetona:agua:acido acético

(70; 29,5; 0,5 v/vlv) aos tubos, que foram entdo sonicados a 37°C por 5 min, sendo

60



gue durante este periodo foram agitados 2 vezes por 30 s cada. As amostras foram
deixadas a temperatura ambiente por 10 min sendo que durante este periodo foram
agitadas 2 vezes por 30 s cada. Apos este periodo foram centrifugadas por 15 min
a 4000 rpm. O sobrenadante foi coletado em um baldo volumétrico de 25,00 mL e a
operacéao foi repetida. Os sobrenadantes foram combinados e o volume do baldo
completado com solugéo extratora.

A capacidade antioxidante foi determinada, de acordo com Huang et al., 2002,

em espectrofluorimetro da Perkin Elmer, modelo Victor™X4, utilizando microplacas.

Foram adicionados as microplacas 20,0 pL dos extratos preparados
anteriormente e diluidos apropriadamente com a mesma solucdo extratora. Para o
branco e a curva de calibracdo foram utilizados 20,0 yL da solucdo extratora ou
das solucdes de Trolox®. Adicionou-se 200,0 pL de fluoresceina com concentracao
de 4,0 nmol L*, preparada a partir de uma solucdo estoque (1,0 mmol L) em
tampao fosfato pH 7,0.

A microplaca foi inserida no espectrofluorimetro, aguardando-se 5 min, para
gue as solucdes presente na microplaca chegassem a temperatura de analise de
37°C. Em seguida, foram adicionados 75,0 pL de AAPH (2,2-azobis(2-
aminopropane) dihydrochloridre) com concentracéo de 17,2 mg mL™ para a analise
de L-ORAC e de 8,6 mg mL™” para H-ORAC. Iniciou-se imediatamente a leitura
totalizando 30 ciclos com intervalos de 1 min. O comprimento de onda da emissao
e excitacao foram 515 e 485 nm, respectivamente.

Os resultados foram expressos em pmol equivalente Trolox® (TE) por grama
de amostra seca. Sendo calculado pela equacéo da reta obtida pelas curvas de

calibracao:

y=0,1957x + 1,8651 (r*= 0,9856) L-ORAC
y=0,3412x + 1,7224 (r*= 0,9916) H-ORAC

Em que: x é o valor de ORAC expresso em pmol g* TE e y é a area abaixo da
curva de decaimento da fluorescéncia (AUC) da amostra ou padrdo menos a area
abaixo da curva de decaimento da fluorescéncia do branco sendo que AUC pode

ser calculado conforme equacéao 2:
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AUC= (1+f1/fo + fz/fo+...fn+1/fo) (2)

Em que f, é a intensidade de fluorescéncia inicial e f, € a intensidade de

fluorescéncia no tempo n.

3. Resultados e discussao

3.1. Composicao centesimal

Os valores de composicao centesimal das seis espécies de peixes analisadas
estéo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo centesimal em % (m/m) das diferentes espécies de peixes
marinhos analisadas.

Espécies Umidade Cinzas Proteina Lipidios Totais
PPB 81,76 + 0,45 0,60 + 0,03 17,18 + 1,50 0,56 £ 0,01
PD 78,27 +0,19 0,96 £ 0,04 21,42 +0,26 1,48 +0,08
PN 82,27 + 0,80 0,54 £ 0,02 17,09 £ 0,35 0,46 £0,03
PAN 69,07 + 0,93 0,65 +0,03 19,76 £ 0,63 10,16 £ 0,35
PO 74,64 +0,68 1,00 + 0,04 20,94 +0,11 3,34+0,31
PM 68,29 +1,28 0,92 +£ 0,04 19,30 £ 0,64 12,04 £0,46

Resultados expressos como media + desvio padrédo das trés replicatas.

Os teores de umidade e cinzas deste estudo estdo dentro dos intervalos
observados por outros autores (Jabeen et al., 2011; Abii et al, 2007). Analisando os
valores de proteina bruta observamos que com excecédo das espécies PPB e PN os
valores ficaram proximos de 20% em média.

De acordo com o teor de LT os peixes podem ser classificados em: peixes
magros (<5%), peixes com teor médio de gordura (5-10%) e peixes gordos (>10%)
(Suriah et al., 1995). Assim a maioria das espécies investigadas sado classificadas
como peixes magros (PPB, PD, PO, e PN), apenas a espécies PM e PAN séo
classificadas como peixe gordo.

3.2. Composicao em acidos graxos
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A composicao em acidos graxos das espécies estudadas esta apresentada na
Tabela 3. Ao todo foram identificados trinta e trés acidos graxos que variaram entre
cada espécie.

Considerando os acidos graxos saturados (AGS) o majoritario entre todas as
espécies foi 0 acido palmitico (16:0), seguido pelo acido estearico (18:0) e miristico
(14:0). Para os monoinsaturados (AGMI) o acido oléico (18:1n-9) apresentou as
maiores quantidades, seguido pelo acido palmitoléico (16:1n-7).

De acordo com Bayir et al. 2006, e Osman et al., 2000, os acidos graxos
saturados encontrados em maior quantidade em espécies marinhas sdo o palmitico
(16:0) e o miristico (14:0). Entre os AGMI o acido oléico (18:1n-9) e o acido
palmitoléico (16:1n-7) sdo os majoritarios, assim como o encontrado nesse estudo.

Outros &cidos graxos de grande valor nutricional pertencentes a classe dos
poli-insaturados 6mega-3 (AGPI n-3), também foram encontrados nas espécies
estudadas como EPA, e o DHA sendo este ultimo o majoritario entre os AGPI,
seguido, na maioria das espécies, pelo EPA. A exce¢do observada foi para peixe
PM, em que o segundo acido graxo AGPI encontrado em maior abundéancia foi o
acido 11,14-eicosadienoico (22:2n-6).

A composicao de AG em diferentes espécies de peixe pode variar de acordo
com varios parametros entre eles: tamanho, sexo, estacdo, habitat, e o estado de
seu ciclo reprodutivo (Guil-Guerrero et al., 2011).

Assim, isso pode estar relacionado ao fato de alguns AG, como o &cido
docosanoico (22:0), acido 8-heptadecenoico (17:1n-9), acido 12-heptadecenoico
(17:1n-5), acido 12-eicosenoico (20:1n-8), acido 13-eicosenoico (20:1n-7), acido
6,9,12-octadecatrienoico (18:3n-6) e o acido 12,15,18,21- tetracosatetraenoico
(24:4n-3), terem sido encontrados em apenas algumas espécies.

Também foi observado que nas espécies estudadas a quantidade de EPA foi
sempre inferior a quantidade de DHA, o que foi encontrado também em outros
trabalhos (Guil-Guerrero et al., 2011; Osman et al., 2001; Bayir et al., 2006; Larsen
et al., 2010).
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Tabela 3. Composicédo de &cidos graxos em mg g™ de LT referentes as espécies estudadas.

Acidos Graxos PPB PD PN PAN PO PM
AGS
14:0 28,46+1,42  25,61+0,38 15,53+0,12 41,05%#1,21  26,90+0,23  22,18+0,99
15:0 7,81+0,38 5,52+0,40 3,4040,03 5,72+0,04 4,96+0,06 2,37+0,19
16:0 254,41+4,67 182,39+3,35 201,94+5,89 215,62+4,98 194,91+0,49 134,00%5,33
17:0 9,96+0,12 6,53+0,03 3,97+0,11 4,11+0,12 5,15+0,05 5,79+0,50
18:0 77,97+0,25  72,52+1,02  65,31+1,23  68,54+0,09  56,46+0,10 51,76+1,85
22:0 6,75+0,04 2,79+0,03 nd nd 8,95+0,02 20,79+0,04
24:0 6,16+0,13 6,37+0,08 5,97+0,06 6,83+0,06 7,56+0,03 16,62+0,031
AGMI
16:1n-11 5,72+0,08 3,6540,33 3,88+0,04 4,46+0,02 4,04+0,04 2,19+0,35
16:1n-9 5,34+0,09 2,62+0,05 3,40+0,01 2,5340,01 3,26x0,09 9,96+0,78
16:1n-7 84,34+1,23  29,34+0,055 32,81+1,02 50,32+#1,51  47,00+0,96  32,06+2,52
17:1n-11 1,69+0,03 1,31+0,02 7,17+0,13 5,48+0,06 1,44+0,01 0,61+0,05
17:1n-9 9,2610,22 5,72+0,07 nd nd 2,81+0,02 6,69+0,60
17:1n-5 0,81+0,06 Nd 15,15+0,09 2,80+0,01 0,30+0,03 0,82+0,03
18:1n-9 157,53+5,63 186,61+5,54 90,37+2,02 215,70+3,14 205,07+3,97 382,948,12
18:1n-7 34,3340,26 21,63%0,70 17,03+0,11 26,12+1,02 24,75+0,05 24,41+0,46
20:1n-9 5,26+0,21 1,70+0,03 2,2840,02 5,97+0,03 2,97+0,05 3,06+0,02
20:1n-8 1,60+0,04 2,38+0,02 nd nd 7,54+0,01 0,58+0,08
20:1n-7 nd nd 3,10+0,01 5,97+0,02 2,51+0,02 nd
AGPI
18:2n-6 7,29+0,11 23,71+1,50  10,46%0,08 6,68+0,08 11,70+0,06 4,44+0,02
18:2n-4 nd nd 0,88+0,03 0,95+0,01 nd 2,29+0,03
18:3n-6 0,79+0,11 nd 1,71+0,02 0,40+0,01 nd nd
18:3n-3 3,4540,12 8,83+1,06 10,91+0,05 6,54+0,06 7,24+0,08 3,96+0,06
20:2n-6 25,34+0,23  12,21+0,02 1,01+0,01 1,01+0,01 5,07+0,31 65,55+0,63
20:4n-6 (AA) 3,69+0,04 3,62+0,01 4,35+0,05 13,59+1,02 11,64+0,09 18,10+0,09
20:3n-3 1,49+0,01 1,57+0,05 1,51+0,03 2,38+0,05 0,89+0,02 2,06+0,08
20:4n-3 2,4040,01 4,22+0,14 2,27+0,01 3,32+0,03 4,35+0,03 3,3540,05
20:5n-3(EPA) 48,79+1,23 34,93+0,08 40,55+1,23 39,35+1,04 46,15+0,91 22,48%0,07
22:3n-3 1,05+0,02 0,92+0,01 11,64+40,12 2,20+0,02 1,5940,01 0,34+0,03
22:5n-6 12,39+0,43 4,55+0,04 40,16+0,16 5,76+0,01 3,32+0,03 2,33+0,01

22:5n-3 (DPA) 31,59+0,35 26,06+0,26 30,12+0,09 17,31+0,01 11,05+0,52 13,96+0,05
22:6n-3 (DHA) 100,06+£3,45 208,45+0,99 243,02+3,45 123,45+1,05 180,36+2,40 52,19+0,77
24:4n-3 9,87+0,21 15,92+0,0 nd nd 7,30£0,02 2,16+0,01

AGS= Acidos graxos saturados; AGMI= Acidos graxos monoinsaturados; AGPI= Acidos graxos poli-
insaturados; PPB =Pescada Branca; PD = Dourado; PN = Namorado; PAN = Anchova; PO = Olhete;
PM = Meka
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Das espécies pesquisadas a PN, PPB apresentaram as maiores quantidade
de EPA e DHA respectivamente em mg g* de LT. Contudo convertendo as
quantidade desses &cidos graxos para uma por¢cdo de 100 g de filé de peixe a
espécie PAN, por apresentar uma maior quantidade de LT, tem as maiores
quantidades de EPA e DHA (399,79 e 1303,8 mg 100g™ de filé respectivamente).

Em termos de porcentagem a espécie PAN apresentou uma quantidade de
DHA e EPA de 14,27 e 4,55% do total de acidos graxos, enquanto que na espécie
PN a quantidade de DHA foi de 28% e de EPA 4,6 % do total de acidos graxos.

Em estudo realizado por Bayir et al., 2006, resultados referentes as
quantidade de EPA e DHA para a anchova (Engraulis engrasicolus) foi de 11% e 25
% respectivamente, do total de acidos graxos, enquanto que para o salméo (Salmo
salar) a quantidade de EPA foi de 6,02 e de DHA 20,66 % do total de acidos graxos.
Larsen et al., 2010 encontrou valores de EPA e DHA para salméao de cativeiro de 5,7
e 7,3 % do total de acidos graxos.

Os valores dos somatorios e razfes de acidos graxos também tém grande
interesse nutricional e estéo listados na Tabela 4 para as espécies estudadas.

Tabela 4. Somatdrios e razdes de 4cidos graxos das diferentes espécies de peixes estudadas.

PPB PD PN PAN PO PM
AGS 391,51+4,90 301,73+3,55  296,12+6,02 341,85+5,13 304,89+0,56 253,5245,
AGMI 305,89+5,78 254,96+559  172,91+2,27 299,92+3,63 301,70+4,09  463,3948,
AGPI 224,47£3,50 345,00+1,46 400,87+23,45  222,93+1,47 299,60+2,40 193,22+0,
n-3 149.92+3,69 257,14+1,48 340,02+23,48 208,14+1,48 212,77+2,64 100,50+1,
n-6 49.51+0,45 44.09+1,50 57,69+0,19 21,67+1,02 20,09+0,11 90,42+0,1
n-6/n-3 0.33+0,01 0,17+0,00 0,17+0,01 0,10+0,00 0,09+0,00 0,90+0,01
AGPI/AGS 0,57+0,01 1,14+0,02 1,35+0,04 0,65+0,01 0,98+0,01 0,76+0,02
AGPI/AGMI 0,57+0,01 1,3540,03 1,35+0,04 0,74+0,01 0,99+0,01 0,42+0,01

AGS = Somatério de &cidos graxos saturados; AGMI = Somat6rio de acidos graxos mono-insaturados; AGPI = Somatorio
de acidos graxos poli-insaturados; n-3 =Somatoériol de acidos graxos 6mega-3; n-6= Somatoério de acidos graxos 6mega-
6; AGS= Somatorio de acidos graxos saturados; AGMI= somatério de acidos graxos monoinsaturados; AGPI= Somatoério de
acidos graxos poli-insaturados; PPB =Pescada Branca; PD = Dourado; PN = Namorado; PAN = Anchova; PO = Olhete; PM

= Meka.

A espécie PPB contém o 6leo com teores de acidos graxos mais saturado

(391,51 mg g LT), enquanto que o PN, apresentou o 6leo com maior quantidade de
AGPI (400,87 mg g LT), e a PM obteve a maiores valores para AGMI (463,39 mg g

).
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A razdo n-6/n-3 pode ser usada como um indice para comparar o valor
nutricional em relacéo aos Oleos de peixe pertencentes as diferentes espécies.

Segundo Simopoulos, 2011 uma razdo n-6/n-3 étima para a saude humana
estd entre 1,0 e 2,0 sendo assim, todas as espécies estudadas estdo abaixo do
limite recomendado ou seja possuem quantidade de 6mega-3 superiores a de
omega-6.

Contudo as dietas ocidentais tém uma proporcao de 10/1 a 20-25/1, indicando
uma deficiéncia em acidos graxos dmega-3 (Simopoulos, 2011). Dessa maneira a
insercdo de quaisquer espécies pesquisada a dieta, aumentaria a quantidade de
O0mega-3 consumida.

Outro indice importante que indica o valor nutricional dos 6leos de peixe é o
AGPI/AGS. Alimentos que possuem essa razdo elevada tém efeitos benéficos sobre
a glicemia e o metabolismo lipidico, promovendo até mesmo a reducédo da gordura
corporal total e da termogénese (Almeida et al., 2009).

As relagbes de AGPI/AGS encontradas nesse trabalho variaram de 0,57 para
a espécie PPB a 1,55 para a PN, ficando todas na faixa recomendada por

Simopoulos, 2004.

3.3. Capacidade antioxidante

Os resultados obtidos pelas andlises de L-ORACF e H-ORACE para as

espécies de peixes estudadas estao expressos na Figura 1.
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Figura 1. Capacidade antioxidante em pmol ET g'l de amostra seca, para L-ORACg) € H-ORAC
das diferentes espécies de peixes analisadas.

As espécies PN, PD e PO apresentaram 0s maiores valores para 0s
L-ORACE_ enquanto que as espécies PPB, PAN e PM apresentam maiores valores
de H-ORACg_

Em termos de capacidade antioxidante total (H-ORAC+L-ORAC) a espécie
PO apresentou as maiores quantidades.

Wu et al, 2004, avaliou a capacidade antioxidante, por L-ORAC e H-ORAC,
de frutas, vegetais e nozes. Nesses alimentos foi encontrada uma quantidade de
antioxidantes hidrofilicos superior a lipofilicos, isso porque em frutas e vegetais a
parte hidrofilica contribui em mais de 90% da capacidade antioxidante total.

O Tomate, por exemplo, apresentou um valor de 0,34 pmol ET g* de amostra
fresca para L-ORACk, e de 4,26 umol ET g* de amostra fresca para H-ORACk,
contudo essa diferenca entre as classes diminui entre as oleaginosas. Em nozes
brasileiras o valor para L-ORACk, foi de 5,57 e para H-ORACg. 8,62 pmol ET g de
amostra fresca (Wu et al., 2004).

Como todos os organismos aerdbios, 0s peixes sao suscetiveis ao ataque de
espécies reativas de oxigénio e apresentam defesas antioxidantes especialmente
enzimas (catalase, superéxido dismutase, glutationa peroxidase) e juntamente com
estas enzimas, sado encontrados carotenoides, vitaminas E, K e C entre outros
(Martinez-Alvarez et al., 2005).
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A vitamina E é um dos principais antioxidantes lipossolivel em animais,
fazendo parte da principal defesa contra a oxidagdo de AGPI, que sao encontrados
em grandes quantidades no tecido de peixes (Tocher et al., 2003).

Sendo assim o valor calculado para o coeficiente de correlagdo de Person (r)
entre a quantidade de L-ORAC e AGPI para as espécies de peixes estudadas foi de
0,72.

Wau et al. 2008 estudando a capacidade antioxidante em carne bovina, avaliou
a influéncia da dieta dos animais, sob esses compostos, e observou que o0s
compostos lipofilicos apresentaram diferenca estatistica com a mudanca na dieta,
estando os valores, para esses compostos, entre 0,8 a 1,1 umol ET g* de amostra
seca. As quantidades nesse trabalho variaram de 2,93 a 33,85 pmol ET g* de
amostra seca.

Como muitas circunstancias, bibticas e abidticas, promovem a resposta da
defesa antioxidante em peixes varias classes de antioxidantes podem estar
presente nas espécies estudadas.

Dentre essas classes, o grupo dos aminoacidos tipo micosporina (MAA),
encontrado em muitos organismos marinhos, vém sendo estudado por apresentar
possiveis fun¢des antioxidantes.

As MMA sao moléculas altamente polares e de baixa massa molecular. Estdo
relacionados a uma funcao fotoprotetora nos organismo marinhos, assim como a
melanina nos vertebrados superiores. Apenas bactérias, fungos e algas sintetizam
as MMA, sendo que os peixes podem adquirir essa substancia pela dieta (Shick et
al., 2002).

Em estudo realizado por Arbeloa et al., 2010, o gadusol (3,5-dihidroxi-5-
hidroximetil-2-metoxiciclohex-2-en-1-one), composto pertencente a classe das MAA,

apresentou atividade antioxidante comparada ao &cido ascorbico.
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4. Conclusdo

As espécies estudadas neste trabalho apresentaram acidos graxos de
importante valor nutricional na sua fracao lipidica do filé, tais como EPA e DHA, em
quantidades apreciaveis, além de estarem de acordo com as recomendacdes para
as razbes n-6/n-3 e AGPI/AGS. Essas espécies também apresentaram capacidades
antioxidantes frente ao teste de ORAC. Seguindo a recomendacédo da AHA para um
paciente com doencas cardiovasculares, o consumo de apenas 130 mg de filé da

espécie PAN supriria a sua necessidade diaria de consumo dessas substancias.
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Capitulo IV

Desenvolvimento de uma nova metodologia para extrac

lipidios totais em tecido muscular de peixes

ao de

74



Resumo: A determinacgdo do teor de lipidios totais e a composi¢do em acidos graxos
de amostras de tecido muscular de peixe € um pardmetro importante utilizado em
estudos bioquimicos, fisiologicos e nutricionais. Esta determinacdo € realizada,
geralmente, utilizando solventes orgéanicos de alta toxidade, o que vai contra as
praticas da quimica verde. Pensando nisso, este trabalho teve como objetivo propor
uma metodologia de extracdo de lipidios totais, de tecido muscular de peixes,
empregando solventes com menor toxidade (hexano e acetona) sem alterar a
eficiéncia da extracdo de lipidios polares e neutros. A metodologia utilizada como
referéncia foi a de Bligh & Dyer, por ser uma das mais empregadas e utilizar uma
mistura de trés solventes com polaridades diferentes, permitindo dessa forma, a
extracdo de lipidios polares e neutros. Apds um estudo do equilibrio fisico entre os
solventes hexano, acetona e agua chegou-se a uma proporcdo de 1:1,2:1,5
(hexano:acetona:agua) em que se obteve uma quantidade de lipidios totais (1,13
1+0,01) préxima a obtida pela metodologia de Bligh & Dyer (1,17 + 0,09). O estudo
da composicado de acidos graxos das fracbes neutra e polar foi fundamental para

mostrar a similaridade entre os dois métodos, fato comprovado pela anéalise de PCA.

Palavras- chave: acidos graxos, quimica verde, extracdo de lipidios totais.
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Abstract: The determination of total lipid and fatty acid composition in samples of
fish muscle tissue is an important parameter used in biochemical, physiological and
nutritional studies. This determination is made, generally using highly toxic organic
solvents, which goes against the practices of Green Chemistry. Thinking about it, this
work aimed to propose a methodology for total lipids extraction from fish muscle
tissue using solvents with lower toxicity (hexane and acetone) without changing the
extraction efficiency of polar and neutral lipids. Bligh & Dyer methodology was used
as reference, as one of the most widely used and for use a mixture of three solvents
with different polarities, thereby enabling the extraction of polar and neutral lipids.
After a study of the physical balance between the solvents hexane, acetone and
water, was reached a ratio of 1: 1.2: 1.5 (hexane: acetone: water) that obtained an
amount of total lipids (1.13 + 0.01) close to that obtained by of Bligh & Dyer method
(1.17 + 0.09). The study of fatty acid composition of neutral and polar fractions was
essential to show the similarity between the two methods, a fact corroborated by PCA

analysis.

Keywords : fatty acids, green chemistry, total lipids extraction.
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1. Introducéo

A determinacao do teor de lipidios totais e a composi¢cdo em acidos graxos de
amostras de tecido muscular de peixes € um parametro importante, utilizado em
estudos bioquimicos, fisiolégicos e nutricionais (Ramalhosa et al., 2012).

O teor de lipidios totais € tradicionalmente determinado gravimetricamente por
extragdes com solvente, em um processo puramente fisico (Xiao et al., 2012).

Métodos como Soxhlet (AOCS Ba 3-38), que utiliza refluxo com solvente por
algumas horas, sado bastante utilizadas. Contudo ndo é recomendado quando o
objetivo € uma andlise da composicdo em A&cidos graxos, devido as condicdes
drasticas empregadas durante o procedimento.

A metodologia de Bligh & Dyer, 1959, é outro procedimento bastante utilizado
e trata-se de uma versao simplificada do procedimento classico proposto por Folch
et al., 1957. Nesta metodologia utiliza-se uma mistura binaria de cloroférmio e
metanol para a extracdo e foi desenvolvido inicialmente para tecido muscular de
peixe que possuem até 1% de gordura e 80% de umidade.

Uma das vantagens da metodologia de Bligh & Dyer é a capacidade de extrair
tanto os lipidios neutros (triacilgliceréis, diacilgliceréis, monoacilglicerois e esterois)
guanto os lipidios polares (acidos graxos livres, fosfolipidios e esfingolipidios) de
maneira eficiente (Iverson et al., 2001).

Os lipidios polares estdo ligados por forca eletrostatica e ligacdo de
hidrogénio, assim solventes com caracteristicas polares podem extrai-los. JA 0s
lipidios neutros estéo ligados covalentemente e podem ser extraidos dos tecidos por
solventes apolares (Brum et al., 2009).

Solventes utilizados para a extracdo de lipidios, principalmente de tecido
animal, deve ter uma elevada solubilidade para todos os compostos lipidicos, sendo
suficientemente polar para remové-los a partir de seus locais de ligagdo como as
membranas celulares, lipoproteinas e glicolipidos (Manirakiza et al., 2001).

Por essa razdo a utilizacdo de uma mistura binaria de cloroférmio e metanol
se torna bastante eficiente, e a0 mesmo tempo leva a uma da principais
desvantagens deste método devido a alta toxidade dos solventes empregados
(Brum et al., 2009; Priego-Capote et al., 2005).
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Assim o grande desafio se torna continuar o desenvolvimento nas mais
diversas areas de pesquisa sem causar danos ao meio ambiente. Isso requer
pesquisas no sentido de aprimorar 0s processos utilizados, tais como o de extracao
de lipidios, com o objetivo fundamental da geracdo cada vez menor de residuos e
efluentes téxicos (Prado, 2003).

Este trabalho tem como objetivo substituir a mistura cloroférmio-metanol por

hexano-acetona mantendo a eficiente da extracéo de lipidios polares e neutros.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostragem

A sardinhas (Sardinella brasiliensis) foi escolhida para o desenvolvimento
dessa nova metodologia, por apresentar quantidade de lipidios totais (LT) na mesma
faixa do descrito pela metodologia de Bligh & Dyer (1959) utilizada como referéncia.

Foram adquiridos aproximadamente 2 kg de sardinhas em uma peixaria da
regido de Maringa. O couro e as espinhas foram separados do filé para se obter uma
amostra homogénea. O filé foi entdo moido, até obtencdo de uma pasta, sendo esta
utilizada para as analises sem passar pelo processo de congelamento.

2.2. Extracao de lipidios utilizando a metodologia de Bligh & Dyer

Na metodologia de Bligh & Dyer a extragdo € realizada com uma mistura de
trés solventes, cloroférmio, metanol e agua na proporcdo de 2:2:1,8
respectivamente.

Para o desenvolvimento da metodologia foram utilizados para cada extracao
uma massa de 15+0,1g da amostra. A extracdo ocorreu em duas etapas,
primeiramente o metanol (30 mL) e o cloroformio (15 mL) foram adicionados a
amostra, formando apenas uma fase, a mistura foi entdo agitada, utilizando agitador
magnético, por 5 min, em seguida foram adicionados mais 15 mL de cloroférmio e

agitado novamente por 2 min. Apés esse periodo de agitacdo, a agua foi adicionada
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(15 mL) para que ocorresse a separacdo das fases, sendo a mistura agitada por
mais 5 min. A mistura foi entdo transferida para um funil de separacédo, e apds 24

horas coletou-se a fase inferior (cloroférmio).

2.3. Extracédo de lipidios empregando uma nova propo  sta

Nesta nova proposta, buscou-se substituir os solventes cloroférmio e metanol,
empregados na metodologia de referéncia (Bligh & Dyer), por hexano e acetona,
mantendo a dgua como terceiro solvente.

A Tabela 1 mostra a toxidade dos solventes utilizados nos dois métodos, de

acordo com o diagrama de Hommel.

Tabela 1. Toxidade dos solventes utilizados na metodologia proposta e ho método de Bligh &
Dyer de acordo com o diagrama de Hommel.

Metodologia proposta Bligh & Dyer
Hexano Acetona Cloroférmio Metanol
Ricos saude B 1 1 2 3
Reatividade 0 0 0 0
Inflamabilidade i 3 3 0 3
Riscos especificos - - - -

Primeiramente foi realizado um estudo do equilibrio fisico entre os trés
solventes (Figura 1), para que pudéssemos conhecer a propor¢cao em que esses
solventes permanecessem em um sistema monofasico.

A linha no diagrama representa o ponto de equilibrio entre os trés solventes
(cloroféormio, metanol e agua). Apos tracada essa linha foram escolhidos pontos
aleatérios que abrangesse o maximo possivel das regides do diagrama, sem, no
entanto, elevar a quantidade de solvente.

Foram entédo escolhidos os pontos A, B, C e D, do diagrama (Figura 1). Em
pontos além do D a quantidade de hexano adicionada seria inviavel.

O volume inicial de agua foi fixado em 12 mL, que corresponde aos 80 % de

umidade presente na amostra, considerando uma massa de 15,0 £ 0,1g pesada para
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a extracdo. SO entdo foi calculado o volume de hexano e acetona da primeira fase
da extracdo (Tabela 2). Para os célculos foram considerados a densidade do hexano

como 0,65 g mL™ e da acetona como 0,79 g mL™.

ACETONA

AGUR Yo rgrr T T AN

Figura 1. Diagrama de fase do hexano-acetona-agua em % (m/m/m) a 25°C

Tabela 2. Volumes de cloroférmio metanol e agua utilizados nos diferentes pontos
escolhidos do diagrama de fases.

Primeira etapa Segunda etapa
Volume (mL) Volume (mL)
Experimentos Hexano  Acetona Agua Hexano Agua

A 2,0 14 12 3,0 5,0
B 5,0 19 12 11 13
C 12 25 12 27 22
D 43 51 12 110 48
F 16 15 12 - -
H 5,0 11 12 - -
I 18 10 12 - -
J 40 33 12 - -

Os pontos A' B' C' e D', sao referentes a segunda fase da extracao e estdo
abaixo da linha do diagrama (Figura 1) para que ocorresse a separacao das fases.
Esses pontos foram escolhidos aleatoriamente de forma que a separacao das fases

fosse eficiente.
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Para o calculo do volume dos solventes, nesses pontos, foi mantido a
guantidade de acetona (referente a primeira etapa) fixo e dessa forma calculou-se o
volume de agua e hexano (Tabela 2).

Os pontos F, H, | e J foram realizados em apenas uma etapa em um sistema
bifasico, estipulando também um valor fixo de 12 mL para a agua e dessa forma
calculando a quantidade necessaria de hexano e acetona (Tabela 2).

O tempo de agitacdo total de cada ponto foi de 12 min, sendo que nos
ensaios realizados em duas etapas (A, B, C e D) foi primeiramente adicionado os
solventes referentes a primeira etapa, agitou-se a solucdo durante 5 min,
acrescentou-se o volume de hexano referente a segunda etapa agitou-se por mais 2
min, apos este tempo foi adicionado o volume de agua também referente a segunda
etapa e a mistura foi agitada por mais 5 min, para que ocorresse a separacao da
fases.

Ja para os experimentos que foram realizados em apenas uma etapa foram
acrescentados todos os solventes e agitou-se a mistura durante 12 min.

A mistura foi entéo filtrada e transferida para funil de separacdo. Apds 3 horas
coletou-se a fase hexanica (superior), que continha os LT. As analises de cada ponto

foram realizadas em quadruplicata.

2.4. Analise cromatografica dos ésteres metilicosd e acidos graxos

A metilagdo dos &cidos graxos foi realizada segundo 0 método de Joseph &
Ackman (1992) utilizando como reagente o trifluoreto de boro (BF3) em metanol, Os
ésteres metilicos de acidos graxos foram separados em um cromatégrafo a gas da
marca Thermo, modelo trace ultra 3300, equipado com detector de ionizacdo em
chama e coluna capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pum de cianopropil/polisiloxano. O
fluxo de H, (gas de arraste) foi de 1,2 mL min™, com 30 mL min™ de N, (make up); e
35 e 300 mL min™, para o H, e ar sintético, respectivamente, para a chama do
detector, O volume injetado foi de 2,0 pL, utilizando split 1:80, sendo as

temperaturas do injetor 230°C e do detector 240°C. A rampa foi programada com a
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temperatura inicial da coluna a 165°C durante 7,0 min, elevada a 185°C a uma de
taxa de 4°C min™, mantida por 4,67 min, foi elevada novamente a 235°C em uma
taxa de 6,0°C min® e mantida por 5,0 min, totalizando 30,0 min de corrida
cromatografica. Os tempos de retencédo dos analitos e as porcentagens de area dos
picos correspondentes foram obtidos através da integracdo pelo Software
Chromquest versdo 5.0. Os acidos graxos foram identificados a partir da
comparacdo de seus tempos de retencdo com padroes SIGMA (USA) de
composicao conhecida.

A gquantificagdo absoluta dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada
através da padronizacdo interna, utilizando como padrdo o metil éster do &cido
tricosandico (23:0), da marca SIGMA (USA), e os calculos realizados segundo
meétodo de Joseph & Ackman (1992). Os valores do fator de correcao teérico para o
DIC (detector de ionizagcdo em chama) foram usados para a determinacdo dos
valores de concentracdes (Visentainer, 2012). O teor dos acidos graxos nas

amostras foram calculados em mg g™ de lipidios totais utilizando a Equagcéo 1.

AxMp Fcr .
AG = x 100 Equacao 1

Ap Mx Fcae

Em que: AG é a concentracdo em mg de acidos graxos por g de lipidios totais, Ax €
a area do pico (acidos graxos), A, é aarea do pico do padrdo interno (PI) metil
éster do acido tricosandico (23:0), Mp € amassa do Pl (em mg)adicionada a
amostra, Mx é a massa da amostra (em mg), Fcr é o fator de correcéo tedrico e Fcag
€ o fator de conversdo necessario para expressar os resultados em mg de acidos

graxos.

2.5. Separacgao de Classe

Os LT foram fracionados em lipidios neutros (LN) e lipidios polares (LP)

usando cromatografia em coluna classica.
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O processo foi realizado em uma coluna de vidro com 30 cm de comprimento
por 2 cm de diametro interno, contendo 25 g de silica gel 60 (70-230 mesh, Merck)
como adsorvente, de acordo com as especificacfes de Johnston et. al., (1983).

A eluicdo das fracbes LN e LP foram realizados utilizando o método descrito
por Maia & Rodriguez-Amaya (1992), com as seguintes sequéncias de eluicao:
Fracdo | - LN (200 mL de uma mistura de cloroférmio com 20 % de acetona), Fracao
Il - LP (200 mL de metanol).

Os solventes de eluicdo foram removidos em evaporador rotativo sob vacuo a
32-34°C e com um fluxo de N, As fracdes foram transferidas para um frasco de
vidro ambar com capacidade de 7 mL e armazenadas a -18°C, para posterior analise

cromatografica.

2.6. Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em quadruplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5%, pelo
programa Statistica 7.0 e as médias foram comparadas pelo Teste t. Os resultados
de acidos graxos do melhor ponto foram submetidos a Anéalise de Componentes
Principais (PCA), utilizando o software Statistica 7.0, sendo que nédo foi necessério

um pré-tratamento dos dados.

3. Resultados e discussao

3.1. Lipidios Totais

Nos experimentos relacionados a metodologia proposta, a separacdo das
fases ocorreu mais rapidamente, em torno de 2 horas, enquanto que na metodologia
de Bligh & Dyer o indicado pelo método, € um periodo de 24 horas para que ocorra

uma boa separacéo das fases.
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A quantidade de LT obtida do tecido muscular de sardinhas, em cada ponto
do experimento, para a metodologia proposta e para o método de Bligh & Dyer estédo

expressos na Tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem de lipidios totais obtidos em cada ponto do diagrama
de fases, e pela metodologia Bligh & Dyer.

Experimentos Volume total (mL) Lipidio total (g 100g™)
A 36 0,72+ 0,01
B 60 1,13+0,01
C 98 1,32+0,03
D 264 2,42+0,06
F 43 1,00+0,05
G 52 0,77+0,03
H 28 0,60+0,02
I 40 1,05+0,03
J 85 1,08+0,01
Bligh & Dyer 75 1,17+0,09

A quantidade de lipidios totais no tecido muscular de sardinhas, pode variar
bastante de acordo com a mudanca sazonal, fato esse tipico de espécie pelagicas
(Bandarra et al., 1997).

Para minimizar esse erro foi utilizada a mesma amostragem para todos 0s
pontos estudados do diagrama, garantido, dessa forma, que a variacdo percebida
em cada ponto da Tabela 3, esteja relacionada com a variacdo da quantidade de
solvente e as condi¢des de extracao.

Dentre os experimentos realizados em duas etapas o ponto D foi o que
apresentou uma maior quantidade de LT (2,42+0,06 g 100g™), contudo o volume
total de solvente utilizado nesse ponto foi de 264 mL, sendo que desse total 143 mL
sdo de hexano. Dessa forma a utilizagdo de um volume tdo grande de solvente
tornaria a metodologia inviavel.

O ponto A, apesar de apresentar a menor quantidade de solvente, apresentou
uma quantidade de LT em média 38% menor comparado a quantidade obtida pela
metodologia Bligh & Dyer (1,17+0,09 g 100g ). Sendo os pontos B e C, 0s que mais
se aproximaram a quantidade de LT obtido pela metodologia de referéncia.

Assim buscou-se estudar pontos ao redor dos pontos A e B que
aumentassem a quantidade de LT sem elevar significativamente o volume de

solvente utilizado. Contudo, nenhum ponto mostrou-se relevante.
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Dessa forma o ponto B foi escolhido, para as determinacdes de acidos
graxos, por agregar uma baixa quantidade de solvente aliado a uma porcentagem de
LT que ndo apresentou diferenca estatistica (p<0,05) pelo Teste t do resultado
encontrado na metodologia de Bligh & Dyer.

Os pontos F a J, em que a extracdo foi realizada em apenas uma etapa (em
um sistema bifasico) foram obtidos valores inferiores de lipidios totais. Confirmando
assim, que a extracao realizada primeiramente em um sistema monofasico e em
sequéncia, um sistema bifasico, em que ocorre a separacdo das fases, é mais

eficiente para a extracdo de LT. Essa mesma observacgao foi feita por Bligh & Dyer.

3.2. Andlise de acidos graxos

A andlise da composi¢cdo em &cidos graxos € de grande interesse em diversas
areas da pesquisa. Nesse sentido esse método, por ser realizado na temperatura
ambiente, evita possiveis perdas de acidos graxos por degradacédo, sendo possivel
submeter os lipidios obtidos por esse método a um estudo da composicdo em acidos
graxos (Manirakiza et al., 2001).

Os Acidos graxos podem ser encontrados em duas formas no interior do corpo:
Lipidios de armazenamento (neutros), localizados no tecido adiposo ricos em
triglicerideos e Lipidios estruturais (polares) que s&o partes integrantes de
biomembranas e, geralmente, sdo ricos em acidos graxos poli-insaturados.

Assim a separagdo de lipidios em classes, (polar e neutra) é outra
determinacao importante para obter a real composi¢cdo de acidos graxos de cada
fracéo (Muriel et al., 2002).

Neste estudo a separacdo de classes foi realizada com intuido de verificar a
eficiente da extracdo das duas classes de lipidios perante os dois métodos de
extracao.

A porcentagem de LT das fracBes neutra e polar, obtidas apds a eluicdo dos
solventes pela coluna, para o metodologia proposta foi de 48% e 34%
respectivamente, enquanto que para o método de Bligh & Dyer os valores obtidos

foram de 52% para a fracdo neutra e 28% correspondendo a fracdo polar. Dessa
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forma o rendimento da particdo foi em média 81%, indicando uma boa recuperagéo
e poucas perdas durante o processo.

Bonafe et al., 2011, utilizando coluna classica, realizou a separacao de lipidios
em classes de algumas espécies marinhas, entre elas, lula (Loligo plei) e polvo
(Octupus Vulgaris) e obteve para essas espécies uma porcentagem de lipidios na
fracdo neutra e polar de 48% e 30% respectivamente para lula e 52% e 36%
respectivamente para polvo.

Na Tabela 4 estdo expressos o0s resultados obtidos para quantificacdo de

acidos graxos dos LT das fracdes neutra e polar, para os dois métodos.

Tabela 4. Composicdo de acidos graxos (mg g'1 LT) das fragcdes neutra e polar e total dos filés de sardinha
submetidos a extracdo de LT pela metodologia proposta e pelo método de Bligh & Dyer

Total Fracdo Polar Fracéo neutra
Novo método Bligh & Dyer Novo método Bligh & Dyer Novo método Bligh & Dyer
12:0 40,33+1,58 39,4140,85 10,71+40,31 7,60+0,62 30,85+1,20 28,96+1,23
14:0 10,86+0,59 10,63+0,23 2,92+0,08 3,98+0,03 7,65+0,23 10,78+0,21
16:0 239,42+ 6,25 233,81+6,12 89,87+2,32 70,89+3,20 142,27+5,21 145,85+4,56
18:0 57,69+1,10 56,47+0,98 12,15+1,21 13,08+0,23 43,28+1,02 38,48+2,10
24:0 15,81+0,25 16,45+0,23 10,56+0,03 9,93+0,62 4,59+0,52 6,77+0,04
AGS 364,11+ 6,57 356,78+6,28 157,34+2,55 130,88+3,92 201,51+5,51 207,44+4,73
16:1n-9 10,02+0,14 10,24+0,25 1,56+0,10 3,57+0,08 4,50+0,36 8,30+0,14
16:1n-7 26,75+0,17 27,10%0,32 6,22+0,30 3,74+0,11 14,87+0,21 24,40+1,20
16:1n-5 10,83+0,10 10,38+0,21 9,34+0,08 4,78+0,21 8,64+0,14 5,37+0,12
18:1n-9 42,59+1,02 50,9042,01 8,49+0,42 15,33+0,08 22,15+1,06 37,9041,04
18:1n-7 17,7740,13 18,33+0,14 13,21+0,32 13,58+0,21 5,13+0,02 3,97+0,47
20:1n-9 8,57+0,15 8,12+0,52 1,56+0,12 2,02+0,05 3,56+0,08 5,35+0,08
24:1n-9 11,63+0,28 11,39+0,41 4,15%1,02 5,79+0,85 6,67+0,43 9,79+0,31
AGMI 128,15+ 1,10 136,47+2,16 44,55+1,20 48,80+0,92 65,53+1,22 95,08+1,69
18:2n-6 13,36+0,08 13,12+0,22 6,45+0,08 10,78+0,08 2,97+0,32 1,7140,23
18:3n-3 8,72+0,05 8,47+0,80 2,7610,03 3,19+0,02 5,58+0,64 5,21+0,11
20:3n-6 5,19+ 0,02 5,68+0,02 0,67+0,09 1,46%0,11 2,42+0,12 3,39+0,12
20:4n-6(AA) 23,86+0,26 23,7940,35 10,67+0,34 6,02+0,23 13,47+0,08 16,39+0,52
20:5n-3(EPA) 78,34%0,25 73,46%1,02 21,71+1,02 15,780, 27 41,94+1,23 48,23+1,54
22:6n-3(DHA) 296,69+8,23 291,35+8,63 192,5245,65 166,62+8,54 55,3940,56 67,02+1,23
AGPI 426,14+ 8,23 415,87+ 8,34 232,7945,75 203,86+8, 56 127,76+1,53 141,95+2,05

AGS= Somatorio de acidos graxos saturados; AGMI= Somatorio de acidos graxos monoinsaturado; AGPI= Somatério
de acidos graxos poli-insaturado.
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Para a analise de acidos graxos sobre a quantidade de lipidios totais, o
somatorio de AGPI foi maior para os dois métodos seguidos do somatorio de AGS
e AGMI.

Essa mesma tendéncia foi observada por Bandarra et al., 1997 estudando o
efeito sazonal sobre a composicdo de acidos graxos de sardinha (Sardina
pilchardus).

Na separacado de classe os dois métodos seguiram a mesma tendéncia. Na
fragcdo neutra as maiores quantidades foram de AGS seguidas de AGPI e AGMI.

Em muitos casos, a composicdo de acidos graxos pode variar de acordo com
algumas condicbes ambientais, tais como o0 estagio de maturacdo dos peixes,
temperatura da agua do mar, qualidade lipidica da presa, entre outros (Guil-Guerrero
et al.,, 2011; Ackman et al., 1980). Contudo os principais componentes da fracéo
neutra sdo os AGS e AGMI tais como 16:0, 18:0 e 18: 1n-9 (Saito, et al., 2005).

Para a fracdo polar, os dois métodos apresentaram quantidades de AGPI
maiores, seguido de AGMI e AGS. Geralmente a fracédo polar € mais rica em acidos
graxos poli-insaturados, principalmente o acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3)
(Saito, et al., 2005).

A quantidade recuperada de DHA para os dois métodos foi maior na fracao
polar representando em meédia mais de 60 % da quantidade total desses acidos

graxo nessa fracdo.

3.3. Andlise de PCA (Principal Components Analysis)

A matriz de dados das variaveis analisadas, somatorio de acidos graxos
saturados, poli-insaturados e monoinsaturados dos lipidios totais e das fracdes
neutra e polar para o metodologia proposta e para o Bligh & Dyer, foi submetida a
analise de PCA, cuja analise multivariada pode resumir a variabilidade de um
conjunto de dados complexos apresentando de forma mais interpretavel em

componentes principais (PC) (Ribeiro et al., 2013; Silva et al., 2013).
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A Figura 2 mostra que cerca de 100% da variancia do conjunto de dados
original € explicado. Assim, os dois componentes foram retidos nas analises de

componentes principais para o somatoério dos acidos graxos.

90,22%

Autovalores

— 0%
00 I
05
0.0 05 1.0 15 20 2.5 30 35 40

NUumeroda componcnte principal

Figura 2. Percentual de variancia explicada para a componente principal.

A primeira componente (PC1) explica 90,22% da variancia total no conjunto
de dados, sendo que os escores mais significativos para esta PC sdo o AGMI, AGPI
e AGS (Figura 3A).

A segunda componente (PC2) esta associada a 8,88% da variancia total no
conjunto de dados, sendo que o AGPI é o escore mais importante para PC2 (Figura
3A). Pois na composicao da fracdo polar a concentracdo de AGPI é mais elevada
que na fragao neutra, em que AGS e AGMI sao predominantes.

Na Figura 3B podemos observar que as fracdes polares e neutras, assim
como os LT da metodologia proposta e do Bligh & Dyer, foram agrupadas préximos,

indicando a similaridade entre os dois métodos.
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Figura 3. Loading plot PC1-PC2 (A), Scores plot PC1-PC2 (B) para o somatério de acidos graxos
da metodologia proposta e de Bligh & Dyer .
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4. Conclusdo

A utilizacdo dos solventes hexano e acetona na extracdo de lipidios totais de
tecido muscular de peixe se mostrou eficiente quando se utilizou uma proporcao de
1:1,2:1,5 de hexano:acetona:agua.

A viabilidade da nova metodologia é comprovada pela quantidade de lipidios
totais obtida e pela composicdo de &acidos graxos na fracdo polar e neutra,
comparaveis a metodologia de referéncia de Bligh & Dyer, observacédo que pode ser

visualizada de maneira conclusiva nas analises de PCA.
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Consideracoes Finais

De maneira geral as espécies de peixes marinhos estudados apresentaram
niveis elevados de acidos graxos poli-insaturados, principalmente EPA o DHA, além
de boa capacidade antioxidante, sendo a cromatografia em fase gasosa acoplada ao
detector de ionizacdo em chama uma técnica satisfatéria para essa determinagéo.

As tilapias do Nilo criadas em cativeiro adaptaram-se bem a racgao
suplementada com 06leo de Chia e com o extrato etandlico da casca do abacate,
melhorando sua qualidade lipidica, devido ao aumento da quantidade de LNA no filé,
além de um aumento na capacidade antioxidante.

O Método desenvolvido para a analise de lipidios totais em tecidos muscular
de peixes, empregando os solventes hexano e acetona, foi satisfatorio tanto na

extracao de lipidios neutros quanto de polares.
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