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Resumo

A indústria de lã, leite, carne e pele de ovinos tem crescido em importância e novas biotecnologias do sêmen estão sendo 
estudadas para a elucidação de causas de infertilidade em machos. Sabe-se que danos causados na membrana espermática 
diminuem a qualidade seminal. Considerando que estas são compostas por uma bicamada de fosfolipídios e que a 
peroxidação lipídica é causadora de lesão celular, explica-se a importância de estudos sobre os lipídios constituintes do sêmen. 
A peroxidação lipídica é consequente da reação entre os lipídios e as espécies reativas de oxigênio. Esse quadro pode ser 
controlado pela presença de antioxidantes no sêmen. O sêmen foi coletado pela técnica da vagina artificial e após análise 
imediata e mediata, foi separado em duas frações: plasma seminal e pellet de espermatozoide. Seus lipídios foram extraídos 
por dois métodosbaseados no método Folch, Lesse Stanley modificado diferentes, utilizando clorofórmio e metanol como 
solventes. Após foram qualificados e quantificados pela especificidade e sensibilidade da Cromatografia Liquida de Alta 
Eficiência e escolheu-se a melhor extração. A análise estatística dos dados foi realizada através do programa SAS for Windows. 
O AG saturado predominante no espermatozoide é o mirístico e o AG insaturado predominante é o DHA, em ambas as 
extrações. No plasma seminal, nos dois métodos, o AG saturado que prevalece é o palmítico e o insaturado é o oleico. Dentre 
os dois métodos estudados, o que obtivemos melhores resultados na identificação e quantificação dos AG foi a Método 1.

Palavras-chave: Sêmen. Ovino. Perfil lipídio. HPLC.Extração.

Abstract

The sheep industry for wool, milk and meat production is of increasing importance and new technologies for assessment of 
semen are in course for the elucidation of male infertility causes. It is well known that damage to the sperm membrane decreases 
semen quality. Considering that sperm membranes are composed by a phospholipid bilayer, and that lipid peroxidation is 
a major cause of cell damage, studieson the lipid components of semen are relevant. Lipid peroxidation is a consequence of 
the reaction between lipids and reactive oxygen species. This event may be reduced in the presence of antioxidants in semen. 
Semen was collected with an artificial vagina and, after sperm evaluation, samples were centrifuged to separate the sample 
into two fractions: seminal plasma and spermatozoa pellet. Both had their lipids extracted by two different methods based on 
Folch, Less& Stanley method modified, using chloroform e methanol as solvents. After the extraction, some esterified fatty 
acids were qualified and quantified for the sensitivity and specificity to the high performance liquid chromatography in order 
to determine the most efficient extraction technique in quantitative and qualitative aspects. Statistical analysis was performed 
using SAS software for Windows. The predominant saturated fatty acid in sperm under these experimental conditions was the 
myristic and the most abundant insaturated fatty acid in both extractions was DHA. In seminal plasma, in both methods, the 
prevailing fatty acid is the saturated palmitic and the unsaturated oleic. Among the methods evaluated, we obtained the best 
results of identification and quantification of fatty acids in Method 1.
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Introdução

As membranas biológicas são formadas por uma bi-
camada de fosfolipídios contendo proteínas e atuam 
como barreira seletivas1, assim como nas membranas 
espermáticas, as quais possuem um papel ativo em 
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sua capacidade fertilizante, reação acrossômica e fu-
são do oócito2. A composição lipídica da membrana 
espermática é estabelecida após maturação epididi-
mária do espermatozoide3.

Os lipídios apresentam-se de forma assimétrica na 
membrana espermática, determinando a motilidade, 
viabilidade e peroxidação lipídica, como relata Bukar 
et al.4. Cerolini et al.5explica que esta composição in-
fluencia na congelabilidade do espermatozoide. Há 
diversos ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) na 
membrana espermática humana, como o ácido do-
cosahexaenoico (DHA)6. Em ovinos, o DHA propor-
ciona a fluidez necessária para a fertilização7. As aves 
têm composição de ácidos graxos (AG) semelhante 
no espermatozoide e no plasma seminal, sendo os 
ácidos predominantes os esteárico, araquidônico e o 
docosatetraenoico,como relata Blesbois et al.8.

Embora o estresse oxidativo causado pelas espécies 
reativas de oxigênio (ROS) seja considerado a maior 
causa de infertilidade em homens, segunda Colaga-
re Marzony9, a existência fisiológica de ROS no sêmen 
é vital para a proliferação, diferenciação espermática10, 
capacitação e reação acrossômica, uma vez, que as ROS 
são essenciais para causar as modificações funcionais e 
estruturais na membrana espermática, para que o esper-
matozoide seja capaz de fertilizar o óvulo, ou seja, o pro-
cesso de capacitação depende das alterações de permea-
bilidade da membrana consequente da ação das ROS11.

O espermatozoide é vulnerável ao estresse oxidati-
vo, pois sua membrana é rica em PUFA e seu citoplas-
ma, pobre em antioxidantes12, pois há grande perda 
no momento da maturação, sendo dependente da de-
fesa dos antioxidantes presentes no plasma seminal11. 
O dano causado pelas ROS em desequilíbrio, leva a 
alterações de morfologia e motilidade, afetando a 
fluidez,da regulação da espermatogênese, da integri-
dade do DNA, acelera a apoptose da célula germinati-
va, causa o declínio da concentração espermática as-
sociada à infertilidade e deterioração da qualidade se-
minal e capacidade do espermatozoide sofrer reação 

acrossômica e fertilizar, por causar danos nos lipídios, 
aminoácidos, carboidratos, proteínas e no DNA12.

Muitos são os estudos envolvidos com o estresse 
oxidativo, porém há poucas pesquisas sobre o perfil 
lipídico do sêmen de animais. Para que seja possível a 
realização destes trabalhos, os lipídios devem ser ex-
traídos destas amostras para posterior análise e o mé-
todo de extração de lipídios mais comumente usado 
é o proposto por Folch, Lesse Stanley13, que envolve a 
utilização de clorofórmio e metanol como solventes, 
método este utilizado por Hartree e Mann14 em es-
tudo com sêmen de carneiros e por Castellini et al.15 
com sêmen de coelhos.

Para a determinação do perfil lipídico a cromatogra-
fia gasosa é a escolhida pelos pesquisadores por estar 
amplamente difundida, porém é uma técnica que não 
permite a reutilização da amostra estudada, desvanta-
gem que contribuiu para a substituição pela cromato-
grafia líquida. A Cromatografia Líquida de Alta Efici-
ência (CLAE ou HPLC) é uma análise não destrutível, 
além de ser mais sensível na identificação da amostra16. 
Castellini et al.15, após extrair lipídios do sêmen de coe-
lhos, utilizou a CLAE para analisar suas amostras.

Devido à importância da composição de AG no sê-
men, os quais fazem parte de lipídios complexos da 
membrana celular, como fosfatidilcolinas. Este estudo 
visou à extração desta classe de componentes do plas-
ma seminal e da membrana espermática,comparando 
duas extrações diferentes, ambas baseadas no método 
Folch, Lees e Stanley13modificado.O extrato lipídico 
obtido foi qualificado e quantificado pela CLAE e as-
sim escolhida a melhor extração.

Material e Método

Realizou-se, na Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia da Universidade de São Paulo, dez coletas 
aleatórias de sêmen, no período de 12 meses, com o 
intuito de excluir a interferência sazonal. Sete carneiros 
da raça Santa Inês e mestiços, de três a cinco anos de 
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idade, mantidos sob as mesmas condições de manejo 
e alimentação, foram considerados saudáveis após ava-
liação da integridade dos testículos, epidídimo, sistema 
locomotor, sanidade geral e escore corporal.

O sêmen foi coletado pela técnica da vagina arti-
ficial contendo tubo coletor graduado em mililitros, 
previamente aquecido a 37oC, protegido com tecido 
evitando o contato com a luz e o choque térmico, da-
nosos aos espermatozoides17. Após coleta, o tubo foi 
mantido em banho-maria a 37°C até o processamento 
da amostra.

O sêmen foi avaliado quanto à motilidade, vigor e 
turbilhonamento, de acordo com os parâmetros semi-
nais propostos pelo CBRA18 e somente 20 amostras 
respeitavam tais parâmetros, as quais foram respec-
tivamente separadas para extração pelo Método 1 e 
pelo Método 2.

O material coletado foi centrifugado a 8000 xg por 
15 minutos, separando a amostra em duas alíquotas: o 
plasma seminal e pellet de espermatozoides, as quais 
foram estocadas separadamente em microtubos de 
centrifugação de 2mL (Eppendorf®) e armazenados 
em freezer comum.Como resultado, foram obtidas 
para a extração lipídica: 20 amostras de plasma semi-
nal e 20 amostras de pellet de espermatozoide. Des-
tas amostras, já separadas, extraiu-se 10µL de plasma 
seminal e 20mg do pellet de espermatozoide dos di-
ferentes microtubos, resultando em 40 amostras no 
total para cada método, ambos descritos a seguir.
Extração de Lipídios – Método 1

Dois microtubos de centrifugação foram devida-
mente identificados, sendo que no microtubo 1, co-
locou-se 10µL de plasma seminal ou 20mg do pellet 
de espermatozoide, que foram homogeneizados com 
400µL, por 20 minutos. Após centrifugação a 700 xg 
por 10 minutos, em temperatura ambiente, o sobrena-
dante (aproximadamente 200µL) foi transferido para 
o microtubo 2, no qual foi adicionado 50µL de solu-
ção aquosa de cloreto de potássio a 0,88%, visando 
à eliminação das impurezas. A mistura foi homoge-

neizada e centrifugada a 700 xg por 10 minutos, para 
separação das amostras. O sobrenadante (aproxima-
damente 150µL) foi desprezado com o auxílio de uma 
pipeta e ao restante foi adicionado 25µL, sem misturar 
o conteúdo. A fração superior foi desprezada por as-
piração e a fração inferior submetida à secagem com 
vapor de nitrogênio e armazenada em freezer comum.
Extração de Lipídios – Método 2

Novamente, dois microtubos de 2mL foram identi-
ficados. No microtubo 1, foram adicionados 10µL de 
plasma seminal ou 20mg do pellet de espermatozoide, 
seguido da adição de 1mL de metanol para ser homo-
geinização por vórtex. Adicionou-se, então1mL de clo-
rofórmio e 0,4mL de água MiliQ, e novamente foi sub-
metido à homogeneização por vórtex. Houve a forma-
ção de um halo branco entre as fases orgânica e aquosa. 
Aspirou-se1mL da fase inferior com o auxílio de uma 
pipeta, transferindo-a para o microtubo 2, o qual foi 
mantido em gelo. Ainda no primeiro microtubo, fez-se 
uma segunda extração adicionando 0,5mL de metanol, 
0,5mL de clorofórmio e água MiliQ até completar o 
volume do tubo. Essa segunda mistura foi submetida 
à homogeinização por vórtex. Sua fração superior foi 
desprezada por aspiração e o restante misturado ao mi-
crotubo 2, no qual foi adicionado 0,5mL da Mistura de 
Folch, Lees e Stanley16  à base de Clorofórmio: Metanol: 
Água (3:48:47) e homogeinizado com vórtex.. A fração 
superior foi desprezada por aspiração e o restante sub-
metido à secagem por vapor de nitrogênio e armazena-
do em freezer comum.
Saponificação

As amostras extraídas pelos dois métodos e arma-
zenadas no freezer foram ressuspendidas em 1mL de 
NaOH:Metanol (1:1)e submetidas à homogeneização 
com vórtex, e então transferidas para um tubo de vi-
dro previamente lavado com solução de potassa (me-
tanol + KOH 2%). O tubo foi vedado e incubado por 
duas horas em banho-maria a 37˚C. Posteriormente, 
adicionou-se 2mL de HCl e o tubo foi submetido à 
homogeneização por vórtex. Adicionou-se 1mL de 
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Hexano e repetiu-se o procedimento de homogenei-
zação. A camada superior formada, que corresponde 
à fração lipídica, foi recuperada com o auxílio de uma 
pipeta e transferida a um novomicrotubo. Esta etapa 
foi repetida mais uma vez, no mesmo tubo de vidro, e 
o sobrenadante colocado no mesmo microtubo, para 
secagem no fluxo de nitrogênio e posterior derivatiza-
ção, conforme Martins et al.16.
Derivatização e Cromatografia

Na derivatização, ressuspenderam-se as amostras 
secas em 100µL de Acetonitrila (ACN) e estas foram 
passadas no vórtex. Após, adicionaram-se 20µL de 
bromometilmetoxicumarim dissolvido em ACN e 
20µLde 18-crown-6-ether (C2H4O)6 dissolvidos em 
ACN em 40µL de amostra em tubo redutor de volu-
me vedado, homogeneizado com vórtex e incubado a 
65˚C por 15 minutos em banho seco e então analisada 
pelo HPLC (MARTINS et al.16).

Foi utilizado um HPLC da Shimazu com fluxo de 
1mL por minuto, fase móvel composta por A = ACN 
(77%) e B= água (23%), com coluna C8 Supelco de fase 
reversa com sílica mantida a temperatura ambiente, 
pressão de 60 Kg/cm2 e detector de fluorescência com 
os respectivos comprimentos de onda de excitação e de 
emissão, 325nm e 395nm. Usaram-se como padrões os 
seguintes AG derivatizados: Caproico; Caprílico; Mar-
gárico; Oleico; Esteárico; Linoleico; Linolênico; Ara-
quidônico; Eicosapentaenoico (EPA); e o DHA.

Todos os solventes, reagentes e padrões utilizados 
são Sigma-Aldrich® (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, 
MO, EUA).

Os dados foram analisados pelo programa SAS Sys-
tem for Windows (2000) e o aplicativo Guided Data 
Analisys foi utilizado visando testar os dados quanto 
à normalidade dos resíduos e homogeneidade das va-
riâncias. A análise paramétrica foi realizada por meio 
do teste t de Student. Para descrição dos resultados, 
empregaram-se as médias e os erros padrões (média 
± erro padrão da média) dos dados originais e seus 
níveis de significância (P), quando obedecessem às 

premissas de normalidade e homogeneidade. Todas 
as variáveis respostas avaliadas obedeceram às pre-
missas.Considerou-se o nível de significância 5%. As 
variáveis classificatórias utilizadas foram matriz (es-
permatozoide vs. plasma seminal) e método de extra-
ção dos lipídeos (Método 1 vs. Método 2).

Resultados e Discussão

Verificou-se que o Método 1 é melhor em rela-
ção ao 2, levando-se em consideração a quantidade 
recuperada e a presença de diferentes AG, já que o 
Método 2 não identificou os seguintes AG: caproi-
co, caprílico, cáprico e margárico. Não foi possível 
observar por meio de nenhum dos métodos de ex-
tração a presença do ácido graxo EPA e do linolêni-
co. Este fato pode ter ocorrido devido à condição de 
armazenagem prolongada das amostras em gelo no 
Método 2, em concordância com Lahnsteiner et al.19, 
que observaram maior quantidade de lipídios em 
amostras frescas em relação às amostras congeladas. 
Além disso, há maior concentração de AG totais nos 
espermatozoides utilizando-se o Método 1, em rela-
ção ao Método 2 (339,62 ± 53,37 vs. 157,86 ± 44,55, 
respectivamente, Tabela 1). Provavelmente, o tempo 
de ação de metanol:clorofórmio na amostra utili-
zando-se o Método 2 não foi suficiente para extrair 
quantidade representativa de AG, considerando-se 
que no Método1 foi utilizado tempo de incubação de 
20 minutos e no método de extração 2, a incubação é 
realizada por apenas 1 minuto.
Efeito dos métodos de extração sobre o perfil de 
ácidos graxos no plasma seminal

Não houve diferença entre AGs saturados e insatu-
rados no plasma seminal comparando-se os dois Mé-
todos (Figura 1), o que sugere que os mesmos sejam 
equivalentes para se determinar a proporção de AG 
em plasma seminal ovino.

Em ambos os Métodos, como esperado, observou-
-se maior quantidade de AG totais no espermato-
zoide, em relação ao plasma seminal. Barrios et al.20 
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relatam que o plasma seminal melhora a viabilidade 
do espermatozoide em ovinos, por ser uma mistura 
complexa que contém proteínas que protegem o es-
permatozoide de lesões associadas ao estresse térmico 
e oxidativo. Esta mistura de substâncias pode prejudi-

car a extração dos AG totais do plasma seminal, sendo 
necessárias mais lavagens.
Ácidos graxos no espermatozoide e no plasma se-
minal – Método 1

Houve maior concentração de AG totais na amostra 
de espermatozoides, em relação ao plasma seminal  
(339,62 ± 53,37 vs. 27,09 ± 7,61, respectivamente, 
Tabela 2). Dado explicado pela constituição bioló-
gica do plasma seminal, como relatou Martins et 
al.21ao determinarem que proteínas zsão as bio-
moléculas predominantes no plasma seminal de 
bodes. Os espermatozoides possuem maiores con-
centrações de DHA, em relação ao plasma seminal 
(168,18 ± 28,76 vs. 6,38 ± 2,51, respectivamente, 
Tabela 2). Além disso, o DHA representa quase 50% 
dos AG totais em espermatozoides. Em concordân-
cia com estes dados, Aksoyet al.22  obtiveram altas 
concentrações de DHA no espermatozoide de ho-
mens normozoospérmicos, o que explica a suscep-
tibilidade da célula espermática ao estresse oxidati-
vo. O DHA é indispensável para manter a fluidez, 

Figura 1 -Efeito dos métodos de extração (extração 1 e extração 2) sobre a concentração (ng/
ml) do total de ácidos graxos saturados e insaturados do plasma seminal, avaliado 
através da área dos picos obtidos pela Cromatografia Líquida de Alta Performance em 
amostras espermáticas de carneiros - São Paulo – 2008 a 2009
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Ácidos Graxos
Saturados

Ácidos Graxos
Insaturados

  ng
/m

L

Extração 1

Extração 2

Extração 1 Extração 2 P

Caproico 0,01 ± 0,01 0 0,3739
Caprílico 0,3 ± 0,1 0 0,0392
Cáprico 0,04 ± 0,04 0 0,3739
Láurico 4,77 ± 1,52 3,35 ± 1,58 0,5331

Mirístico 31,21 ± 7,76 14,47 ± 5,94 0,1253
Palmítico 54,43 ± 5,81 24,02 ± 4,89 0,0039
Margárico 0,09 ± 0,09 0 0,3739
Esteárico 21,12 ± 2,47 7,92 ± 2,48 0,0055

EPA 0 0 -
Linolênico 0 0 -

DHA 168,18 ± 28,76 81,58 ± 20,78 0,0405
Araquidônico 12,35 ± 1,90 5,54 ± 1,81 0,0317
Palmitoleico 3,8 ± 0,95 1,37 ± 0,96 0,1096

Linoleico 35,15 ± 8,84 16,53 ± 5,98 0,1192
Oleico 8,7 ± 1,09 3,08 ± 1,30 0,0173

TOTAL 339,62 ± 53,37 157,86 ± 44,55 0,0309

Tabela 1 - Efeito dos métodos de extração (extração 1 e 
extração 2) sobre a concentração (ng/g) dos 
AG dos espermatozoides avaliados através da 
área dos picos obtidos peloHPLC em amostras 
espermáticas de carneiros - São Paulo –  
2008 a 2009
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motilidade e reação acrossomal23. Embora o ácido 
araquidônico não tenha sido identificado no plas-
ma, este resultado foi inesperado, pois sua presença 
atua na motilidade espermática e na reação acros-
somal, conforme apontado por Hossain et al.24.

Dentre os AG saturados e insaturados, há maior 
concentração no espermatozoide, em relação ao plas-
ma seminal, no Método 1 (111,96 ± 13,94 e 227,66 ± 
40,23 vs. 19,76 ± 5,22 e 7,53 ± 3,13, respectivamente, 
Figura 2), dado relacionado à constituição do plasma 
seminal, além de a célula espermática ser constituída 
de fosfolipídios principalmente, fator que torna o ga-
meta ainda mais susceptível ao efeito das ROS.

Houve maior porcentagem de DHA no espermato-
zoide, em relação ao plasma seminal (49,03 ± 1,97 vs. 
25,75 ± 7,72, respectivamente, Tabela 3). Entretanto, 
houve maior porcentagem do AG palmítico no plas-
ma seminal, em relação ao espermatozoide (41,78 ± 
1,56 vs. 16,70 ± 1,15, respectivamente, Tabela 3), em 
concordância com Khosrowbeygi e Zarghami2 que 
observaram maior quantidade do ácido palmítico em 
homens normozoospérmicos.
Ácidos graxos no espermatozoide e no plasma se-
minal – Método 2

Mesmo não sendo possível realizar a estatística, os 
resultados mostraram semelhança entre a composi-
ção de AG no espermatozoide e no plasma seminal, 

Espermatozoide Plasma Seminal P

Caproico 0,01 ± 0,01 0 0,3739
Caprílico 0,3 ± 0,1 0 0,0392
Cáprico 0,04 ± 0,04 0 0,3739
Láurico 4,77 ± 1,52 2,20 ± 0,9 0,2176

Mirístico 31,21 ± 7,76 1,53 ± 0,56 0,0185
Palmítico 54,43 ± 5,81 11,15 ± 2,77 0,0005
Margárico 0,09 ± 0,09 0 0,3739
Esteárico 21,12 ± 2,47 4,88 ± 1,34 0,0011

EPA 0 0 -
Linolênico 0 0 -

DHA 168,18 ± 28,76 6,38 ± 2,51 0,0048
Araquidônico 12,35 ± 1,90 0 0,0029
Palmitoleico 3,8 ± 0,95 0 0,0161

Linoleico 35,15 ± 8,84 0,39 ± 0,39 0,0170
Oleico 8,7 ± 1,09 0,76 ± 0,45 0,0007

TOTAL 339,62 ± 53,37 27,29 ± 7,61 0,0039

Tabela 2 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma 
seminal) sobre a concentração (ng/g e ng/ml, 
respectivamente) dos AG avaliados através da 
área dos picos obtidos peloHPLC em amostras 
espermáticas de carneiros, utilizando o método 
de extração 1 - São Paulo – 2008 a 2009

Figura 2 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma seminal) sobre a concentração 
(ng/g e ng/ml, respectivamente) do total de ácidos graxos saturados e 
insaturados avaliados através da área dos picos obtidos pela Cromatografia 
Líquida de Alta Performance em amostras espermáticas de carneiros, 
utilizando o método de extração 1 - São Paulo – 2008 a 2009
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havendo apenas o DHA em maior concentração nos 
célula espermática, em relação ao plasma seminal 
(81,58 ± 20,78 vs. 0,34 ± 0, respectivamente, Tabela 
4), o qual corresponde a mais de 50% dos AG totais. 
O DHA é a mais importante PUFA do espermatozoi-
de, sendo um dos principais alvos do estresse oxida-

tivo, além do DNA como relata Nichi12. Aksoy et al.22 
observaram altas concentrações de DHA em homens 
normozoospérmicos em relação aos outros grupos 
com afecções, o que sugere sua função crucial na flui-
dez do espermatozoide e na habilidade fertilizante.

Embora não seja possível a realização de estatística, 
há maior porcentagem de DHA na amostra de esper-
matozoides, em relação ao plasma seminal (53,07 ± 
2,96 vs. 3,64 ± 0, respectivamente, Tabela 5) e maior 
porcentagem do AG oleico no plasma seminal em re-
lação ao espermatozoide (33,36 ± 0 vs. 1,63 ± 0,42, 
respectivamente, Tabela 5).

Em relação ao Método 2, a estatística foi prejudi-
cada, uma vez que a maior parte dos valores obtidos 
forma iguais a zero, logo, podemos considerar que o 
Método 2 não foi capaz de extrair AG suficiente para 
que o aparelho detecte, ou pode ter ocorrido alguma 
contaminação durante o processo, levando à leitura 
errada das amostras25.

Conclusão

Conclui-se que a composição de AG do espermato-
zoide e a do plasma seminal são semelhantes, embora 

Espermatozoide Plasma Seminal P

Caproico (%) 0,003 ± 0,003 0 0,3739
Caprílico(%) 0,11 ± 0,04 0 0,0719
Cáprico(%) 0,02 ± 0,02 0 0,3739
Láurico (%) 1,37 ± 0,31 7,37 ± 3,59 0,1932
Mirístico(%) 9,21 ± 1,44 4,59 ± 1,57 0,0671
Palmítico (%) 16,70 ± 1,15 41,78 ± 1,56 <0,0001
Margárico(%) 0,04 ± 0,04 0 0,4071
Esteárico (%) 6,6 ± 0,74 17,46 ± 2,07 0,0010

EPA (%) 0 0 0
Linolênico (%) 0 0 0

DHA (%) 49,03 ± 1,97 25,75 ± 7,72 0,0529
Araquidônico (%) 3,68 ± 0,2 0 <0,0001
Palmitoleico(%) 1,05 ± 0,14 0 0,0016

Linoleico (%) 9,71 ± 1,86 0,85 ± 0,85 0,0055
Oleico (%) 2,45 ± 0,10 2,17 ± 1,26 0,8384

Tabela 3 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma 
seminal) sobre a porcentagem dos AG avaliados 
pelo HPLC em amostras espermáticas de 
carneiros, utilizando o método de extração 1 
- São Paulo – 2008 a 2009

Espermatozoide Plasma Seminal P

Caproico 0 0 -
Caprílico 0 0 -
Cáprico 0 0 -
Láurico 3,35 ± 1,58 1,32 ± 0 -

Mirístico 14,47 ± 5,94 0 -
Palmítico 24,02 ± 4,89 2,10 ± 0 -
Margárico 0 0 -
Esteárico 7,92 ± 2,48 1,54 ± 0 -

EPA 0 0 -
Linolênico 0 0 -

DHA 81,58 ± 20,78 0,34 ± 0 -
Araquidônico 5,54 ± 1,81 0 -
Palmitoleico 1,37 ± 0,96 0 -

Linoleico 16,53 ± 5,98 0,95 ± 0 -
Oleico 3,08 ± 1,30 3,09 ± 0 -

TOTAL 157,86 ± 44,55 9,36 ± 0 -

Tabela 4 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma 
seminal) sobre a concentração (ng/g e ng/ml, 
respectivamente) dos AG avaliados através da 
área dos picos obtidos peloHPLC em amostras 
espermáticas de carneiros, utilizando o método 
de extração 2 - São Paulo – 2008 a 2009

Espermatozoide Plasma Seminal P

Caproico (%) 0 0 -
Caprílico(%) 0 0 -
Cáprico(%) 0 0 -
Láurico (%) 1,76 ± 0,49 7,11 ± 0 -
Mirístico(%) 8,45 ± 0,93 0 -
Palmítico (%) 16,57 ± 1,33 11,32 ± 0 -
Margárico(%) 0 0 -
Esteárico (%) 4,98 ± 0,57 8,31 ± 0 -

EPA (%) 0 0 -
Linolênico (%) 0 0 -

DHA (%) 53,07 ± 2,96 1,83 ± 0 -
Araquidônico (%) 3,34 ± 0,17 0 -
Palmitoleico(%) 0,54 ± 0,33 0 -

Linoleico (%) 9,65 ± 1,75 5,12 ± 0 -
Oleico (%) 1,63 ± 0,42 16,64 ± 0 -

Tabela 5 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma 
seminal) sobre a porcentagem dos AG avaliados 
pela HPLC em amostras espermáticas de 
carneiros, utilizando o método de extração 2 
- São Paulo – 2008 a 2009
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alguns AG de baixa concentração (cáprico, caprílico 
e caproico) não tenham sido identificados no plasma 
seminal. O AG saturado predominante no espermato-
zoide é o mirístico e o insaturado é o DHA, extraídos 
por ambos os métodos. No plasma seminal, nos dois 
métodos, o AG saturado que prevalece é o palmíti-

co e o insaturado é o oleico. Ainda se conclui que o 
Método 1 é mais efetivo para a extração dos lipídios 
destinados à identificação e na quantificação dos AG, 
em relação ao Método 2, que possui muitas etapas de 
lavagens e com volumes muito altos de solventes, au-
mentando os riscos de contaminação no processo25.
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