Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da UFSC

ROBSON LEANDRO SCHACKER

IDENTIFICACAO E DETERMINACAO DO TEOR DOS ACIDOS
EICOSAPENTAENOICO (EPA) E DOCOSAHEXAENOICO (DHA)
EM OLEO DE PEIXE POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Florian6polis — SC
2004


https://core.ac.uk/display/30385467?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA - UFSC
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

IDENTIFICACAO E DETERMINACAO DO TEOR DOS ACIDOS
EICOSAPENTAENOICO (EPA) E DOCOSAHEXAENOICO (DHA)
EM OLEO DE PEIXE POR CROMATOGRAFIA GASOSA

ROBSON LEANDRO SCHACKER

Relatorio de conclusio de curso para obten¢ao do grau de bacharel em

Quimica

Orientador: Prof. Dr. Luiz Augusto dos Santos Madureira

FLORIANOPOLIS - SC
2004



AGRADECIMENTOS

O desenvolvimento do presente trabalho contou com a participagdo de pessoas
especiais, as quais agradeco a seguir:

- Central de Andlise

- Departamento de Quimica

- Prof. Dr. Luiz Augusto dos Santos Madureira

- Jodo Renato de Mendonga Strelau

- Fabricio Augusto Hansel

- Denyo Silva

- Fébio Roehrs

- Marcelo da Rosa Alexandre

- Luciano Henrique Campestrini

- Gilmar Conte

Agradeco especialmente a familia, pelo apoio, carinho e compreensao.



Aos meus pais Pedro e Janete
pelo amor e carinho.
Aos familiares pelo apoio e
incentivo.



SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt et sttt et e at e s bt et e s et e bt enteeaeenbeenseeneenseennes 8
INTRODUGAO. ..ot se st sesenesasanens 9
2 REVISAO BIBLIOGRAFICAL.........ccouivirimeieeiseiesesesssesssssssssssssesssesssesssssssssssssssnns 12
2.1 GOTAUIAS. ...ttt ettt e et e s bt e s bt e s bt e e sabee e 12
B 1o ) (a0 TSRS PSR 13
2.3 ACIAOS ZIAXOS. ......veveeeeeeeeeeeeeeee e e s es st se s s sseseeneees 14
2.4 ACidOS ZraxoS SAUTAAOS. ..........v.oveveeeeeeeeeeeeseeseeeeeeee e eeeses s eseeee e s, 15
2.5 Acidos graxos MONOINSAtUTAAOS................cueveevereeeeeeeeeeeeseeeeseeseeeeeeseeeseeseseese e seeseseeeeenen 15
2.6 Acidos graxos POINSALUIAAOS. .............veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeees e seeeeeeen 16
2.6.1 Série ou familia OMEZA-3.......c.eeeiiiiiiiiieiieeiee e e 16
2.7 ANAliSe de ACIAOS ZIAXO0S..cceuurtiruiiiriieiiiieeiiteeitee et eeite e st e e st e e sibeessibeesareesbeeesabeeenane 17
3 MATERIAIS E METODOS.........couioiieieeeeeeeeeeeeeeeeeees e eseseess s s 19
31 AINOSTIAS. ..ttt ettt ettt e st e st s e e e e e e as 19
3.1.1 Apresentac@o das AMOSIIAS. .......eevureerireeriieeeiieeeieeesiite et eeeitee e eeeieeesbeeesbeeeas 19
3.1.2 AQUiSICAO dAS AMOSIIAS. ...eeeruireeeiieeriieeriieeriteeritee et e et e e sbteesbteesabeeesabeessaseeenneas 19
3.2.1 Materiais € equipamentos da EXIIragA0.......cccueervreerireerieeerireeereeeireeeaeeesreeesneens 20
3.2.2 Materiais € equipamentos para aNAliSE..........cccveerrureerireeniieeenieeenieeerreeesireeeneeens 20
3.2.3 EXtracao das amMOSTIAS. ......ceeiuuieriieerittenieeesitteeriiee et e siteesieeesbteesabeeesaseeesaneeeaneas 21
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccriririieiierieeiesiesisessessesseesessessssssssessessnnns 24
5 CONCLUSAO. ...ttt ettt sttt 30
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oioiiiiiieisesiseeese et ssessssses 31
ANEXOS . ..ottt ettt h bt et eh e be et sh e bttt nas 34
ANEX0 L.a FOrMUIAS. .....cocuiiiiiiiiicc e 35
Anexo Lb FOrmulas € eStruturas..........ccc.eeviiiiiiniiiiiienieiieenieeiceste et 36
ANEXO ITFIGUIAS 1 € 2.ciiniiiiiiieeeiie ettt et e e eeaae e e aae e saneeeaneee e 37

ANEXO HIFIUIAS 3 € 4. oottt et 38



SUMARIO DE TABELAS
Tabela 1: Classificacdo dos lipidios SIMPIES.........cecveeeriieeeriiieeiiiieriieeriieesreeesveeesveeeereeenns 13
Tabela 2: Caracteristicas e ocorréncia dos principais dcidos graxos saturados e insatura
dOS Presentes EmM GOTAUIAS. .......eivuieeriieeriteeeieeertte et et e ettt e et e st e e sbbeesabteesbeeesabeeesaseeas 15
Tabela 3: Caracteristicas das espécies de peixes tomadas COmMO amoStra............ceevveeeneennne 19
Tabela 4: Reagentes usados no procedimento de eXtragao........ceeevvveeerureerireerveeenueeenveennns 20
Tabela 5: Padroes usados Na andliSe..........cooueeueeriiriiiinieeiieieeieesite ettt 21

Tabela 6: Concentracao das solucdes padrio usadas para determinar a resposta do de-
LS8 ST OO U TO RO PPO U PTRPRROPRPP 24
Tabela 7: Resultados dos célculos das médias das dreas e fator resposta (Fr) para as
solucdes padrao do estearato de metila (C18:0) e metil cis-13-docosenoato (C23:1).......... 25
Tabela 8: Percentual de C23:1 usando os fatores resposta propostos..........ceeeveeerveeenuveennne 26
Tabela 9: Percentuais de EPA e DHA em relacdo ao total de 4cidos identificados no

cromatograma em anexo (ANeX0 II)..........coovriiiiiiiiiiiii e 28



SUMARIO DE FIGURAS
Figura 1: Extrutura de um triglicerideo misto contendo dois 4dcidos insaturados................. 13
Figura 2: Rea¢do de saponificacdo de um triglicerideo.........cceevveeriiieniiiienciieeieeeieeeeenn 14
Figura 3: Caminho simplificado do metabolismo para a série 6mega-3.........c..ccecveevveennnne 16
Figura 4: Reacdo de derivacdo de um acido produzindo €Ster...........cocueeviueernieeeneeerneeennne 17
Figura 5: Fluxograma do procedimento de extracio das amostras..........ccceecveeerveeeruveennnennn 23

Figura 6: Seqiiéncia de elui¢ao por tempo de retencao (min) de uma das amostras de

sardinha em uma coluna DB-WAX (POlar)........ccovuiiiiiiiiiieiiiieiieeeeeee e 27



RESUMO

O 6leo de peixe € rico em dcidos graxos que possuem atividades fisioldgicas e
bioldgicas. Atualmente esses dcidos tém sido usado na prevencdo de doencas
cardiovasculares, doencas da pele, além de ajudar efetivamente na formagao de tecidos do
cérebro.

Objetivando a identificacdo e quantificacdo dos dcidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) no 6leo de peixe; o presente trabalho apresenta uma metodologia
de extracdo e derivatizacdo para o 6leo dos peixes galo (Selene vomer) e sardinha
(Opisthonema oglinum), utilizados como amostras. As andlises foram realizadas por
cromatografia gasosa em coluna capilar DB-1 (apolar). Os resultados obtidos permitiram
testar a eficiéncia dos métodos utilizados e observar uma possivel tendéncia para o peixe-
galo em apresentar um percentual maior de EPA em relacdo ao dcido DHA presente no

Oleo desse peixe.



INTRODUCAO

Nos ultimos tempos tém-se verificado um interesse crescente em determinados
alimentos, contendo componentes com atividades fisioldgica e bioldgica para além dos seus
nutrientes, chamados alimentos funcionais. O termo alimento funcional apareceu pela
primeira vez na década de 80, para designar alimentos processados contendo ingredientes
que melhoravam determinadas funcgdes corporais para além do seu papel nutritivo.
Alimentos ndo modificados tais como o peixe e a carne de vaca representam os exemplos
mais simples de alimentos funcionais, uma vez que sdo ricos nos componentes com
atividade fisioldgica tais como dcidos graxos dmega-3 e dcido linoléico conjugado (Mateus,
2002 e referéncias).

O peixe tem sido usado hd muitas décadas como fonte de vitaminas A e D,
encontradas em grande quantidade no 6leo do figado. Mas um grande impulso foi dado ao
consumo de peixe apos o inicio do desenvolvimento da ciéncia nutricional; o peixe tornou-
se um alimento funcional, com um grande potencial nutritivo. A carne de peixe passou a ser
recomendada como fonte de proteina de alto valor biolégico e o peixe inteiro como fonte de
calcio e fosforo. Devido a alta digestibilidade das proteinas, os peixes magros tém sido
recomendados pelos médicos para pessoas que consomem grandes quantidades de
carboidratos. Mas sem divida, o efeito mais marcante do consumo do peixe, reside no fato
de conter baixo teor de colesterol e alto teor de dcidos graxos polinsaturados, sendo assim
recomendado nas dietas especiais para pessoas com problemas das corondrias (O Lan on
line).

Pode-se encontrar na literatura informagdes sobre a acdo de alguns dcidos graxos
polinsaturados 6mega—3 em certas etapas de desenvolvimento do ser humano. Esses dcidos
podem ser provenientes diretamente da alimentagdo (produtos ricos em &4cidos graxos
polinsaturados dmega-3), como também ser formados a partir de precursores da mesma
série metabdlica presente em uma dieta. O consumo ou a ingestdao dos precursores de uma
série dmega-3 dependerd da etapa de desenvolvimento, do seu estado nutricional, das
necessidades fisioldgicas destes dcidos graxos e das necessidades por parte de tecidos

especificos.
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Acidos graxos das familias 6mega 3 e 6 sdo considerados essenciais, pois nio
podem ser sintetizados pelo organismo humano. Existem diversas fontes destes dcidos; no
entanto, € em organismos de origem marinha que os dcidos graxos polinsaturados dmega —3
sao relativamente abundantes. No que diz respeito aos vegetais marinhos (algas, micro-
algas e componentes do fitoplancton), esses dcidos sdo sintetizados a partir de precursores
de menor tamanho molecular, pois tais organismos tém a capacidade de alongar e
dessaturar (introduzir duplas ligagcdes) os 4cidos graxos com estruturas simples.

Para animais de origem marinha (peixes, crusticeos, bivalves, mamiferos) a
presenca desses acidos essenciais deve-se a capacidade que esses organismos tém em
sintetiza-los a partir de precursores de menor complexidade, como € o caso do &4cido alfa
linolénico. Entretanto, dcidos precursores como o alfa linolénico podem ser incorporados
aos tecidos destes animais como parte da cadeia alimentar (CUNHA, 2001 e referéncias).

De acordo com Jorge et al (1997, e referéncias), a possibilidade de que o aumento
do consumo de 4cidos polinsaturados dmega-3, EPA e DHA possam proteger contra o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares arteriosclerdticas decorreu das observacoes
de Bang et al (1976) e Dyerberg et al (1975), considerando a baixa prevaléncia de doencas
cardiovasculares arterioscleréticas em esquimoés da Groelandia que utilizam altos teores
dessas substancias na sua alimentacdo. Os mecanismos propostos incluem desde
modificagdes favordveis nos niveis de lipidios plasmaéticos, alteracdes hepaticas no
metabolismo do colesterol, até redugao da captacdo do colesterol pelo figado. Estudos que
avaliaram o efeito do EPA e DHA sobre o perfil lipidico, de um modo geral, demonstraram
reducdo das VLDL (lipoproteinas de densidade muito baixa) e da trigliceridemia.
Entretanto, o principal efeito dos acidos graxos Omega-3 sobre as doencas corondrias
estaria na sua acao sobre a agregagao plaquetdria, redu¢ao na produgao de TXA2 (causador
de codgulos) e prolongamento do tempo de sangramento. Os dcidos desta familia ainda
podem colaborar na prevencao de doencas da pele, como eczemas e psoriase, além de evitar
artrites e ajudar efetivamente na formagao de tecidos do cérebro.

Com o objetivo de reduzir a hipercolesterolemia (uma eleva¢iao no nivel sanguineo
do colesterol total), muitos trabalhos t€m métodos para este fim; tais como alimentagao de
animais para o consumo humano, com ragdo contendo Oleo de peixe; neste sentido

Morelatto et al (1998, e referéncias) argumentou que a composicao da gordura de suinos
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recebendo diferentes concentracdes de 6leo de peixe na racdo sofreu um aumento na
concentracao dos dcidos graxos poliinsaturados, especialmente os dcidos eicosapentaendico
(EPA) e docosahexaendico (DHA), com redugdo apenas nos dcidos oléico (18:1) e linoléico
(18:2), na medida que aumentou a concentraciao do éleo na dieta dos animais.

No mesmo ambito, Moschen et al (2000, e referéncias) relatou o uso do crusticeo
“artemia”, enriquecido com 6leo de peixe, no desenvolvimento de larvas de vérias espécies
de peixes cultivadas industrialmente. E uma pritica comum a utilizacio do procedimento
chamado de enriquecimento, o qual incorpora estes nutrientes ao alimento vivo, antes deles
serem fornecidos as larvas. A capacidade que as larvas de peixe t€m para converter o acido
linolénico (18:3 ®-3) em EPA e DHA ¢é muito limitada, por isso uma dieta contendo tais
acidos € necessaria para um bom desenvolvimento. Emulsdes a base de dleos de peixe
marinho estdo disponiveis no mercado para tal objetivo.

Alimentos enriquecidos com EPA e DHA sdo empregados com grande sucesso na
larvicultura, melhorando a sobrevivéncia, crescimento e metamorfose de varias espécies de
peixes marinhos. Contribui também para uma menor incidéncia de deformacdes, melhora
na pigmentacdo e na resisténcia ao estresse.

De acordo com as referéncias acima, nota-se claramente que os 4cidos graxos
Omega-3 desempenham importante papel nos organismos, tanto humano como animal. O
potencial destes 4cidos estd sendo explorado comercialmente por empresas de
suplementag@o alimentar, bem como empresas alimenticias que produzem leite, margarina
e produtos carneos enriquecidos com 0mega-3.

Tendo em vista estas observacdes, o presente trabalho teve como objetivo verificar
o percentual dos acidos EPA e DHA (ambos da familia d&mega-3) em duas espécies de
peixes encontradas no mercado, de consumo popular, que sd@o conhecidas como sardinha

(Opisthonema oglinum) e galo (Selene vomer).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gorduras

As gorduras constituem um importante papel na dieta humana; como alimento elas
fazem com que uma refeicdo provoque maior plenitude gastrica, ou seja, elas causam uma
sensacdo de saciedade e aumentam o sabor dos alimentos. Por possuirem um alto valor
caldrico, as gorduras servem de reserva energética para o organismo animal, além de outras
funcOes como atuar no carreamento de vitaminas lipossoluveis.

Em termos de classificagc@o, as gorduras e outras substancias gordurosas encaixam-
se na categoria de lipidio, pois sdo insoliveis em dgua, mas soliveis em solventes
organicos tais com cloroférmio e éter.

Uma gordura € constituida principalmente por misturas de triglicerideos, que
contéem &cidos graxos com diferentes nimeros de insaturacdes e tamanhos de cadeia.
Gorduras que possuem dcidos graxos com cadeias menores ou mais insaturados tendem a
formar pontos de fusdo mais baixo; assim, tais gorduras liquidas a temperatura ambiente
sdo, em geral, chamadas de 6leos (Mitchell et al, 1978).

Os 6leos de organismos marinhos tais como peixes, mamiferos, plancton e algas,
sao compostos por lipidios ricos em dcidos graxos polinsaturados de cadeias longas (20-22
atomos de carbono). Mas a composi¢ao desses 6leos ndo € invaridvel, pois de acordo com
as estacdes do ano, tipo de alimentacdo, geografia e espécie, ocorre uma elevada variagdao
nos percentuais desses acidos. Para o caso particular do 6leo de peixe, a faixa de variagao
do EPA pode ser entre 4 ¢ 30% ¢ o DHA entre 2 e 25%. Estes dois 4cidos graxos
representam os polinsaturados de maior importancia entre os lipidios oriundos de peixes

(Rego, 2003 e referéncias).
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2.2 Lipidios

Os lipidios sdo classificados como grupos de compostos heterogéneos encontrados
em alimentos e organismos possuindo propriedades em comum, que incluem sua
insolubilidade em 4dgua e sua capacidade de ser usado pelos organismos vivos.

Uma das classes mais importantes de lipidios pode ser observada na Tabela 1.
Sendo denominada de lipidios simples, esta classe € de grande importancia para a nutri¢ao,
uma vez que inclui os triglicerideos, sendo estes os constituintes de maior propor¢ao nos

6leos de origem natural (Mahan, 1998).

Tabela 1- Classificacio dos lipidios simples
e Acidos graxos
e QGorduras neutras: ésteres de 4cidos graxos com glicerol
monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos

e Ceras: ésteres de acidos graxos com dlcool de alto peso molecular
ésteres esterol (ex: éster colesterol)
éster ndo esterol (ex: ésteres de vitamina A)

Os triglicerideos sdo compostos derivados de ésteres de dcidos graxos com o
glicerol (Figura 1). Na natureza os triglicerideos encontram-se na forma mista, sendo que

os trés acidos ligados ao glicerol sdo diferentes ou somente dois sdo iguais.

Figura 1- Estrutura de um triglicerideo misto contendo dois 4cidos insaturados.

A funcdo bioldgica primdria dos triglicerideos nos animais sdo de armazenamento

de energia. Quando metabolizados fornecem mais quilocalorias por grama do que os
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carboidratos e proteinas. O armazenamento desses lipidios € funcdo das células
especializadas chamadas adipdcitos, que compdem o tecido adiposo, mais abundantemente
na cavidade abdominal e camada subcutanea.

Os triglicerideos sofrem uma reacio de grande importancia biolégica na presenga de
base (ou enzimas) produzindo o glicerol e uma mistura de sais de acidos carboxilicos de

cadeias longas. Esta reacdo recebe o nome particular de saponificagdo (Figura 2).

0 0
I |

cH—0" 0 TRy CH,—OH Na+O/fR1
I

CH—O’/BM““R? ﬂ:- CH —OH + Na+0/8xx|?2

T ||

cHz—o”/M“‘R3 CH,—OH Na+O/HR3

R1 ,RQ,RS = acidos graxos de cadeia longa

Figura 2- Reacdo de saponificagdo de um triglicerideo com base (NaOH) em meio
aquoso.

2.3 Acidos graxos

As unidades fundamentais da maioria dos lipidios sd@o formadas por compostos
carbonilicos de cadeias longas, denominados 4cidos graxos. No geral, estes 4cidos possuem
de 4 a 24 atomos de carbono unidos a um grupo carboxila tnico. Nao ocorrem livremente
nas células, mas sim combinados a diferentes classes de lipidios, a partir dos quais podem
ser liberados por hidrélise quimica ou enzimatica. Quando encontrados na natureza, quase
sempre apresentam cadeias lineares € um nimero par de atomos de carbono. Eles diferem
entre si pela extensdo da cadeia e a presenga, nimero e posicdo das duplas ligacdes. Os
acidos graxos de cadeia menor s@o soliveis em dgua, mas com o aumento do comprimento
da cadeia esta propriedade decresce, de maneira que, generalizando se pode afirmar que a
maioria dos 4cidos de ocorréncia natural € insoliivel em dgua. Os solventes mais comuns de

gordura também dissolvem os dcidos graxos de cadeias maiores.
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De acordo com a presenga e quantidade de duplas ligacdes na porcao
hidrocarbodnica, os dcidos graxos podem se classificados como saturados, monoinsaturados

e polinsaturados (Lehninger, 1991) (ver estruturas no Anexo Lb).

2.4 Acidos graxos saturados

Entre os 4cidos graxos saturados, de ocorréncia em gorduras, destacam-se: o acido
miristico (com 14 carbonos), palmitico (com 16 carbonos) e o 4cido estedrico (com 18
carbonos); suas caracteristicas e ocorréncia podem ser observadas na Tabela 2 (Vianni e

Braz-filho, 1996).

Tabela 2- Caracteristicas e ocorréncia dos principais dcidos graxos saturados e insaturados
presentes em gorduras

Acidos Caracteristicas e ocorréncia

Miristico  Componente de 15-30% da gordura do coco e 8-12% da gordura do leite.
Palmitico  Ocorre praticamente em toda gordura de origem animal e vegetal.
Componente de 30-50% no 6leo de dendé e 20-30% na banha e sebo.
Estedrico  Ocorre na maioria dos 6leos vegetais.
Componente de 35% da manteiga do cacau e 12% do leite.
Oléico E amplamente distribuido na gordura natural
Funciona como precursor dos acidos: linoléico( 18 carbonos, 2 insaturacdes),
eicosadienoico ( 20 carbonos, duas insaturagdes), eicosatriendico ( 20 carbo-
nos, trés insaturagoes ), docosatriendico ( 22 carbonos, trés insaturagoes).

2.5 Acidos graxos monoinsaturados

Em geral podem ser divididos em familias, que sdo classificadas de acordo com a
posicdo de sua insaturacdo em relagdo ao agrupamento metilico terminal. Os principais
acidos deste grupo sdo os pertencentes a familia Omega-9. Essa designacdo indica que a
ultima insaturagcdo localiza-se no nono carbono apds o grupo metil terminal (Wardlaw,
1995). As caracteristicas e ocorréncia do 4acido mais importante deste grupo pode ser

observada na Tabela 2.
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2.6 Acidos graxos polinsaturados

Sdo compostos que possuem duas ou mais insaturagdes ao longo da cadeia
hidrocarbonica. Comumente sdo representados pelo nimero de carbonos totais, seguidos
pelo nimero de insaturagdes que compdem a cadeia; desta forma o dcido linol€nico pode
ser representado por C18:3 e o araquidonico por C20:4.

Juntamente com o 4cido linoléico (C18:2), os 4cidos araquiddnico e linol€nico
pertencem aos chamados 4cidos graxos essenciais. Sdo ditos essenciais os dcidos que nao
podem ser sintetizados pelo organismo humano, sendo requeridos através da dieta. Sdo
indispenséveis a satde porque fazem parte da membrana celular, além de serem necessarios
para o transporte do colesterol, produ¢do de energia, funcionamento do cérebro entre outras
funcdes. Depois de ingeridos, estes acidos sdo dessaturados e alongados para formar seus

metabodlitos (Moura, 1998; Carvalho et al, 2003 e referéncias).

2.6.1 Série ou familia 6mega-3

Os 4acidos pertencentes a esta série ou familia possuem sua dltima insaturacdo no
terceiro carbono, contados do grupo metila terminal; sdo sintetizados de um bioprecursor,
também desta série, chamado acido o-linolénico. Tal acido fornece como metebdlitos os
acidos de maior importincia desta série que sdo: os dcidos eicosapentaendico(EPA) e o
acido docosahexaendico(DHA). O fato do 6leo de peixe conter grande quantidade de
Omega, deriva desta convercao por alongamento e dessatura¢do da cadeia, uma vez que o

organismo do peixe possui esta propriedade (Figura 3) (Mahan, 1998).

a-bnolfnice —» 134 =) 204 .:;>EP13L —=> 225 = DHA
18:3(m-3) 0:5 22:6

Figura 3- Caminho simplificado do metabolismo para a série dmega-3
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Um dos motivos pelos quais os dcidos graxos Omega-3 sdo fisiologicamente
singulares no combate a doencas cardiacas € a produgdo de tromboxano TXA3, um fraco
agente agregador plaquetdrio, e prostaglandina PGI3, um forte anti-agregador. Estes
eicosandides, como sdo chamados, derivam da bioconversao do acido eicosapentaendico
(EPA) e atuam contra a acdo de fortes agregadores de plaquetas como o tromboxano
TXA2, que € sintetizado a partir do 4cido araquidonico (20:4). Podem atuar ainda inibindo
a conversao deste 4cido para tromboxano TXA2.

Esta série também é responsavel pelo controle de triglicerideos plasmaticos inibindo
a formacdo de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), que sdo encarregadas do
transporte de lipideos produzidos no figado para o tecido adiposo. Conseqiientemente

evitam doencas relacionadas com o aumento dos triglicerideos (Mahan, 1998).

2.7 Analise de acidos graxos

A cromatografia gasosa tem sido usada como um método analitico eficiente na
qualifica¢do e quantificacdo de 4cidos graxos provenientes de Sleos e gorduras. Para tal, é
utilizado um cromatégrafo a gis equipado com coluna capilar e preferencialmente um
detector seletivo para compostos organicos.

As etapas da andlise podem incluir um tratamento prévio da amostra, uma vez que
os acidos graxos de cadeia longa apresentam baixa volatilidade e estabilidade térmica. Uma
derivacdo € preferivel para garantir a eficiéncia do método; o grupo carboxila do acido é
convertido para um grupo mais volétil, como metil-éster (Figura 4) (Vianni e Braz-filho,

1996).

o H O ROH 0 Ht 0
R-C, =—= R-C_ | R-C’ — R-C’
OH OHz +O-R! OR'
H

Figura 4- Reacdo de derivacdo de um &cido produzindo éster, onde R representa a
cadeia carbdnica do 4cido graxo e R’, a cadeia do dlcool reagente.



18

Ap6s a preparagdo do derivado, a amostra € introduzida no injetor através de uma
microsseringa. Os compostos sdo separados de acordo com seus fatores de reten¢do. No
estdgio final da andlise dos compostos detectados, que eluem da coluna, formam-se picos
em forma de gaussiana que correspondem a concentra¢do de cada componente da amostra.
Através da comparagdo com padroes, de acidos graxos, estes compostos eluidos podem ser
identificados e quantificados (Jeffery et al, 1992). A praticidade deste método analitico faz
com que a andlise de 4cidos graxos, de Oleos e gorduras, se torne uma rotina em

laboratérios que dispdem de um cromatdgrafo a gas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

3.1.1 Apresentaciao das amostras

As amostras consistem em peixes comumente encontrados em mercados, feiras e

pesqueiros regionais; sdo eles: trés sardinhas e trés peixes-galo (ver Tabela 3).

Tabela 3- Caracteristicas das espécies de peixes tomadas como amostra

Nome Caracteristicas

Galo - Classe Osteichthyes, Familia Carangidae
- Forma achatada e cabeca alta
- Vivem em 4guas abertas, mas aproximam-se das praias
- Cor prateada
- Espécie: Selene vomer

Sardinha Classe Osteichthyes, Familia Glupeidae

- Peixe pequeno de cor prateada
- Observado na regido litoranea em cardumes
- Pode-se encontrar também em estudrios e lagoas

- Espécie: Opisthonema oglinum

3.1.2 Aquisicao das amostras

As amostras de peixe foram adquiridas no mercado publico localizado no centro da
cidade de Floriandpolis, em 09 de setembro de 2004. Encontravam-se parcialmente

congeladas, com escamas e viceras; mediam aproximadamente 20 cm cada.
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Os reagentes usados na extragdao das amostras de gordura estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4- Reagentes usados no procedimento de extracao

Nome Pureza Fabricante

Hexano 98% (CG-FID) Carlo Erba
Tolueno 99,98% (ABSOLV) Tedia

Metanol 99,9% (HPLC) Carlo Erba
Diclorometano 99,9% (HPLC) Burdick & Jackson
Cloroférmio 99.9% (ABSOLV)  Tedia

Ac. cloridrico 37% (P.A) Quimex

Cloreto de acetila 99% Fluka

Cloreto de potassio  99,5% Vetec Q. F. Ltda

Hidréx. de potdssio

Sulfato de sodio

85% - lentilhas
99% - anidro (P.A)

Vetec Q. F. Ltda
Vetec Q. F. Ltda

Os equipamentos de laboratdrio utilizados durante a extracdo foram :

ultrassom

(Unique), centrifuga (Fanem), vortex (Phoenix), rotavapor (Fisatom), liofilizador (Heto),

multiprocessador (Black & Decker) e vidrarias.

3.2.2 Materiais e equipamentos para analise

a) Padroes

Os padroes utilizados nas andlises das gorduras dos peixes estdo listados na Tabela

5. Esses padroes foram escolhidos devido a semelhanca com os compostos de interesse

nesse trabalho.
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Tabela 5- Padrdes usados na analise

Nome Pureza Fabricante
Estearato de metila 99% (CG) Nacalai Tesque INC
Metil cis-13-docosenoato  97% (CG) Fluka

b) Equipamentos:

- cromatdgrafo gasoso: modelo GC-17A SHIMADZU com programa CLASS-GCI10
versao 1.3.

- detector de ionizagcdo de chama (DIC).

- injecdo manual (volume de 1uL).

- coluna: DB-1, J&W; 100%- dimetilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm de diametro interno
e 0,25 um de espessura da fase estacionaria).

- Programacdo de temperatura (n°l): 50 °C; 10 °C /minuto até 300 °C; isoterma 30
minutos. Split 1:50 com velocidade do gés de arraste (N,) em 1.4 mL/minuto.

- Coluna: DB-WAX, SHIMADZU; polietilenoglicol (30 m x 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 um de espessura da fase estaciondria).

- Programacio de temperatura (n°2): 100 °C, 10 °C/minuto até 250 °C; isoterma 30

minutos. Split 1:50 com velocidade do gés de arraste (N,) em 1.4 mL/minuto.

3.2.3 Extracao das amostras

Individualmente as amostras foram limpas em dgua corrente apds retiradas as
viceras e escamas. Com o auxilio de um multiprocessador, cada peixe foi triturado inteiro
até formar uma pasta uniforme. Esta pasta de peixe foi congelada e depois permaneceu
aproximadamente doze horas em um aparelho de liofilizacao, para retirada da dgua.

Devidamente liofilizadas, as amostras (cerca de 300 mg) passaram para um tubo de
ensaio com tampa, onde receberam uma quantidade de solvente (metanol/cloroférmio; 2:1)

trés vezes maior que o volume ocupado pela amostra sélida.
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Os tubos foram agitados no vortex por dois minutos e colocados no ultrassom, onde
permaneceram por vinte minutos, para a extragdo dos lipidios totais. Terminados os vinte
minutos, os tubos foram centrifugados e o liquido passado para um baldo; efetuou-se este
procedimento trés vezes para garantir a extragao dos lipidios pelo solvente. As trés porcoes
do solvente contendo os lipidios, formavam um volume de aproximadamente 10 mL, que
foi reduzido para 2 mL em um rotaevaporador, com banho na temperatura de 50-60 graus.

Uma reacdo de saponifica¢do dos lipidios (ver Figura 2) foi efetuada com 5 mL de
solucio KOH/MeOH (0,5 mol L'l) em um tubo de ensaio contendo os 2 mL de extrato.
Estes tubos permaneceram fechados em estufa por uma hora a 70 °C.

Ao extrato saponificado foi adicionado 3 mL de hexano para a separacdo dos
compostos ndo saponificdveis, como os esterdis. Repetiu-se o procedimento por mais 2
vezes para total separacdo; sempre utilizando a centrifuga e uma pipeta Pasteur para
recolher a fase organica, que foi descartada.

Para que os sais organicos passassem para a forma 4cida, uma solucdo de HCI 2,0
mol L foi adicionada até pH 1. Seguiu-se uma adi¢do de 3mL de hexano para extrair os
acidos e separd-los da fase aquosa, que foi descartada depois de duas outras extragdes com
hexano. Novamente o extrato foi separado utilizando a centrifuga (2 minutos) e uma pipeta
Pasteur para a coleta do mesmo, em um baldo de fundo redondo. O volume de hexano foi
reduzido para aproximadamente 2 mL e transferido para um tubo com tampa.

A reacgdo de esterificagdo (ver Figura 4) dos 4cidos graxos foi efetuada com 2mL de
solucdo cloreto de acetila em metanol gelado (1:10), adicionada no tubo contendo os dcidos
em hexano, juntamente com ImL de tolueno. Esta solu¢do permaneceu na estufa durante
cinco horas a 60 °C. Ap6s cinco horas, o tubo contendo os ésteres recebeu 1 mL de CH,Cl,
e 1 mL de solu¢dao 10% de KCI (p/v); esta mistura foi centrifugada e separada, tomando-se
a fase inferior (que contém os ésteres) e descartando-se a fase superior apds outras duas
extracoes com CH,CIl,/KCI. Posteriormente o extrato de CH,Cl, foi submetido a uma
coluna de sulfato de sédio anidro; o eluato contendo os ésteres foi recolhido em um tubo e
concentrado em fluxo de nitrogénio até um volume apropriado (Maia e Amaya, 1993;

Hansel, 2000). Os tubos permaneceram no congelador até sua utilizagao.



Trituradas
Almosms ’ © ’ MU(I)tIr—?/Séglncll
impas liofilizadas ¢ 3
Liquido
rotavapor
HCI KOH/MeOH
F/or.ma Ext.ra.lto Extrato
acida saponificado 1 mL
pH=1 700C
F.organica l
p CH3COCI/MeOH Eluato
Acidos Coluna
—> . ' T
Na2 SO4 anidro CG
5 horas/600C Conc

Figura 5-Fluxograma do procedimento de extragdo das amostras
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foram preparadas solugdes padrdo de dois ésteres metilicos para
testar a resposta do detector diante de compostos com diferentes nimeros de dtomos de
carbono e saturacdes. Para isso foram usados os compostos estearato de metila (C18:0,
saturado) e metil cis-13-docosenoato (C23:1; insaturado). Foram preparadas cinco solucdes

contendo estas duas substancias juntas, nas concentragdes mostradas na Tabela 6.

Tabela 6- Concentragao das solu¢des padrao usadas para determinar a resposta do detector

Solucdo Conc.C18:0(ug mL™") Conc.C23:1(ug mL™)

1 5,05 5,03

2 10,10 10,03
3 20,20 20,02
4 30,10 30,01
5 50,19 50,03

Aproximadamente 2 UL de cada padrao foram injetados no cromatdgrafo com
programagio de temperatura n°l (ver item 3.2.2.b) e coluna DB-1.

Cada padriao foi injetado em triplicata e utilizou-se as dreas para calcular os fatores
resposta do detector para cada substincia nas diferentes concentra¢des (ver Figura 1 no
Anexo II). Um teste Q foi aplicado a cada conjunto de triplicatas antes do cdlculo do fator
resposta (Fr); nenhum valor de érea foi rejeitado. A férmula para o cdlculo do Fr encontra-
se no Anexo Lb.

Um Fr médio foi obtido através da média aritmética dos trés Fr individuais em cada
concentracdo. A Tabela 7 apresenta os dados correspondentes aos cdlculos mencionados

acima.
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Tabela 7- Resultados dos cdlculos das médias das dreas e fator resposta (Fr) para as

solucdes padrao do estearato de metila (C18:0) e metil cis-13-docosenoato (C23:1)

Solugio A(C18) A(C23) Fr(C18) Fr(C23)
1 178 196 1,049 0,956
2 340 387 1,075 0,935
3 750 759 1,011 0,989
4 1143 1237 1,043 0,956
5 1856 2043 1,052 0,953
< Fr> 1,046 0,958
S 0,0230 0,020

A: média das dreas de cada conjunto de triplicata.
Fr: fator resposta médio das triplicatas.

< Fr>: média dos fatores médios.

S: desvio padrao dos Fr (anexo I).

Cada média do fator resposta recebeu um teste Q antes do cédlculo da média dos
valores médios; um teste F também foi realizado para comprovar que os valores tém
precisOes compardveis para nivel de 95% (ver Anexo I). Desta forma, os valores dados na
Tabela 8 podem ser usados para cdlculos posteriores com grande seguranga.

De posse dos valores de concentracdo (Tabela 6) e area média (Tabela 7), é possivel
determinar qual dos padrdes possui uma resposta mais linear. O composto C18:0
apresentou um valor mais proximo a linearidade, pois o coeficiente de correlagdo calculado
para este composto é 0,9996, muito proximo de 1. O composto C23:1 apresentou um
coeficiente de correlacio menor, na ordem de 0,9994. Uma vez que a linearidade foi
comprovada, pdde-se obter a equacdo da reta correspondente com o auxilio do programa
Origin versdo 5.0 (ver Anexo II) (Barbetta,1994; Jeffery et al,1992).

Segundo Ribani et al (2004 e referéncias), o limite de detec¢do e a quantidade
minima detectdvel podem ser calculados através dos parametros angular e linear da curva
do padrdo. Os valores obtidos para o limite de detec¢do e limite de quantificacdo foram
1,42 ug mL" e 429 pg mL", respectivamente. Estes valores consideram a precisdo e

exatiddo do método que esta vinculado a regressao linear da curva.
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Para concluir o estudo da relagdo entre o sinal detectado e as percentagens dos
compostos usados como padrdes, uma hipétese teve que ser admitida: a percentagem nao
ird mudar mesmo que se use o Fr igual a “1” nos cdlculos de percentual para ambos os
padrdes. Os seguintes célculos foram realizados para confirmar esta hipétese:

a) calculo do percentual de C23:1, nas solucdes padrao, usando os Fr médio da média

dos fatores (mostrados na Tabela 7).

b) célculo do percentual de C23:1, nas solugdes padrdo, usando o Fr igual a 1 para
ambos (C23:1 e C18:0).
A Tabela 8 apresenta os valores calculados acima utilizando a férmula do Fr em anexo

(Anexo Lb).

Tabela 8- Percentual de C23:1 usando os fatores resposta propostos

Solugéo Fr=< Fr> Fr=1

1 50,21 52,20
2 51,04 52,86
3 48,10 49,85
4 49,78 51,81
5 50,20 52,24
Mp 49,87 51,79
S 1,088 1,149

Mp: média dos percentuais
S: desvio padrao dos percentuais

Um teste Q e um teste F foram aplicados nos valores de percentagens. O teste F
resultou em precisdes compardveis possibilitando assim a aplicag¢do do teste de student “t”
sobre as médias (Anexo I.a); o valor encontrado para t demonstrou que a diferenga entre as
médias ndo possui significancia para nivel de 95% (p=0,05) de confianca. Conclui-se entdo
que é possivel utilizar o valor “1” para o fator resposta em ambos os padrdes; da mesma
forma, o detector responderd para todos os ésteres de 4cidos graxos. O fato de haver
insaturacdes na molécula parece nao interferir significativamente no sinal do detector e
conseqiientemente ndo vai alterar a percentagem dos ésteres considerados no presente

trabalho.
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Apés as conclusdes acima seguiu-se com a andlise das amostras de peixe ja
extraidas e derivatizadas (ver item 3.2.3). Primeiramente foi necessdrio determinar a
seqiiéncia dos picos de interesse; para tal utilizou-se uma coluna DB-WAX (polar) com a
programacido de temperatura n°2 (ver item 3.2.2.b). A seqiiéncia eluida pode ser
identificada através da comparacdo com a referéncia AOAC (1995). Utilizando a
referéncia, € possivel identificar os compostos de maior percentagem, presentes nas
amostras. Os compostos identificados na coluna DB-WAX serviram de referéncia para
determinar a seqiiéncia de elui¢do na coluna DB-1 (apolar); isso sé foi possivel porque o
percentual de cada composto ndo muda. Se a mesma amostra for injetada na coluna polar
ou apolar, ocorrerd apenas a inversdo dos picos insaturados devido a maior interagdo dos
mesmos com a fase estaciondria. Os cromatogramas utilizados nestas identificagdes sdo
provenientes da injecao de uma das amostras de sardinha em ambas as colunas. A Figura 6
ilustra a seqiiéncia de eluicdo em uma coluna DB-WAX (polar) para uma das amostras de
sardinha; a seqiiéncia de eluicdo em uma coluna DB-1 (apolar) para a mesma amostra pode

ser vista no Anexo III (Figura 3).

T
10 12 14 16 18 Tempo

Figura 6-Seqiiéncia de eluicdo por tempo de retencdo (minutos) de uma das
amostras de sardinha em uma coluna DB-WAX (polar): 1-C14:0 (9.858 min); 2-C16:0
(11.975 min); 3-C16:1(12.170 min); 4-C18:0 (13.724 min); 5-C18:109 (13.904 min); 6-
C18:1®7 (13.953 min); 7-EPA C20:5®3 (16.974 min); 8-DHA 22:6®3 (18.803 min)
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As trés amostras de cada espécie de peixe foram injetadas no cromatégrafo com
programagdo de temperatura n°l e coluna DB-1 (ver item 3.2.2.b). Devidamente
identificados os picos em cada cromatograma, foi possivel obter os percentuais dos dcidos

EPA e DHA, que sdo mostrados na Tabela 9 (Figuras 3 e 4; Anexo III).

Tabela 9-Percentuais de EPA e DHA em relacdo ao total de 4cidos identificados no

cromatograma em anexo (anexo III, Figura 3)

Amostra % EPA % DHA C.V (EPA) C.V (DHA)

Gl 4,61 9,02 0,15 0,47
G2 3,89 8,35
G3 6,52 17,1
S1 2,90 3,06
S2 9,48 7,97 0,70 0,50
S3 5,93 5,27

C.V: Coeficiente de variagdo das triplicatas (ver Anexo I)
G: Referente ao peixe galo
S: Referente a sardinha

As amostras G1 e S2 foram injetadas em triplicata e os valores apresentados na
“Tabela 9” representam a média dos valores. Com o valor do desvio padrdo das triplicatas
foi calculado o coeficiente (C.V) de variagdo, que representa o erro relativo dado em
porcentagem (ver Tabela 9). Os coeficientes de variagdo tém valor pouco significativo
sobre as médias das triplicatas permitindo-se afirmar que a grande diferenca encontrada nos
percentuais desses dcidos, em cada espécie e individuo, ndo é causada por erros durante as
andlises. No que diz respeito ao processo de extracdo, todos os procedimentos foram
realizados conforme orientacio do trabalho de Hansel (2000). Portanto, a diferencas
acentuadas entre os percentuais desses 4cidos, nas presentes amostras, deve-se ao
metabolismo do préprio individuo no que se refere ao consumo e producdo pelo seu

organismo.
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Embora ndo seja possivel comparar as duas espécies tendo apenas trés individuos,
um dado importante pode ser observado na Tabela 9. O peixe galo apresentou valores para
o DHA aproximadamente duas vezes acima dos valores para o EPA, nas trés amostras.
Entretanto nas amostras de sardinha ocorreram variagdes acentuadas entre esses acidos,
mas esse comportamento pode ndo ser incomum, pois é sabido que dentro de uma mesma

espécie a composi¢do do 6leo varia muito de individuo para individuo.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos foi possivel observar que a utilizacdo de uma
coluna apolar na quantificacdo de ésteres de acidos graxos fornece resultados com grande
precisao em termos de porcentagem. Melhores resultados necessitariam da utilizagdo dos
padrdes de todos os ésteres dos dcidos escolhidos na quantificagc@o, desta forma os fatores
resposta (Fr) seriam obtidos e empregados com maior eficiéncia.

Embora exista uma grande variacdo na composi¢ao dos dcidos EPA e DHA no 6leo
de peixe, os valores de porcentagem do DHA encontrados no peixe-galo superaram os
valores do EPA em cerca de duas vezes, para todas as amostras. Isso pode revelar uma
tendéncia que esse peixe possui em ter uma maior quantidade do dcido DHA. Essa
informacao necessita de uma comprovagao efetiva para confirmar esta tendéncia tomando-
se um ndmero maior de individuos para amostragem. O peixe galo pode até mesmo ser

explorado comercialmente para a retirada desse 4cido.
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Anexo lL.a- Formulas

Teste Q
0= | Vez—Vp |
| VI - Vin |

Vx: valor questionado
Vp: valor mais proximo
VM: valor mdximo

Vm :valor minimo

Nota: para rejeitar valores, Q deve ser menor do que Q-critico (tabelado).

Teste F

547

Sp°

F=

Sa: desvio padrdo de valores para uma amostra A
Sg: desvio padrao de valores para uma amostra B

Nota: o valor de F (calculado) deve ser menor que o valor critico de F (tabelado).

Teste t-student para comparacio entre médias

¥ - 2 Sp=1 (m — 151 + (ng — 1)5°
Sp(ling + 1) P (m +ng) -2

x: média de n valores para uma amostra
n: numero de amostras

Sp: desvio padrdo agregado

S: desvio padrao



Anexo I.b- Formulas e estruturas

Fator resposta (Fr) para um composto A

Fry = Sa [ Aa

Cr AT

Ca: concentracdo de A

Cr: soma das concentragdes de todos 0os compostos de uma amostra
A: area do pico correspondente ao composto A

Ar: soma dos picos de todos os compostos de uma amostra

Estruturas (férmulas dos acidos graxos)

Acido oléico [9(Z)-Octadecanéico]:
CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH

Acido linoléico [9(Z),12(Z)-Octadecadiendico]:
CH3(CH;)4(CH=CHCH,;),(CH,)sCOOH

Acido o-linolénico [9(Z), 12(Z), 15(Z)-Octadecatriendico]:
CH;CH,(CH=CHCH,)3(CH,)¢COOH

Acido araquidonico [5(Z), 8(Z), 11(Z), 14(Z)-Eicosatetraendico]:
CH3(CH;)4(CH=CHCH;)4(CH,),COOH

EPA [5(2), 8(2), 11(Z), 14(Z), 17(Z)-Eicosapentaendico]:
(CH»),(CH=CHCH,)5(CH,),COOH

DHA [4(2), 7(Z), 10(2), 13(Z), 16(Z), 19(Z)-Docosahexaendico]:
(CH»),(CH=CHCH,)CHCOOH

Nota: (Z)- Representa configuragdo espacial do tipo cis.

36
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Anexo II- Figuras 1 e 2

| | | |
19 20 21 22 Tempo

Figura 1-Seqiiéncia de eluicdo por tempo de retengdao (min) dos padrdes: A- estearato

de metila C18:0 (18.780 min); B-metil cis-13-docosenoato C23:1 (22.107 min)

o ; . . : ; . . T . T
o 10 i) 0 40 a0

Conec (ug mL™)

Figura 2-Curva plotando Concentracdo (ug mL™") X Area para o padrio C18:0 com
sua respectiva equacao
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Anexo III- Figuras 3 e 4
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Figura 3-Seqiiéncia de eluicdo por tempo de retencdo (min) para a amostra de
sardinha S2: 1-C14:0 (14.663 min); 2-C16:1 (16.555 min); 3-C16:0 (16.794 min); 4-
C18:109 (18.515 min); 5-C18:1®7 (18.569 min); 6-C18:0 (18.786 min); 7-EPA-C20:503
(19.989 min); 8-DHA-C22:6®3 (21.607 min)

| \ WLWL__JL\

15 18 i

Figura 4-Seqiiéncia de elui¢do por tempo de reten¢do (min) para a amostra de peixe-
galo G1: 1-C14:0 (14.659 min); 2-C16:1 (16.555 min); 3-C16:0 (16.824 min); 4-C18:109
(18.522 min); 5-C18:1®w7 (18.570 min); 6-C18:0 (18.788 min); 7-EPA-C20:5w3 (19.985
min); 8-DHA-C22:6®3 (21.602 min)



