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RESUMO

Considerando a importancia do pescado para o povo amazonico, 0 seu potencial no mercado, a
sua valorizagdo nutritiva, e & escassez de informacdes referentes & composicéo lipidica dos peixes
amazobnicos objetivou-se determinar a composicao lipidica presente no masculo dorsal de seis
espeécies de peixes amazonicos, jaraqui, curimatd, pacu, sardinha, pescada e surubim, através das
analises dos &cidos graxos constituintes de suas diferentes classes de lipideos e dos esterdides
presentes em seus lipideos insaponificaveis. O estudo envolveu o desenvolvimento e a aplicacdo
de metodologias para extracdo dos lipideos totais, separacdo de classes de lipideos, extracdo de
lipideos insaponificaveis, derivatizacdo de acidos graxos e esteroides, analises por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chamas e com espectrometria de massas para avaliacdo
quanti e qualitativa de esterdides e de acidos graxos dos lipideos em classes. E ainda abordou a
determinacdo da qualidade nutricional dos lipideos através dos indices de aterogenecidade, de
trombogenecidade e pela quantidade de acidos graxos hipocolesterolémicos. Os resultados
indicaram que os peixes em estudo contém lipideos interessantes, possuindo maior quantidade de
lipideos totais os peixes curimatd e pacu, com maior participacdo dos lipideos neutros, e
colesterol como ester6ide marjoritario para todos os peixes. Os acidos graxos insaturados,
essenciais para a satude humana, foi encontrado em maior quantidade nos peixes sardinha e pacu
na classe dos fosfolipideos e nos peixes peixes curimatd, pescada, jaraqui e surubim na classe dos
lipideos neutros. Apesar de o peixe pacu ter mostrado maior quantidade de &cidos graxos de
O0mega 3 e 6 0 peixe pescada se destacou pela qualidade nutricional.

Palavras-chaves: acidos graxos poliinsaturados, lipideos neutros, fosfolipideos, glicolipideos,

esterdides.
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ABSTRACT

Seeing the importance of fish for amazonian people, it potential in the market, it nutritive value,
and information shortages relative to the lipid composition of amazonian fish, it was aimed to
determinate the lipid composition attendant in dorsal muscle of six amazonia fish species, jaraqui,
curimatd, pacu, sardinha, pescada and surubim, through fatty acids analyses constituent of their
diferent classes of lipids and attendant steroids in their unsaponifiable lipids. This study involved
the development and methodology application for extraction of total lipids, separation of lipid
class, extraction of unsaponifiable lipids, derivatization of fatty acids and steroids, analyses of
gas chromotagraphy with detector of flames ionization and with mass spectrometry for
quantitative and qualitative evaluation of steroids and fatty acids of lipids in class. And also
approached the determination of lipids nutritional quality through atherogenicity,
thrombogenicity index and quantity of hypercholesterolemic fatty acids. The results indicated the
fish in study have interesting lipids, having bigger quantity of total lipids the fishes curimaté and
pacu, with bigger participation of neutral lipids, and cholesterol as majority steroid for all fishes.
The unsaturated fatty acids, essentials for human health, it was found in bigger quantity in fishes
sardinha and pacu in phospholipids class and in pescada (whitefish), curimatd, jaraqui and
surubim in neutral lipids class. Besides pacu fish has shown bigger quantity of omega 3 and 6
fatty acids, the fish pescada (whitefish) highlighted for nutritional quality.

Keywords: polyunsaturated fatty acids, neutral lipids, phospholipids, glycolipids, steroids.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contexto e motivacao

Um grande potencial da producao de peixes de agua doce se situa na Bacia Amazonica
que representa 20% de toda a agua doce do mundo contendo mais de 2.000 espécies das mais
variadas ordens de peixes, representando 75% de todas as espécies de dgua doce do Brasil e 30%
da fauna de peixes do mundo (Roubach et al., 2003).

A capital do Estado do Amazonas, Manaus, com um desembarque que varia entre 22.000
e 35.000 t/ano é o maior centro produtor e consumidor da regido (Santos et al., 2009). Sendo o
Estado do Amazonas possuidor de um dos maiores indices de consumo de peixes do mundo,
entre 38,5 e 55,0 Kg/pessoa/ano na capital Manaus e 510 a 600 g/pessoa/dia no interior do
Amazonas, enquanto que no mundo esse indice chega somente a de 16 Kg/pessoa/ano (Batista et
al., 1998, Barthem et al., 2003).

O consumo de pescado no Amazonas se encontra distribuido entre varias espécies,
somente nos mercados de Manaus, sdo encontradas pelo menos 100 diferentes espécies
bioldgicas, sendo os peixes mais consumidos: tambaqui, jaraqui, curimatd, matrinxa, tucunaré,
pacus, sardinhas, pescada, pirapitinga e caparari (confundido com surubim) tais, peixes ocorrem
em diferentes rios de aguas clara, branca ou preta (Santos et al., 2009). Considerando que a
composi¢do quimica depende, dentre outros fatores, da espécie, do seu habitat, do periodo do
ano, do tipo e quantidade de alimento disponivel e do estado de maturidade sexual, o teor de
proteinas, lipideos e minerais em cada uma dessas espécies deve ser significativamente variavel
(Arbeléez-Rojas et al., 2002).

O interesse pela composicdo quimica de peixe tem crescido, principalmente em relacdo a
composicdo lipidica, pelo fato do consumo de acidos graxos estar diretamente relacionado com a
salde humana (Blanchet et al., 2005; Almeida et al., 2007, Almeida et al., 2008; Inhamuns et al.,
2009, Inhamuns et al., 2001). Na natureza, os acidos graxos podem esta presentes na sua forma
livre ou principalmente como ésteres em 0leos e gorduras (mono-, di- e triacilglicerideos), como
ésteres com alcoois de cadeia longa em ceras ou entdo como ésteres com uma ligagdo fosfatidica
em estruturas de membranas (fosfolipideos). Os acidos graxos de ocorréncia natural tém
diferentes estruturas variando desde o tamanho da cadeia carbdnica, como na presenca de

ligacGes duplas (insaturacdes), ramificacGes, outras fungdes organicas ou até mesmo a presenca



de estruturas ciclicas. Os acidos graxos considerados essenciais, isto é, imprescindiveis para o
homem e que ndo podem ser sintetizados pelo mesmo, subdividem-se em duas subclasses: 0s
O0mega 3 (0-3) e dmega 6 (0-6). Os acidos da série m-3, que sdo encontrados principalmente em
Oleos de peixes (Alexander, 1998), sdo responsaveis por evitar distarbios neuroldgicos e visuais,
porque sdo importantes no desenvolvimento do cérebro (Kasim-Karakas, 2001; Hanahan, 1997).
E ainda, relata-se que, o consumo do acido graxo da série ®-3, &cido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenodico (EPA), tem sido associado a reducdo dos riscos de aterosclerose, cancer,
trombose e pressao alta (Siméo et al., 2007).

O aumento do consumo de &cidos graxos poliinsaturados na alimentacdo, bem como a
reducdo de acidos graxos saturados € responsavel pela reducao dos elevados indices dos lipideos
de baixa densidade LDL (low density lipids) no sangue, que podem conduzir a doencas
coronarianas (Cozza e Costa, 2000). O estudo da absorcdo sobre diferentes formas quimicas de
acidos graxos poliinsaturados em humanos demonstrou que a estrutura quimica, na qual o acido
se encontra ligado, possui influéncia para a satde do ser humano (Netleton, 1995).

Poucos estudos sobre a composicdo de lipideos em peixes existem no Brasil, sobretudo
em peixes amazoOnicos, porém aqueles que tém sido publicados mostraram que peixes de agua
doce apresentam interessantes valores nutricionais (Almeida et al., 2006; Almeida et al., 2006;
Bentes et al., 2009; Moreira et al., 2003; Inhamuns et al., 2009; Inhamuns et al., 2001).

Assim, considerando a importancia do pescado no mercado regional, o seu potencial
nutritivo, e a escassez de informac6es referentes a composicédo lipidica dos peixes amazonicos,
este trabalho tem como objetivo determinar o perfil de acidos graxos, os esterdides presentes,
bem como a qualidade nutricional dos lipideos de seis espécies de peixes amazénicos: jaraqui
(Semaprochilodus insignis), curimatd (Prochilodus nigricans), pacu (Mylossoma duriventre),
sardinha (Triportheus elongatus Gxunther, 1864), pescada (Plagioscion squamosissimus Heckel,

1840) e surubim (Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus, 1766).



1.2 Considerac0es gerais sobre 0s grupos dos peixes amazonicos estudados

A ictiofauna amazonica esta representada principalmente pela superordem Ostariophysi,
que agrupa cerca de 85% das espécies amazonicas (mais de 1700 espécies), das quais 43% estdo
incluidos na ordem Characiformes, 39% na ordem Siluriformes (bagres) e 3% na ordem
Gimnotiformes (peixe elétrico). E ainda representando a ictiofauna amazénica ha a superordem
dos Acanthopterygii, que apesar de contribuir com apenas cerca de 500 espécies, possui papel

importante no comércio de peixes do Amazonas (Val et al., 1995 e Barthem et al., 2003).

1.2.1 Superordem Ostariophysi

E o grupo mais dominante de peixes de agua doce no mundo. A formacio do weberian
apparatus, uma modificacdo de quatro ou mais vértebra anterior que conecta bexiga nadatoria ao
ouvido interno para transmissao de som, aparenta ser a Unica caracteristica que é compartilhada
por todos os membros deste grupo. Todas as subordens de Ostariophysi sdo representadas no
Amazonas, exceto para a Cypriniformes (peixes tipo carpa). Os Ostariophysans amaz6nicos
incluem no minimo 12 familias da ordem Characiformes, 12 de Siluriformes e 6 de
Gymnotiformes (Val et al., 1995).

A ordem dos Characiformes, conhecidos também como peixes de escama, possui como
maioria, as espécies migradoras de curta distancia, movimentando-se entre rios e lagos. Possui
boca em posic¢do varidvel, geralmente terminal, ou seja, no mesmo nivel do eixo longitudinal do
corpo, e possui ainda auséncia de espinhos na regido ventral e nadadeira adiposa (nadadeira
impar localizada entre a caudal e a dorsal) (Santos et al., 2009). Sdo considerados como 0s que
possuem a morfologia do corpo mais bruta generalizada dos Ostariophysans amazonicos.
Incluem cerca de 1200 espécies distribuidas entre 12 familias (Val et al., 1995).
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Figura 1. Principais caracteristicas morfoldgicas externas de um peixe da ordem Characiformes

exemplificado por um aracu (Leporinus sp.) (Lima, 2005).

Uma das familias representante pela ordem Characiformes é a Characidae, que em geral
inclui peixes de diferentes modos de reproducéo e habitos alimentares. A disposicao dos dentes é
muito variavel, caracterizando sua capacidade de explorar uma grande variedade de habitats. Por
causa da grande variedade de formas é dificil caracterizar morfologicamente o grupo como um
todo. Grande parte das espécies possui nadadeira anal longa, maxilar superior fixo, com dentes
firmemente implantados e nadadeira dorsal com cerca de 10-13 raios (Soares et al., 2008).

Outra familia representante dos characiformes é a familia Prochilodontidae, que se
caracteriza pelo formato fusiforme do corpo (alongado e ligeiramente abaulado no meio),
presenca de um espinho na base da nadadeira dorsal, labios carnosos, boca protratil (que tem a
capacidade de se estender para frente), em forma de ventosas. Os dentes sdo0 numerosos,
diminutos e enfileirados, fracamente implantados sobre os labios. O intestino é muito longo e o
estdmago tem paredes grossas e musculares. Seus representantes apresentam habito alimentar
detritivoro (que se alimenta de detritos) e iliofago (se alimenta de lodo ou detritos), consumindo
matéria organica particulada, algas e perifiton (organismos aquéaticos que vivem aderidos ao
substrasto do ambiente). S&o migradores, formam cardumes e realizam movimentos dentro do
ecossistema aquatico com fins de se alimentar e reproduzir. A familia € formada por cerca de 40

especies de 3 géneros, Prochilodus, Ichthyoelephas e Semaprochilodus, que estdo distribuidos



amplamente na América do Sul. Na Amazonia, seus representantes sdo conhecidos como jaraqui
e curimata (Soares et al., 2008).

Outra ordem, que juntamente com a ordem do Characiformes sdo as mais importantes na
Amazonia € a dos Siluriformes. Esse Gltimo caracteriza-se por conter corpo nu, sem escamas ou
coberto parcialmente com placas 6sseas (Barthem et al., 2003 e Santos et al., 2009). A familia
Pimelodidae da ordem do Siluriformes compreende formas diversificadas, com exemplares muito
pequenos e grandes. Possui corpo nu, aberturas branquiais amplas, prolongando-se para a frente,
até préximo ao queixo e para tras, aléem da insercdo do primeiro raio da nadadeira peitoral. As
espécies pertencentes a esta familia apresentam, em geral, a dorsal e peitoral providas de
espinhos afiados e a nadadeira adiposa sempre presente. Possuem um par de barbilhGes maxilares
(na extremidade do maxilar superior) e dois pares mentonianos (N0 queixo ou mento), dentes
diminutos e frageis com borda incisiva, mas ndo cortante, localizados sobre uma placa 6ssea nas
maxilas e palato. A maioria das espécies apresenta canais da linha lateral cutaneos ramificados ou
anastomosados (em forma de redes) na cabega e parte anterior do corpo, possuem habito noturno
e tem Orgdos sensitivos para explorar o ambiente na auséncia de luz (barbilhGes e barbelas
quimioreceptoras). A familia inclui 31 géneros e 90 espécies, denominadas conjuntamente de
bagres ou peixes-lisos, mas com varios nomes populares especificos. Alguns representantes desse
grupo estdo entre 0s maiores peixes de adgua doce da América do Sul e a maioria apresenta
destacada importancia na pesca comercial ou de subsisténcia. No mercado de Manaus foram

encontradas 22 espécies pertencentes a 16 géneros (Soares et al., 2008 e Santos et al., 2009).

1.2.2 Superordem Acanthopterygii
Muitas das ordens que a incluem (cyprinodontiformes, symbranchiformes,
pleuronectiformes, tetraodontiformes e perciformes) sdo extremamente importantes no Amazonas

do ponto de vista comercial (Val et al., 1995 e Barthem et al., 2003).

A ordem dos Perciformes caracteriza-se por serem peixes sedentarios, tipicos de lagos e
caracterizados por corpo coberto com escamas, nadadeiras dorsal, anal e pélvica com alguns raios
duros, em forma de espinho; nadadeira pélvica situada logo abaixo ou a frente da nadadeira
peitoral (Santos et al., 2009). Essa ordem inclui as familias Scianidae, Nandidae, e Cichlidae
(Val et al., 1995).
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Figura 2. Principais caracteristicas morfoldgicas externas de um peixe da ordem Peciformes,

exemplificado por um acaré (Apistogramma sp.) (Lima, 2005)

Os peixes da familia Scianidae sdo caracterizados por serem peixes acantopterigios, ou
seja, possuem as nadadeiras com espinhos precedidos de raios e apresentam dois espinhos na
nadadeira anal; e ainda por possuirem linha lateral continua, da cabeca até o final da nadadeira
caudal, sendo que as escamas da linha lateral maiores que aquelas do restante do corpo.
Normalmente a nadadeira dorsal é longa e nadadeira caudal com uma projecdo mediana em forma
de lanca. As espécies destacam-se pela presenca de otdlitos (estruturas calcarias) muito grandes
em relacdo aos outros grupos de peixes. Esse grupo é formado por cerca de 70 géneros,
principalmente marinhos e estuarinos, amplamente distribuido pelos oceanos, sendo cinco deles
exclusivamente de agua doce; quatro ocorrem na Amazonia (Petilipinnis, Plagioscion,
Pachypops e Pachyurus), com cerca de quatorze espécies (Soares et al., 2008 e Santos et al.,
2009).



1.3  Lipideos

Lipideos caracterizam-se por ser um grupo complexo de substancias baseadas em acidos
graxos ou relacionadas a eles, como 6leos e gorduras (ésteres formados a partir de &cidos graxos),
fosfolipideos (diesteres do acido 3-glicerofosforico), glicolipideos (diacilglicerdis ligados a
unidades de carboidratos), ceras (cujos principais componentes sdo ésteres de &cidos graxos e
alcodis de cadeia longa), esterdides, terpenos, sabdes, detergentes e sais biliares. Aqueles
contendo cadeia graxa sdo chamados lipideos saponificaveis e 0s que ndo os contém sao lipideos
insaponificaveis (Curi et al., 2002 e Hanahan, 1997, Gunstone, 2008).

1.3.1 Lipideos saponificaveis

1.3.1.1 Glicerdéis

Os glicerois sdo compostos por uma molécula de glicerol esterificada com &cidos graxos.
Dependendo do numero de grupos hidroxila do glicerol esterificados, os acilglicerois sao
denominados monoacilglicerdis (MAG), diacilglicerdis (DAG) e triacilglicerois (TAG) (Nelson e
Cox, 2005).

Ha& dois tipos de monoacilglicerol designado com numeros ou letras gregas como, por
exemplo, 1-(ou a-) monoestearina e 2-(ou f-) monoestearina. Também ha dois isbmeros para
diacilglicerdis designados, por exemplo, 1,2-diestearina e 1,3-diestearina, algumas vezes
descritos como isdmeros simétrico (1,3-) e assimétrico (1,2-); porém muito frequentemente
ocorrerdo grupos acila diferentes e isso aumentara 0 numero de formas de isémeros, assim como
na molécula de triacilglicerideo também (Gunstone, 2008). Quando os acidos graxos presentes
nos glicerdis naturais sdo iguais, estes sdo ditos glicerdis simples, quando diferentes sdo

chamados glicerdis mistos (Gurr, 2002).
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Figura 3. Esteres de glicerol (1- e 2- MAG, 1,2- e 1,3 —- DAG e TAG). RCO representa 0 grupo
acil dos acidos graxos RCOOH. Todas as outras letras estdo relacionadas aos atomos derivados

da molécula de glicerol.

Nos triacilglicerois, como os grupos polares hidroxilas e carboxila dos acidos graxos
fazem ligacGes de ésteres, sdo apolares, moléculas hidrofdbicas, e essencialmente insollveis em
agua. O ponto de fusdo dos triacilglicerideos é determinado, fundamentalmente, pela natureza dos
acidos graxos na molécula e sdo extremamente importantes no armazenamento de energia nos
organismos, devido a vantagem de que o atomo de carbono dos acidos graxos € mais reduzido
que aquele contido no acucar, sendo o rendimento da oxidacdo de triacilglicerideos duas vezes
maior em energia que a oxidacdo de carbohidrato, e ainda porque triacilgliceréis sdo hidrofobicos
e assim desidratados, resultando que o organismo que carrega gordura como fonte de energia néo
necessita carregar o peso extra da agua de hidratacdo que é associado com polisacarideos
estocados (Nelson e Cox, 2005; Voet e Voet, 2011).

Triacilglicerideos sdo produzidos a partir de duas vias biossintéticas principais
conhecidas, a via sn-glicerol 3-fosfato que predomina no figado e no tecido adiposo, e uma via de
monoacilglicerol no intestino. Em sementes de plantas de maturacdo e de alguns tecidos de
origem animal, uma terceira via tem sido reconhecido na qual um diacilglicerol transferase esta
envolvido. A principal via de biossintese de triacilglicerol é a sn-glicerol-3-fosfato, por meio do
qual mais de 90% de triacilglicerdis do figado s&o produzidos, no qual esta molécula sofre uma

esterificagdo com ésteres de acido graxo coenzima A, sendo o fosfato removido por reacdo de



hidrélise antes da Gltima esterificacdo. A molécula de sn-glicerol-3-fosfato, também particpa
como precursor dos fosfolipideos, aqui classificada como outra classe de lipideos (Christie, 2011,
Dewick, 2002; Nelson e Cox, 2005).

1.3.1.2 Fosfolipideos

Os fosfolipideos sdo classificados, como os lipideos que contém grupo fosfato presentes
em suas estruturas moleculares, como os glicerofosfolipideos e podendo compreender parte dos
esfingolipideos, mas especificamente as esfingomielinas. Sdo conhecidos por suas propriedades
bioldgicas e quimicas, sendo componentes primarios das membranas e essencial para a funcao
celular, além de atuar como agentes emulsificante (composto que promove a dispersdo coloidal
de um liquido em outro) e surfactante (composto que reduz a tenséo superficial de uma solugéo,
como detergentes), devido a sua caracteristica de substancia anfifilica (Curi et al., 2002;
Hanahan, 1997; Nelson e Cox, 2005; Voet e Voet, 2011).

Apesar das diferencas estruturais, todos os glicerofosfolipideos séo constituidos de uma
porcao apolar e alifatica de dois &cidos graxos conectados por uma ligacdo de éster no primeiro e
segundo carbono da molécula de glicerol (ou com menos uma ligagdo éter no primeiro carbono),
conhecida como “cauda”, e de uma por¢ao polar, que contém normalmente uma unidade de
fosfato ou outros grupos carregados (polares) no terceiro carbono, denominada “cabega” (Curi et
al., 2002; Gurr, 2002; Nelson e Cox, 2005; Voet e Voet, 2011). Eles s&o denominados como
derivados do composto acido fosfatidico, de acordo com o alcool polar do grupo “cabega”, e os
acidos graxos em suas estruturas compreende uma grande variedade, contendo, em geral, um
acido graxo saturado C16 ou C18 no C-1 e um acido graxo insaturado C18 a C20 no C-2 (Nelson
e Cox, 2005; Voet e Voet, 2011).
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Figura 4. Acido fosfatidico e suas ramificacdes mais comuns: fosfatidilserina (FS),
fosfatidilglicerol (FG), fosfatidilinositol (FI), fosfatidilcolina (FC) e fosfatidiletanolamina (FE).

Sob condicdes fisiologicas (pH 7,4), as formas mono- e diprotonada do &cido fosforico
estdo em equilibrio rapido. Assim, o acido fosfatidico resultante € novamente capaz, através de
sofrer reacdo de condensacdo éster com diferentes alcoois, e formar uma grande variedade de
fosfolipidios, isto é, a fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina (FE), bem como a
fosfatidilserina (FS), fosfatidilglicerol, (FG), fosfatidilinositol (PI) e compostos derivados
altamente fosforilados, como fosfolipidios de carga negativa (figura 4).

Os fosfolipideos constituem uma grande e generalizada classe de biomoléculas, onde,
com excessdo das esfingomielinas, todos sdo fosfoacilglicerois. Quando em concentragdes
apropriadas, os fosfolopideos suspensos em agua se organizam em estruturas ordenadas na forma
de micelas ou bicamadas lipidicas (Motta, 2005, Curi et al., 2002 e Gunstone, 2008). As
esfingomielinas, também contem uma “cabega” polar e duas “caudas” apolares, mas diferente do

glicerofosfolipideo ndo tem contem glicerol, ela € composta por uma molécula de esfingosina,
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que é um &lcool amina de cadeia longa, uma molécula de &cido graxo de cadeia longa e um grupo

“cabeca” polar que realiza uma ligagdo fosfodiéster (Gurr, 2002; Nelson e Cox, 2005).

1.3.1.3 Esfingolipideos

Os esfingolipideos sdo o segundo maior componente lipidico das membranas animais e
vegetais, ndo contem glicerol, mas apresentam como esqueleto basico da molécula, alco6is amino
de Cis, que sdo a esfingosina e dihidroesfingosina, e seus homdlogos Cis, C17, C19, € C20. AS
moléculas mais simples desse grupo sdo as ceramidas, derivadas de &cidos graxos ligados ao
grupo amino (—NH:) no C2 da esfingosina, ocorrem apenas em pequenas quantidades em tecidos
de plantas e animais, mas formam os compostos progenitores dos esfingolipidos mais
abundantes:

o Esfingomielinas — sdo ceramidas que contém tanto uma fosfocolina ou uma
fosfoetanolamina em suas estruturas, podendo ser classificada, mais especificamente, como
esfingofosfolipideos.

o Cerebrosideos — sdo ceramidas com o grupo “cabega” consistindo de um residuo de um
Unico acgucar, sendo os galactocerebrosideos possuidores do aglUcar p-D-galactose e 0s
glucocerebrosideos contendo como agucar no grupo “cabega” a -D-glucose.

o Gangliosideos — sdo ceramidas oligosacarideos que incluem entre seus grupos de agucares
no minimo um residuo de acido sialico (acido N-acetilneuraminico e seus derivados) (Motta,
2005; Nelson e Cox, 2005; Voet e Voet, 2011).

Figura 5. Estrutura basica dos esfingolipideos.
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1.3.1.4 Ceras

A maioria das ceras sdo eésteres de &cidos graxos de cadeia longa (C14 a C3s) saturada e
insaturada com alcodis de cadeia longa (Cis a Cso). Seus pontos de fusdo geralmente sdo mais
altos que aqueles dos triacilglicerideos, e possuem fungdes variadas, para fitoplanctons, por
exemplo, elas sdo a principal forma de fonte de energia metabolica, mas também funcionam
como revestimento de protecdo em folhas, caules, frutos e na pele de animais, devido a sua

propriedade de impermeével a agua (Nelson e Cox, 2005).

1.3.1.5 Acidos graxos

Os acidos graxos, assim como estruturas diretamente a eles relacionadas (como alcoois,
aldeidos ou aminas) sdo, em geral, componentes fundamentais dos lipideos, que desempenham
um papel vital na sobrevivéncia dos organismos vivos. Deve ser enfatizado que acidos graxos na
sua forma livre existem em niveis muitos baixos, e ocorrem principalmente na forma de ésteres
ou amidas (Curi et al., 2002; Hanahan, 1997).

Os &cidos graxos sao acidos carboxilicos, geralmente monocarboxilico, de longas cadeias
de hidrocarbonetos aciclicas, apolares, na maioria das vezes sem ramificacfes e nimero par de
atomos de carbono. Podem ser saturados, monoinsaturados (contém uma ligacdo dupla) ou
poliinsaturados (contém duas ou mais ligacOes duplas). Os mais abundantes contém 16 e 18
atomos de carbono e em geral, as ligacbes duplas nos acidos graxos poliinsaturados estdo
separadas por um grupo metileno, -CH=CH-CH>—CH=CH—, ou seja, suas duplas liga¢bes estéo
dispostas em um arranjo ndo-conjugado, 0 que 0s torna suscetiveis a serem oxidados a
hidroperdxidos (Belitz et al., 2004).

Os acidos graxos insaturados naturais ocorrem normalmente com configuracéo cis (Z). Na
tabela 1, sdo apresentados exemplos dos acidos graxos mais comuns com suas respectivas cadeias

e nomenclatura oficial da IUPAC (Uniéo Internacional Quimica Pura e Aplicada).
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Tabela 1. Alguns &cidos graxos de ocorréncia natural (Gunstone et al., 2004; Gurr, 1999; Gurr,
2002).

Nome usual Nome oficial (acido) N° de atomos de Ponto de fusao Familia
carbono

Butirico butanéico 4 -7,9 -
Caprdico hexanoico 6 -8,0 -
Caprilico octandico 8 12,7 -
Caprico decandico 10 29,6 -
Laurico dodecandico 12 42,2 -
Miristico tetradecandico 14 52,1 -
Palmitico hexadecandico 16 60,7 -
Palmitoléico cis-9 -hexadecenoico 16 1,0 -
Estearico octadecandico 18 69,6 -
Oleico cis- 9- octadecendico 18 16,0 -
Petroselenico cis- 6- octadecendico 18 33,0 -
Linoleico cis- 9,12- octadecadiendico 18 -5,0 -6
a-linolénico cis- 9,12,15-octadecatriendico 18 -11,0 ®-3
v-linolénico cis-6,9,12- octadecatriendico 18 - ®-6
Araquidico eicosandico 20 75,4 -
Gondoico cis-11-eicosendico 20 24,0 -

- cis —11,14 -eicosendico 20 - ®-6
- cis- 8,11,14 -eicosatriendico 20 - ®-3
Araquiddnico cis-5,8,11,14-eicosatetraendico 20 -49,5 ®-3
EPA cis —5,8,11,14,17-eicosapentaendico 20 - -
Behénico docosandico 22 80,0 -
Erdcico cis-13-docosendico 22 24,0 -

- cis 13,16 docosadienoico 22 - »-6
- cis-13,16,19- docosatriendico 22 - ®-3
- cis- 7,10,13,16 — docosatetraendico 22 - -6
DHA cis-4,7,10,13,16,19- docosahexaendico 22 - ®-3
Nervonico cis -15-tetracoseindico 24 - -

Os é&cidos graxos poliinsaturados possuem outra nomenclatura, além da IUPAC, bastante
utilizada para descrevé-los, que é o sistema émega, que se refere a posicdo das ligagbes duplas,
em relacdo ao carbono mais afastado do grupo carboxila. Por exemplo, o &cido linoléico que
possui nome da IUPAC como acido (Z, Z)-9,12-octadecadiendico pertence a série ®-6, enquanto
que o acido é-linolénico nomeado de acido (Z, Z, Z)-9,12-15-octadecatrienoico, pertence a série
®-3 (Curi et al., 2002).
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Figura 6. Estrutura dos &cidos graxos poliinsaturados.

Os pontos de fusdo dos acidos graxos podem ser definidos por suas estruturas, como
podemos ver na tabela 1, podem ser relacionados com o aumento do comprimento da cadeia
hidrocarbonada aumentando o ponto de fuséo, e com cadeias ramificadas e ligacdes duplas cis
abaixando o ponto de fusdo das cadeias saturadas equivalentes. E ainda é interessante o fato de o
ponto de fusdo depender da cadeia ser par ou impar, e determinar o estado fisico da matéria, onde
acidos graxos saturados com dez ou mais atomos de carbono sdo sélidos em temperatura

ambiente e todos os insaturados sdo liquidos nesta temperatura (Gurr et al., 2002; Motta, 2005).

1.3.3 Reacdes comuns envolvendo lipideos saponificaveis

ReacBes comuns envolvendo lipideos saponificaveis sdo a transesterificacdo e a
esterificacdo, onde a transesterificagdo consiste de um éster resultando em outro éster e a
esterificacdo consiste em acido graxo produzindo um éster. Ambas as reacdes se processam da
reacdo com um alcool de cadeia curta, na presenca de um catalisador, podendo ser uma base ou

um &cido para a primeira e somente via acida para a segunda (Barreto, 2010).

i
ICI) R; OR
0 NgR 0 OH
rR. Do i + R—OH R, OR + HO
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Triacilglicerideo R; OR

. . L . Esteres de acidos graxos . .
Figura 7. Reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideo com é&cool produzindo glicerol e

ésteres alquilicos.
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1.3.4 Ocorréncia de acidos graxos poliinsaturados em peixes e sua importancia na saude
humana

As principais funcdes dos acidos graxos poliinsaturados, em peixes e nos mamiferos
terrestres superiores, sdo como reserva de energia na forma de triacilglicerideos, como
precursores de eicosaendides (produtos naturais com 20 4tomos de carbonos que s&o divididos
como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos) e como constituintes essenciais de
fosfolipidios de biomembranas. Os acidos graxos de peixes diferem dos poliinsaturados
encontrados em plantas, por serem de cadeia mais longa, com a presenca de um maior nimero de
insaturacdes e pertencerem a série 6mega 3 (w-3), ao inves da dmega 6 (»-6). Tanto a série -3,
quanto a -6, possui acidos graxos essenciais a0 homem, ou seja, que o ser humano ndo consegue
sintetizar, como o acido linoléico e o acido linolénico, que sdo fundamentais para o0 metabolismo
e obtidos a partir da dieta. Os acidos graxos essenciais sdo precursores para a biossintese de
varios metabdlitos importantes (Motta, 2005). Os 4cidos da série -6 S0 responsaveis pela
protecdo dérmica e pela producdo de importantes mediadores farmacoldgicos lipidicos como os
derivados do acido araquidonico. Os acidos da familia m-3 sdo responsaveis por evitar distirbios
neuroldgicos e visuais, porgue sao importantes no desenvolvimento do cérebro (Kasim-Karakas,
2001; Hanahan, 1997).

Oleos de peixes sdo ricos em 6mega 3, porque peixes naturalmente consomem dietas ricas
em tais acidos. Os &cidos graxos poliinsaturados sdo sintetizados por fitoplanctons, que sao
consumidos por peixes, moluscos e crustaceos (cadeia alimentar). Normalmente 0s peixes
possuem fosfolipidios com alto teor dos acidos docosahexaendico e eicosapentaendico, mais
conhecidos por suas siglas em inglés, DHA e EPA, respectivamente. Esses &cidos graxos
constituem mais de 50% do total de acidos graxos em alguns fosfolipideos de peixes, geralmente
numa razdo de cerca de 2:1. Ja o &cido araquid6nico, também conhecido por sua sigla em inglés —
AA, normalmente é responsavel por somente 1 a 2% do total de acidos graxos existentes em
fosfoglicerideos de peixes, com a notavel excegdo das fosfotadilinositols, onde o &cido
araquidénico pode ser o principal acido graxo poliinsaturado (Netleton, 1995).

A quantidade de acido graxo émega 3 que ocorre em diferentes espécies de peixes varia
muito, com as espécies ricas em gordura tendo as maiores quantidades de acidos graxos 6mega.
O tipo e a quantidade de acidos graxos nos peixes variam principalmente com o que 0 peixe

come, mas outros fatores também influenciam na composi¢cdo de acidos graxos: tamanho ou
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idade, estado reprodutivo, localizagdo geogréfica e estacdo do ano influenciam todo o contetdo
de gordura e composicéo (Netleton, 1995).

Para 0 homem, o consumo de uma dieta rica de acidos graxos da série ®-3 reduz riscos
associados a doencas cardiovasculares, arterosclerose, hipertensdo, inflamacdes em geral, asma,
artrite, psoriase e de varios tipos de cancer (Andrade et al., 2009; Moura et al., 2006). Os
mecanismos pelos quais os acidos graxos »-3 e 6 previnem doencas esta relacionado ao fato de
que a partir dos acidos graxos poliinsaturados se derivam substancias denominadas eicosandides,
que sdo hormdnios paracrinos, isto é, atuam somente em células proximas ao local onde foram
sintetizados por um curto periodo de tempo, devido a sua rapida degradagdo. Estes compostos sao
produzidos em quantidades muito pequenas, mas que apresentam fungdes metabolicas potentes,
como regulacdo da pressdo sanguinea, diurese, agregacao plaquetaria, sistema imune, secregdes
gastricas, reproducdo, contracdo de musculos lisos, etc., porém a ingestdo desequilibrada de -6,
Ou seja, excessiva, estd associada ao aumento da producgdo de eicosandides que potencializam as
inflamagdes. Entdo a ingestdo de w-6 equilibrada com ®-3 ou somente deste Ultimo previnem
doencas por estar relacionado a substituicdo de w-6, especialmente AA, por acidos ®-3 como
EPA e DHA, reduzindo a producdo de prostaglandina tipo E2, de tromboxano tipo A2, e
contribuindo para a formacéo de leucotrieno B4, que ¢ indutor da resposta inflamatoria, aumento
da concentragédo de prostaglandina E3 e leucotrieno A5 (Netleton, 1995).
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) Acido eicasapentaendico (n >&111417)

Acido araquidénico (n

W SN " Co,H

ZZ
HO OH
PGE; PGE;

Figura 8. Prostaglandinas resultantes (PGE. e PGEs) dos &cidos graxos araquiddnico e

eicosapentaenoico.
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E ainda um importante &cido graxo para o0 homem é CLA (acido linoleico conjugado), que
embora possua poucos estudos, ha evidéncia de propriedades anticancerigenas. Tal evidéncia
vem a partir de estudos de cultura de células (incluindo células humanas) e de estudos com

animais vivos, principalmente ratos e camundongos, (Gurr, 1999).

1.3.5 Lipideos insaponificaveis
Dentre os compostos insaponificaveis podemos destacar os esteroides, tocdis e

carotendides, que serdo comentados a seguir (Gurr, 1999).

1.3.5.1 Esteroides

Os esterdides sdo triterpenos modificados contendo o sistema de anel tetraciclico do
lanosterol, mas faltando trés grupos metila nos carbonos C-4 e C-14, o qual confere a molécula a
carateristica de ser quase planar e relativamente rigida, por causa do anel fundido ndo permitir
rotacdo na ligacdo C-C. Sd8o comuns nas membranas dos organismos eucaridticos, onde eles sao
importantes para propocionar a estabilidade. Eles ocorrem em muitos 6Oleos e gorduras,
compartilham algumas das suas propriedades fisicas e estdo relacionados intimamente aos dleos e
gorduras em discussdes de alimentacdo e saude, podendo ser encontrados em suas formas livres e
também esterificadas (Dewick, 2002; Gunstone, 2008; Gurr, 2002; Nelson e Cox, 2005).

O colesterol, o principal esterdide em tecido animal, que exemplifica a estrutura
fundamental dos esteroides, é anfipatico com um grupo “cabeca” polar e um corpo de
hidrocarboneto apolar. Tem sido associado com doencas coronarias e muitas recomendacdes de
ingestdo de lipideos estdo relacionados a sua influéncia no sitema cardiovascular. Esterdides
similares sao encontrados em outros eucariontes: estigmasterol em plantas e ergoesterol em
fungos, por exemplo. Os esterdides, no geral, sdo um precursor essencial de acidos biliares,
corticoides, hormonios sexuais e hormonios derivados da vitamina D (Gunstone, 2008, Nelson e
Cox, 2005).
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Figura 9. Colesterol (esquerda) e sitosterol (direita).

1.3.5.2 Tocois

Os tocdis sdo compostos com fendlicos heterociclicos com cadeia lateral isoprendide
lipofilica de 16 carbonos. Compreendem os tocoferdis e os tocotriendis, que possuem duas
qualidades, mas sdo propriedades idénticas: apresentam atividade da vitamina E e poderosos
antioxidantes naturais lipofilicos, isto porque como sdo hidrofobicos, se associam com
membranas celulares, depdsitos lipidicos e lipoproteinas no sangue, e ainda porque o anel
aromatico reage e destrdi formas de oxigénio radicalares, protegendo acidos graxos insaturados
de oxidagéo (Gunstone, 2008, Nelson e Cox, 2005).

Os tocdis, em geral, sdo encontrados em proporcGes varidveis em plantas, sendo que as
fontes principais sdo Oleos vegetais, germe de trigo, sementes oleaginosas, vegetais folhosos
verde-escuros e alimentos de origem animal, principalmente gema de ovo e figado. Tanto
tocoferdis como tocotriendis ocorrem em uma variedade de isémeros que diferem na estrutura de

acordo com o numero e a localizacdo de grupos substituintes no anel cromanol. Os isdmeros mais

abundantes nos alimentos sdo y- e 0 a- tocoferol (Gurr, 2002).
R

Figura 10. Tocoferdis e tocotriendis. Tocoferdis tem uma cadeia lateral C1¢ saturada, tocotriendis
tem ligagdes duplas nas trés posicBes indicadas pelas setas. R = H ou CHs; o = 5,7,8-

trimetiltocol; B = 5,8-dimetiltocol; y = 7,8-dimetiltocol; & = 8-metiltocol.
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1.3.5.3 Carotenoides

Os carotendides sdo um grande grupo de pigmentos presentes na natureza que
desempenham papéis fundamentais na saude humana, sendo essenciais para a visdo. O B-caroteno
e outros carotendides foram reconhecidos no século XX como as principais fontes de vitamina A,
sendo que a conversao ocorre naturalmente no figado (Nelson e Cox, 2005).

Quanto a estrutura quimica, os carotendides sdo tetraterpendides, terpenos de 40 carbonos
unidos por unidades opostas no centro da molécula e a ciclizacdo, hidrogenacao, desidrogenacéo,
migracdo de duplas ligacdes, encurtamento ou alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizacao,
introducdo de fungdes com oxigénio ou a combinacdo destes processos resultam na diversidade
de estruturas dos carotendides. Quando estes sdo compostos somente de carbono e hidrogénio sdo

chamados de carotenos e quando oxidados, carotenodides (Rodrigues-Amaya et al., 1999).

Figura 11. B-caroteno. Outros carotenos variam na natureza nos grupos terminais ciclicos.

1.3.6 ReacBes comuns envolvendo componentes insaponificaveis de 6leos

Uma reacdo comum com lipideos insaponificaveis, especificamente com esterdides, para
realizacdo de sua analise € a sililacdo, a qual trata-se de uma reacdo que busca bloguear os sitios
préticos, havendo uma reducdo de interacBes do tipo dipolo-dipolo, elevando a volatilidade dos
compostos, usando-se normalmente compostos trimetilsilil como reagente, além de gerar
produtos com polaridade reduzida. O mecanismo de reacdo é via substituicdo nucleofilica de

segunda ordem, conforme mostrado a seguir (Becker, 2012).
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CHa H3C\ CHy CH,
[ A
amostra—OH + H;C—Si—X ——= amostra—(‘)—s{—x

amostra—O—Si—CH; + H—X
HaC H CHy (|:H3

Figura 12. Mecanismo genérico da reacao de sililagdo, onde X varia de acordo com os diferentes
derivatizantes (Becker, 2012).

1.3.7 Ocorréncia de componentes insaponificavéis em 6leos de peixes e a importancia na
saude humana

Estudos com peixes, mais especificamente estudos com tubaréo, apontam para a presenca
de lipideos insaponificaveis em sua composicdo, sendo tais lipideos importantes para a salde
humana (Gunstone, 2004). O colesterol, apesar de atualmente ser visto frequentemente como uma
substancia maléfica a saide humana, possui funcdo importante para o transporte de &cidos graxos
através do sangue na forma de lipoproteinas, as quais sdo de grande interesse para pesquisas
sobre arterosclerose, apresentando niveis acima de 7000 ppm como componentes em 6leo de
peixe (Gunstone, 2008).

Outro lipideo insaponificavel de grande importancia para o homem sdo os tocois, por
desempenhar papel de antioxidante, protegendo acidos graxos poliinsaturados vulneraveis (ou
acidos graxos residuais de lipideos) em membranas celulares e lipoproteinas de processos de
peroxidacdo (Fulchs et al., 2001), ja que os produtos da peroxidacdo de lipideos podem causar
danos as células. Os tocotriendis sdo encontrados como poderosos inibidores da enzima que
cataliza a etapa limitante na biossintese do colesterol (Gurr, 1999). Esses compostos se
apresentam como pouca guantidade em Gleos de peixe, mas possuem papéis significativos na
salde. Bem como os carotenoides, que mais recentemente, apresentaram efeitos benéficos contra
canceres, doencas de coracdo e degeneracdo macular e foram estimuladas intensas investigagdes
sobre o papel desses compostos como anti-oxidantes e como reguladores de resposta do sistema
imune (Almeida et al., 2006; Delgado-Vargas et al., 2000; Orban et al., 2011; Orban et al., 2000;
Prego et al., 2012).
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1.4 Informagdes referentes as espécies de peixes selecionadas para estudo
Informacdes gerais das espécies a serem estudadas se encontram descritas na Tabela 2.
Quanto a estudos existentes sobre lipideos ndao foram encontrados para as espécies amazoénicas

estudadas neste trabalho.



Tabela 2. Informagdes sobre as espécies em estudo (Santos et al., 2009; Soares et al., 2008).

Sardinha comprida

Curimata

Pacu comum ou pacu
manteiga

Jaraqui-de —escama-
grossa

Pescada branca

Surubim

Espécies Triportheus elongatus | Prochilodus nigricans | Mylossoma duriventre | Semaprochilodus Plagioscion Pseudoplatystoma
Gunther, 1864 Agassiz, 1829 Cuvier, 1817 insignis ~ Schomburgk, | squamosissimus fasciatum Linnaeus,
1841 Heckel, 1840 1766
Ordem Characiformes Characiformes Characiformes Characiformes Perciformes Siluriformes
Familia Characidae Prochilodontidae Characidae Prochilodontidae Sciaenidae Pimelodidae
Porte médio porte Grande porte Porte médio Grande porte Grande porte Grande porte
Biologia Peldgica bentopeléagica pelégica bentopelagica Bentbnico
Ocorréncia aguas brancas, claras e | Aguas claras, pretas e | aguas brancas, claras e | 4guas brancas, claras e | Claras, brancas, pretas e | aguas brancas, claras e
pretas branca. pretas pretas mixtas pretas
Alimentac¢éo onivora com tendéncia | Detrivoro Herbivoro, com | detritivoro carnivoro Piscivoro
herbivora tendéncia onivora
Habito diurno, migradora Diurno, migrador diurno, migradora diurno, migradora Noturno Noturno, migradora
Desova Total em rios de aguas | Total, em aguas claras | Total em confluéncias | Total em rios de éaguas | parcelada Total na enchente
brancas e brancas de rios de &guas pretas | pretas e brancas
e brancas
Fecundacdo Externa Externa externa externa Externa Externa
Epoca sazonal | Seca inicio da enchente | Final da seca inicio da | Seca e cheia inicio da enchente Todo o ano com pico na | Entre a enchente e cheia
para enchente enchente
reproducéo
Importéncia Insignificante no geral | Moderada, domina o | Insignificante no geral | Destacada no geral e no | Insignificante no geral e | Insignificante,  pesca
econdmica e destacada no grupo mercado em épocas do | e destacada no grupo grupo destacada no grupo comercial na Amazonia

ano

internacional

Participacao da
producéo
pesqueira  do
amazonas

9,17% (2003)

9,41% (2003)

15% as duas espécies
(2003)

30,7% as duas especies
(2003)

0,94% (2003)

2,07% (2003)

Destacada: acima de 20%;
Moderada: entre 5 e 20 %;

Insignificante: abaixo de 5%.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Conhecer e quantificar os constituintes lipidicos de 0leos de seis espécies de peixes
amazonicos, jaraqui (Semaprochilodus insignis), curimatd (Prochilodus nigricans), pacu
(Mylossoma duriventre), sardinha (Triportheus elongatus Gxunther, 1864), pescada
(Plagioscion squamosissimus Heckel, 1840) e surubim (Pseudoplatystoma fasciatum

Linnaeus, 1766), utilizando métodos inéditos de analises.

2.2 Especificos

o Obter lipideos totais de seis espécies de peixes amazbnicos;

. Separar 0s Oleos extraidos por classe de lipideos utilizando métodos
cromatograficos;

. Otimizar a derivatizacdo dos diferentes lipideos a ésteres metilicos de acidos
graxos para analise por cromatografia gasosa- CG;

. Otimizar o meétodo de analise de ésteres metilicos de &cidos graxos
poliinsaturados por cromatografia gasosa de alta resolugdo com detector de ionizagdo por
chama- CG-DIC;

o Confirmar a identificacdo dos acidos graxos poliinsaturados por cromatografia

gasosa acoplada com detector de espectrometria de massas- CG-EM;

o Identificar os acidos graxos nas classes de lipideos dos peixes.
o Quantificar os diferentes &cidos graxos identificados nas amostras analisadas;
o Identificar os esterdides presentes nos lipideos dos peixes;

. Quantificar esterdides presentes nos lipideos dos peixes.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material

3.1.1 Selecao das espécies e coleta do material bioldgico

Foram estudadas seis especies diferentes de peixes, selecionadas dentre as que
apresentam maior importancia econémica para o Estado do Amazonas, segundo levantamento
realizado pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia - INPA (Santos et al., 2009),
listadas a seguir: jaraqui (Semaprochilodus insignis), curimatd (Prochilodus nigricans), pacu
(Mylossoma duriventre), sardinha (Triportheus elongatus Gxunther, 1864), pescada
(Plagioscion squamosissimus Heckel, 1840) e surubim (Pseudoplatystoma fasciatum
Linnaeus, 1766).

Os peixes foram adquiridos no mercado de Manaus, na Feira da Manaus Moderna, na
manha do dia 05 de abril de 2012, sendo 5 pacus, 8 sardinhas, 6 jaraquis, 2 surubims, 5
curimatds e 2 pescadas. Todos na fase adulta, a quantidade de cada peixe foi estabelecida
baseada no critério de se obter pelo menos 300 g de musculo dorsal e também uma variedade
minima de dois individuos de cada espécie. Sendo a coleta dos peixes realizada no periodo de
enchente (janeiro a junho), a qual do ano em questdo, 2012, apresentou a maior cheia até o
momento superando a de 2009 um més antes, com 29,97 m contra 29,77 m de 2009

(http://www.portodemanaus.com.br/?pg=nivelhj.php).

A identificacdo das espécies foi feita comparando-se com a literatura (Soares et al.,
2008 e Santos et al., 2009).

3.1.2 Reagentes, solventes e instrumentos cromatograficos utilizados
Acetato de etila — Quimica CREDIE

Acetona — Quimica CREDIE

Acido acético (99,8%) — Merck

Acido fosfomolibdico P.A — Merck

Agua destilada

Alumina 90 — Merck

Anisaldeido (18%) — Vetec

Trifluoreto de Boro em meio metandlico (BF3 12%) — Aldrich
Cloroférmio PA — Quimica CREDIE

Eter etilico — Labsynth


http://www.portodemanaus.com.br/?pg=nivelhj.php
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Etanol anidro (99,5%) — Quimica CREDIE

Fenolftaleina PA — Nuclear

Hexano, grau HPLC (95%) — TEDIA

Hidroxido de potéassio (85%) - Merck

Metanol (99,85%) — Quimica CREDIE

Metilato de sodio (30%) — COGNIS

Metil t-butil éter, grau HPLC — TEDIA

Nitrogénio comprimido ~-WHITE MARTINS

Silica gel (0,040-0,063 mm) — Merck

Cromatografo gasoso com detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC) - Agilent, modelo HP
6890 Plus, configurado com detectores de ionizacdo por chama, sistema de injecao
automatica, Chemstation.

Cromatogréfico gasoso acoplado com espectrometro de massas (CG-EM) — THERMO,
modelo, equipado com injetor automatico, detector de espectro de massas com fonte de ions

por impacto eletrénico, analisador do tipo quadrupolo e software XCalibur.

3.2 Meétodos

3.2.1 Extracao de lipideos totais
A extracdo de lipideos totais dos peixes foi realizada utilizando um método eficiente

gue ndo usa solventes organoclorados e que foi desenvolvido como parte inical deste estudo.

3.2.1.1 Desenvolvimento de metodologia de extracéo de lipideos totais

Foi desenvolvida uma metodologia alternativa ao método convencional de Bligh e
Dyer (1959), o qual € normalmente usado para extracdo de lipideos totais de material
bioldgico, avaliando-se solventes ndo-organoclorados em comparacdo com o cloroférmio.
Testaram-se os éteres dietilico e metiltertbutilico em diferentes propor¢des numa mistura com
metanol e agua (tabela 3), usando como matriz para extracdo uma solu¢do com 5 mg de cada

padrdo comercial: triestearina, &cido estearico e DL-a-fosfatidilcolina dipalmitoil.
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Tabela 3. Proporcdo de mistura de solventes para extracdo de lipideos totais.

Solvente Metanol  Agua

Cloroformio 4 4 2
Eter dietilico 4 2 2
MTBE 4 2 2

O experimento acima foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD)
(sistema cloroférmio:metanol:dgua 75:22:3 e revelador sulfato cuprico 10% em &cido
fosforico 8% aquoso) e seu rendimento foi medido. Os solventes utilizados neste experimento
tiveram seus coeficientes de particdo em mistura previamente testados.

Depois de definida a mistura de solventes para a extracdo de lipideos totais foi
analisada o procedimento de extracdo, utilizando uma matriz biol6gica, 200 g do musculo
dorsal de um individuo de tucunaré-comum (Cichla monoculus Spix & Agassiz, 1831). Os
lipideos foram extraidos com cerca de 1 L de MTBE:metanol:dgua (4:2:2), usando
multiprocessador de alimentos (Philips walita), sendo a mistura resultante filtrada em funil de
Bichner, separadas suas fases em funil de separacéo, e a fase de MTBE centrifugada por 10
min a 25°C a 15500 rcf (relative centrifugal force), concentrada em rotaevaporador, e por fim
seca sob nitrogénio gasoso.

3.2.1.2 Extracao de lipideos totais dos peixes em estudo

Os peixes foram limpos em &gua corrente € 0 musculo dorsal de cada um foi retirado
com auxilio de uma faca. Os individuos de mesma espécie foram reunidos, pesados conforme
mostra a tabela 4 e extraidos seus lipideos totais usando multiprocessador de alimentos
conforme metodologia resultante do item acima, onde para cada 100 g de peixe uma mistura
de 500 mL dos solventes MTBE:MeOH:é&gua na proporcao 4:2:2 e a adi¢do de 32,0 mg do
padrdo interno éster metilico do &cido graxo C 19:0 (EMAG) foram realizadas. Depois de
filtrado em funil de Bulichner as fases da mistura foram separadas em funil de separacao e a
fase etérea foi centrifugada por 10 min a 25°C a 15500 rcf e concentrada em rotaevaporador,

seca sob nitrogénio gasoso e liofilizadas.
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Tabela 4. Peso do musculo dorsal de cada espécie de peixe e de padréo interno EMAG C19:0
usado para extragao.

Peixe  Mdasculo dorsal (g) Padréo interno (mg)

curimata 606,01 192,0
pescada 606,40 192,0

sardinha 298,82 95,8
jaraqui 608,06 191,6

surubim 600,93 191,7
pacu 305,86 96,0

3.2.1.3 Monitoramento da eficiéncia do método de extracéo de lipideos totais

Cerca de 50 mg de lipideos totais liofilizados de cada espécie de peixe em estudo,
além do lipideo total do peixe tucunaré, que foi usado como teste foram eluidas em cartucho
de Extracdo em Fase Sdlida (EFS) a fim de separar o EMAG dos demais constituintes do
extrato para verificacdo de recuperacdo do padrdo, durante o processo de extracdo de lipideos
totais.

Para o procedimento utilizando EFS, um cartucho de vidro de com diametro 0,9 cm,
foi empacotado a seco com cerca de 2 cm de silica flash, com auxilio de ar comprimido, e 1
cm de sulfato de sodio foi colocado no topo do cartucho. As amostras foram eluidas com 20
mL de uma mistura dos solventes hexano:acetato de etila na propor¢édo 99,7:0,3 (solvente grau
HPLC), coletando-se em bal&o de fundo redondo de 50 mL. Cada amostra foi concentrada em
rotaevaporador, mantida sob vacuo em dessecador com secante sulfato de sédio e ainda seco
sob nitrogénio para determinacdo de massa.

Cada amostra resultante obteve seu perfil cromatogréfico realizado por CCD (sistema
cloroférmio:metanol:agua 75:22:3 e revelador sulfato clprico 10% em &cido fosférico 8%
aquoso) e depois de preparadas, por diluicdo, solucdo na concentracdo de 1 mg/mL em
hexano, foram analisados por CG-DIC. O método do CG-DIC usado, consistia de uso do gas
de arraste hélio com fluxo de 1m L/min, modo de injecdo split 2:1 & 250°C, com temperatura
do forno comecando em 200°C, mantendo nessa temperatura por 10 min, subindo numa
rampa de 6°C/min até 260°C e mantendo-se nessa ultima temperatura por 5 min, a fase

estacionaria utilizada foi uma coluna HP 5, a temperatura do detector utilizada foi de 270°C.
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Utilizando o mesmo método no CG-DIC uma curva analitica com o padrdo comercial
de EMAG C 19:0 foi feita com 7 concentracgdes diferentes em dois dias consecutivos, para o
uso do método de quantificacdo por padrdo interno, onde através da regressdo linear da
equacdo linear (y = ax + b; onde y ¢ a area do pico, x € a concentracdo em mg/mL) gerada
pela curva da média, calculou-se as concentracdes reais das amostras, as quais deveriam ser
na concentracdo de 1 mg/mL, j& que as amostras foram preparadas nessa concentracdo e
como houve uma filtracdo somente do analito este deve estar em sua totalidade inicial

equivalente ao peso encontrado de lipideos totais.

3.2.2 Separagdo em classes e de seus componentes

Procurando-se um método para separacdo dos lipideos em classes, que reduzisse o
tempo do processo, bem como a quantidade de solvente e de amostra utilizados, e seguindo
ainda o conceito da metodologia descrita por Johnston e colaboradores (1983), em que se
obtém suas diferentes classes (lipideos neutros, glicolipideos e fosfolipideos) através do
fracionamento em coluna aberta dos extratos de lipideos totais, por ordem de polaridade,

desenvolveu-se uma metodologia de extracdo em fase solida (EFS).

3.2.2.1 Desenvolvimento de metodologia para separacao de classes de lipideos
Inicialmente foi feita uma comparacdo entre o método descrito por Johnston e
colaboradores (1983) e um sistema utilizando EFS, a partir de lipideos totais extraidos de
sardinha-comprida (Triportheus elongatus Gxunther, 1864). Separando os lipideos totais em
neutros e polares pelo método de Johnston (1983), cerca de 20 g de silica gel (63-200 um),
previamente ativada por 2 h a 80°C em estufa de circulacdo de ar, foram empacotadas em
suspensdo com cloroférmio em uma coluna cromatogréafica de vidro com 1,6 cm de diametro,
correspondendo a altura de silica contida na coluna de 22 cm. Uma fase de 1 cm de altura, da
coluna, do sal secante sulfato de sdédio foi colocada no topo da silica empacotada e cerca de 1
g de amostra de lipideos totais foi adicionada solubilizada em 1 mL de cloroférmio, com
auxilio de uma pipeta de Pasteur. Logo depois de o sulfato de sodio ter adsorvido a amostra,
400 mL do solvente cloroférmio foi adicionado aos poucos, seguido de 400 mL de acetona, e
este seguido de 400 mL de metanol; sendo cada solvente representante de uma fracao, as
quais foram concentradas em rotaevaporador, transferidas para frascos menores e secas sob
nitrogénio gasoso, correspondendo a lipideos neutros, glicolipideos e fosfolipideos

respectivas a ordem de eluicdo dos solventes.
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Para a extracdo por fase sdlida (EFS) foi empacotado a seco 2 cm do cartucho de
vidro, que mede 0,9 cm de didmetro, com silica flash, e adicionando no topo da silica 1 cm de
sulfato de sddio, adaptadou-se no EFS e cerca de 500 mg dos lipideos totais de sardinha
solubilizados em 0,5 mL de cloroformio foram eluidos com 20 mL de cada solvente,
cloroférmio, acetona e metanol, nessa sequéncia, coletando-se fracGes de 10 em 10 mL.
Quando secas as fracdes, foram determinados seus pesos e feito o perfil cromatogréfico por
CCD (sistema cloroférmio:metanol:dgua 75:22:3 e revelador sulfato ciprico 10% em acido
fosforico 8% aquoso). Ainda usando EFS, outros experimentos foram realizados, em um
verificou-se a substituicdo do solvente cloroférmio por solventes ndo-organoclorados: o éter
dietilico e o metiltertbutiléter, em outro foi feita uma comparacdo do uso do metanol e etanol
com agua como ultimo sistema no processode eluicdo, e em um ultimo testou-se a
modificacdo da estrutura do cartucho de EFS, usando um com 1,3 cm de diametro e

empacotando a seco 1,20 cm de altura a silica flash.



Tabela 5. Condigdes testadas para desenvolvimento do método de separacdo de classes de lipideos.
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Método Johnston EFS1 EFS 2 EFS 3 EFS 4 EFS5 EFS 6 EFS 7 EFS 8
peixe Sardinha sardinha sardinha sardinha sardinha tucunaré Tucunaré tucunaré sardinha
L.T.(9) 1 0,4993 0,5006 0,4996 0,5015 0,503 0,5008 0,5000 0,5002
1°sistema CHCl3 CHCl3 CHCl; éter dietilico MTBE MTBE MTBE MTBE MTBE
vol(ml) 400,0 20,0 20,0 20,0 20,0 40,0 40,0 40,0 40,0
2°sistema Acetona acetona acetona - - acetona Acetona acetona acetona
vol(ml) 400,0 20,0 20,0 - - 40,0 40,0 40,0 40,0
3°sistema MeOH MeOH MeOH - - Me?sf'é;'zo Etcz;;'?zo Etczgzzl;zo EtC();:ZI;IZO
vol(ml) 400,0 20,0 20,0 - - 40,0 40,0 40,0 40,0
h silica (cm) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,2 1,2
di (cm) 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 1,3 1,3
padréo int . . . . . 32,0 32,0 32,0 .

(mg/100g)
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3.2.2.2 Separacdo de classes de lipideos dos peixes em estudo

De cada espécie de peixe cerca de 500 mg de lipideos totais lifiolizados, conforme
tabela 6, foram separados, por classe usando sistema de EFS sob vacuo seguindo a
metodologia desenvolvida no item anterior. O método consistiu de usar um cartucho de 1,3
cm de didmetro, com 1,2 cm de altura de silica flash, adicionando no topo da silica 1 cm de
sulfato de sddio, aplicando-se cada amostra solubilizada em 1 mL de MTBE e eluir com 50
mL de cada sistema de eluicdo, MTBE 100%, acetona 100% e etanol:dgua 8:2, nessa
sequéncia, coletando-se fragcdes de 50 em 50 mL, e quando secas foram determinados seus
pesos e perfil por CCD (sistema cloroférmio:metanol:agua 75:22:3 e revelador sulfato clprico

10% em é&cido fosfdrico 8% aquoso).

Tabela 6. Peso de lipideos totais de cada peixe utilizado para a separacdo de classes de

lipideos.
Peixe L.T.(mg)
curimatd 499,80
pescada 500,20
sardinha 472,60
jaraqui 499,30
surubim 480,50
pacu 500,30

3.2.3 Extragdo de lipideos insaponificaveis

A fim de se separar uma fracdo rica em esterides e tocoferdis (lipideos
insaponificaveis) e analisa-los qualitativamente e quantitativamente, os lipideos neutros foram
submetidos ao procedimento de saponificacdo segundo método de Azevedo-Meleiro e

colaboradores (2004) em duplicata, extraindo os lipideos insaponificaveis.

3.2.3.1 Verificacdo do método de extracdo de insaponificaveis

Com o objetivo de se testar inicialmente o procedimento de extracdo de
insaponificaveis em 6leo de peixe, cerca de 200 mg de lipideos neutros de sardinha foram
submetidas ao procedimento de saponificagéo.

A amostra de lipideo neutro de sardinha foi adicionado 4 mL de solugdo de hexano
com 0,1% butil hidroxi tolueno - BHT e 4 mL de solucdo de hidroxido de potéssio 10 %
(KOH) metanolico em baldo de fundo redondo em agitacdo por 16 h no escuro & temperatura

ambiente, e em ambiente de nitrogénio gasoso. Obtida uma fase hexanica e outra metandlica,
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estas foram separadas e a fase hexanica foi lavada cerca de 3 vezes com agua milli-Q na
proporcdo 1:1 (v/v), até completa remocdo do excesso de KOH, o que foi comprovado com o
indicador fenolftaleina. A seguir, a fracdo hexanica foi concentrada em rotaevaporador a
40°C, séca na presenca de gas nitrogénio para determinacdo do peso e monitorada por CCD
(hexano:acetato 80:20 e revelador anisaldeido) para verificagdo da presencga de tocoferois e

esterdides por comparagdo com padrdes comerciais (colesterol ¢ a-tocoferol).

3.2.3.2 Extracao de lipideos insaponificaveis dos peixes em estudo

Durante esse procedimento foi feita a adicdo de 0,1 mg do padrdo comercial do
esteroide B-sitosterol em cada amostra de lipideo neutro de peixe a fim de se determinar a
eficiéncia da extracdo de insaponificaveis, procedimento discriminado no préximo item, o
item 3.2.3.3.

O procedimento para extracdo dos lipideos insaponificaveis a partir da fracdo dos
lipideos neutros dos peixes em estudo foi realizado conforme testado no item 3.2.3.1, onde a
reacao de saponificacdo considerou a relacdo 1 g de amostra para 20 mL de reagente e 20 mL
de solvente, descriminado na tabela 7. Depois que a fase hexanica foi separada da metanolica
e lavada com agua milli-Q, até completa remoc¢do do excesso de KOH, esta foi concentrada
em rotaevaporador, seca na presenca de gas nitrogénio para determinacdo do peso,
monitorada por CCD (hexano:acetato 80:20 e revelador anisaldeido) e reservada para reacao

de sililacdo.

Tabela 7. Relagdo de reagentes, solvente e amostra de lipideos neutros (L.N.) na reagdo de
saponificacdo para os peixes em estudo.

Saponificacao
Peixe |L.N.(mg) Reagente (mL) Solvente (mL)

curimatd | 295,6 6,0 6.0
pescada | 301,0 6,0 6,0
sardinha | 250,8 6,0 6,0
jaraqui | 298,8 6,0 6,0

surubim | 236,8 6,0 6,0
6,0 6,0

pacu 295,3
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3.2.3.3 Monitoramento da eficiéncia do método de extracéo de lipideos insaponificaveis
No experimento do item 3.2.3.2, usando uma pipeta automatica, 100 pL de uma
solugdo do padrdo B-sitosterol em hexano na concentracdo de 1 mg/mL foi adicionado as
amostras de peixes. Esse padrdo foi quantificado para verificar a recuperacdo total do que foi
adicionado inicialmente, ou seja, a concentracdo de 0,1 mg/mL, através da anélise quantitativa
das amostras sililadas na concentracdo de 1 mg/mL por CG-DIC (3.2.5.3) em método de
analise desenvolvido no item 3.2.5.1. E calculando a eficiéncia do método em porcentagem
da razdo entre a concentracdo real e a esperada em uma amostra de 1 mg/mL, através da
regressdo linear da equacdo linear (y = ax + b; onde y ¢ a area do pico, X é a concentracdo em
mg/mL) resultante de uma curva analitica com o padrdo esteroide p-sitosterol em solucéo.

3.2.4 Preparacdo de amostras para analise de esteroides

3.2.4.1 Verificagcdo do método de reacdo de sililagcdo

A fracdo hexanica extraida do tratamento resultante da reacdao de saponificacdo dos
lipideos neutros de sardinha, bem como padrGes comerciais de colesterol (esterdide) e de a-
tocoferol (tocol), foi reagido segundo metodologia descrita por Bowden et al. (2009), onde
em um frasco de 2 mL cerca de 10 mg da fracdo hexanica foram adicionados 200 pL de
reagente derivatizante, sendo 100 pL de BSTFA+TMCS (99:1) e 100 pL de piridina e
mantido por 30 min na lavadora ultra-sénica a 80°C. Ao término depois de verificado a
conversdo por CCD (hexano:acetato 80:20 e revelador anisaldeido), uma solucéo de 1 mg/mL
a partir da mistura resultante foi realizada para identificacdo dos esterdides através de analise
no CG-EM.

3.2.4.2 Aplicacdo do método de reacdo de sililacdo nos peixes em estudo

Para todas as amostras de lipideos insaponificaveis foi realizada a reagdo de sililagdo
segundo metodologia descrita por Bowden et al. (2009), conforme descrito acima no item
3.2.4.1. E ao término comparou-se a conversdo das amostras por CCD (hexano:acetato 80:20

e revelador anisaldeido) com padrbes comerciais de esteroides.
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3.2.5 Andlise de esteroides por cromatografia gasosa

3.25.1 Otimizacdo da metodologia de analise de lipideos insaponificaveis por
cromatografia gasosa (CG-DIC e CG-EM)

O processo de otimizagéo foi feito usando tanto o CG-DIC quanto o CG-EM, sendo
inicialmente utilizado o CG-DIC configurado com uma coluna cromatografica apolar HP-5,
gas de arraste helio, injetor no modo split 10:1 a 250°C, volume de injecdo de 1uL, detector
na temperatura de 300°C com fluxo de H2 30 mL/min, de ar sintético 300 mL/min e de N de
25 mL/min. Posteriormente, utilizou-se 0 CG-EM, a fim de confirmar a possibilidade de
identificacdo de componentes em regides mal resolvidas e assim buscar um aprimoramento do
método, com coluna apolar ZB-5 e linha de transferéncia e fonte de ions na temperatura de
275°C e 250°C, respectivamente.

O desenvolvimento de um método de separagdo foi feito a partir de uma mistura de
padrGes comerciais disponiveis de esterdides e tocoferdis, alterando os pardmetros de
temperatura do forno do aparelho, bem como o fluxo do gas de arraste (tabela 8), a fim se
obter boa separacdo dos contituintes da mistura. Os padrdes usados foram: colesterol,
ergoesterol, estigmasterol, B-sitosterol e a-tocoferol.

A identificacdo inequivoca de cada esterdide e tocoferol, foi feita pela analise e
comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes e dos espectros de massas com as bibliotecas

disponiveis (Wiley e Adams).



Fluxo

Tabela 8. Otimizacéo do método de andlise de lipideos insaponificaveis.

Tempo total
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Método Coluna (mL/min) Rampas do forno (min) Detector
o . . O frein at4 DEAO . O i a4 A0
Hidalgo 7b-5 0.6 120°C, mantendo por_2 min, subindo 15°C/min até 250°C, subindo 5°C/min até 300°C 30,66 EM
e mantendo por 10 min
ColToc 1 7b-5 10 120°C, mantendo por 2 min, subindo 15 °C/min até 250°C, subindo 3°C/min até 32.32 EM
300°C e mantendo por 5 min
ColToc_4 Zb-5 10 120°C, mantendo por 2 min, subindo 15°C/min até 250°C, subindo 5°C/min até 28.66 EM
' 280°C, mantendo por 5 min, subindo 10°C/min até 300°C, mantendo por 5 min. '
ColToc 6 7b-5 10 120°C, mantendo por 2 min, subindo 15°C/min até 250°C, subindo 3°C/min até 28.32 EM
' 270°C, mantendo por 8 min, subindo 10°C/min até 300°C ’
ColToc_11 7b-5 10 120°C, mantendo por 2 min, subindo 15°C/min até 250°C, subindo 2°C/min até 24 66 EM
' 260°C, mantendo por 5 min, subindo 10°C/min até 300°C ’
ColToc 23 i 120°C, mantendo por 2 min, subindo 15°C/min até 250°C, mantendo por 30 min,
Zb-5 10 subindo 5°C/min até 300°C. 50,66 EM
o . . O /it o .
Silil_1l HP-5 21 120°C, mantendo por 2 min, subindo 15°C/min até 240°C, mantendo por 45 min, 70,00 DIC

subindo 5°C/min até 300°C e mantendo por 3 min
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3.2.5.2 Andlise qualitativa de esteroides dos peixes em estudo por CG-EM

As amostras de esteroides sililados dos peixes em estudo foram analisadas
qualitativamente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em método
desenvolvido na secdo 3.2.5.1. A identificacdo inequivoca dos esteroides das amostras de
lipideos insaponificaveis dos peixes foi feita pela comparacdo dos seus espectros de massas
com as bibliotecas disponiveis (Wiley e Adams).

3.2.5.3 Andlise quantitativa de esterdides dos peixes em estudo por CG-DIC

A quantificacdo dos esterdides presentes em cada amostra de lipideos insaponificaveis
de peixes foi realizada por meio da técnica de CG-DIC, empregando o método de
normalizacdo de area, utilizando o padrao interno B-sitosterol para as amostras (3.2.3.2). A
quantificacdo por padrdo interno consiste na constru¢do de uma curva analitica, a partir de
solugdes-padrdo com concentracfes conhecidas de um analito que ndo contenha na matriz de
analise; que no caso neste trabalho as curvas analiticas foram construidas baseadas em
solucdes-padrdo de p-sitosterol, nas concentragbes na faixa de 0,00625-0,05 mg/mL (4
pontos). E a equacdo linear (y = ax + b; onde y é a area do pico, x é a concentracdo em
mg/mL) gerada pela curvas, proporcionou calcular pela regresséo linear as concentragdes dos

esterdides nas amostras.

3.2.6 Preparacdo de amostra para analise da cadeia graxa

Cada amostra obtida foi analisada na descricdo dos acidos graxos residuais pela
conversdo das diferentes amostras de lipideos em seus respectivos ésteres metilicos e
posterior analise por CG-DIC e CG-EM. Para tal foi necessario otimizar a metodologia de
derivatizacdo ja desenvolvida por Barbosa e colaboradores (2009), onde se realizou uma
reacdo de transesterificacdo/saponificacdo utilizando como catalisador o metilato de sodio

(anidro) em metanol, em baixa concentracdo, seguido da esterificagdo com BFz/MeOH.

3.2.6.1 Otimizacdo da metodologia de derivatizacdo de &cidos graxos em seus ésteres
metilicos

Foi feito inicialmente dois experimentos, reproduzindo o método de Barbosa et al.
(2009) e testando outro reagente como esterificante o cloreto de amonia em &cido sulfurico ao
invés de trifluoreto de boro, usando amostras de lipideos neutros (fracdo MTBE),
glicolipideos (fracdo acetona) e fosfolipideos (fracdo EtOH:&4gua) de peixe. Onde o

esterificante a base de cloreto de amdnia foi preparado da seguinte forma: pesando-se cerca de
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10 g de NH4ClI e adicionando 300 mL de MeOH, seguida da adi¢do em pequenas porcdes de
15 mL de &cido sulfarico concentrado com eventual agitacéo.

E depois varias condicdes foram testadas, dispostas resumidamente na tabela 9 e
tabela 10, partindo do experimento inicial descrito acima, avaliando-se diferentes
concentracdes do catalisador na etapa de transesterificagdo (experimento I-X), bem como a
adicdo de alcool em etapas (experimento VII -X), a inversdo das etapas normalmente usadas
para primeiro a etapa de esterificacdo e posteriormente a de transesterificacdo (experimento
X1 — XIV), e ainda a substituicdo do alcool por um solvente aprotico (experimento XVII —
XVIII). Buscando o procedimento que fosse mais favoravel para a conversdo dos acidos
graxos contidos nas amostras em seus respectivos ésteres metilicos.

Uma observacdo importante deve ser feita em relacdo ao experimento IV, o catalisador
basico foi neutralizo com 4 mL de &cido acético, controlando o pH da mistura ao valor de 2
com papel indicador universal de pH. E ainda, ap6s cada reacao foi empregado um tratamento
para extragédo da fase organica, onde cerca de 3 mL de hexano foi colocado no tubo de ensaio
e agitado vigorosamente, em seguida 3 mL de solucdo saturada (15%) aquosa de cloreto de
sodio foi adicionado e também agitado. Depois a fase hexanica (organica) foi separada da
hidroalcodlica e transferida para um frasco, seca sob nitrogénio gasoso, e monitorada por
CCD (hexano:éter dietilico: &cido acético 80:15:4, revelador &cido fosfomolibdico 20%
etilico) usando padrdes comerciais de éster metilico do acido nonandecandico, triestearina,
acido  estedrico,  DL-o-fosfatidilcolina  dipalmitoil,  monopalmitolglicerideo e
dipalmitolglicerideo para verificacdo do sucesso ou ndo de conversdo apos reacdo, A fase
organica foi solubilizada em 0,5 mL de hexano e tratada em extrator por fase sélida (EFS)
usando cartucho de 0,9 cm de didmetro contendo 2 cm de altura de silica flash fase normal e
0,5 cm de altura de sulfato de s6dio no topo, eluindo-se com 20 mL do sistema de eluicdo
hexano:acetato de etila 98:2, coletando em bal&o de fundo redondo de 50 mL, concentrando
em rotaevaporador, transferindo para frasco, seco sob nitrogénio e monitorado por CCD
(hexano:éter dietilico: acido acético 80:15:4, revelador acido fosfomolibdico 20% etilico); a
fim de se obter somente os ésteres metilicos para a analise no cromatografo gasoso e impedir

problemas de impureza em contato com a fase estacionaria do CG.
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Tabela 9. As primeiras oito condicOGes testadas para otimizacdo do método de derivatizacdo para analise de cadeia graxa por CG.

Método Barbosa et al. 2009 Exp. | Exp. Il Exp. I Exp. IV Exp. VI Exp. VII Exp. VIII Exp. IX Exp. X
amostra (classe) L.N., Glico., Fosf. L.N., Glico., Fosf. L.N., Glico., Fosfo. L.N. L.N. L'N[':’OC;!?CO" L.N. L.N. L.N. L.N.
quantidade (mg) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

12 reacgéo transest. transest. transest. transest. transest. transest. transest. transest. transest. transest.

catalisador CH3O'Na* CH3O'Na* CH3O'Na* CHsO'Na* CHsO'Na* CHsONa" CHs;ONa" CHs:ONa* CHsONa* CHs;ONa*
concentracéo 0,24 M 0,24 M 538 M 0,35 M 0,35 M 0,35 M 0,35 M 0,23 M 0,35 M 0,69 M
via metilica metilica metilica metilica metilica metilica metilica metilica metilica metilica
volume 4 mL 4 mL 2mL 2mL 2mL 2mL ImL+imL 1ImL+2mL 1ImL+ImL 1mL+1mL
tempo (min) 15 15 30 30 30 30 30 30 30 15
agitacao ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom  ultrassom  ultrassom ultrassom
temperatura (°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
2% reacdo esterif. esterif. esterif. esterif. neutraliz. esterif. esterif. esterif. esterif. esterif.
catalisador BF3 NH4Cl- H2SO4 BF3 NH4CI- H,SO,  &c. Acético BF3 BF3 BF; ’?I_:jé‘g: BF;
concentracéo 1M 0,63 M 1M 0,63 M - 1M 1M 1M 0,63 M 1M
via metilica metilica metilica metilica - metilica metilica metilica metilica metilica
volume SmL 5mL 5mL 5mL - SmL SmL 5mL 5mL 5mL
tempo (min) 15 15 30 30 - 30 30 30 30 15
agitacao ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom - ultrassom ultrassom  ultrassom  ultrassom ultrassom
temperatura (°C) 50 50 50 50 - 50 50 50 50 50



Tabela 10. As demais condicdes testadas para otimizacdo do metodo de derivatizacdo para analise de cadeia graxa por CG.
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Método Exp. XI Exp. X111 exp. XIV exp. XV exp. XVI exp. XVII exp. XVIII exp. XIX exp. XX
amostra L.N. L.N. L.N. L.N. L.N. L.N. L.N. L.N.PI L'Nﬁocs;f”co"
quant. (mg) 50 50 50 50 50 50 50 50 50
12 reagéo transest. esterif. esterif. transest. transest. transest. transest. transest. transest.
catalisador CH3O'Na* BF3 novo BF3 novo CH3O'Na* CH3O'Na* CH3O'Na* CH3O'Na* CH3O'Na* CHs;O'Na*
concentracgao 0,46 M 1M 1M 1,19 M 1,04 M 1,04 M 0,69 M 0,69 M 0,69 M
via metilica metilica metilica metilica Metilica DMSO DMSO+MeOH metilica metilica
volume 2mL+1mL 7mL 5mL ImL+1mL 2mL 2mL ImL+1mL 2mL 2mL
tempo (min) 25 45 30 40 30 30 30 30 30
agitacdo ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom Ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom
Temp. (°C) 40 40 50 50 50 50 50 80 50
2% reacdo esterif. - transest. esterif. esterif. esterif. esterif. esterif. esterif.
catalisador BFs - metoxido BFs BFs BFs BFs BF; BFs
concentracéo 1M - 0,69 M 1M 1M 1M 1M 1M 1M
via metilica - metilica metilica Metilica metilica metilica metilica metilica
volume 5mL - 2mL 5mL 5mL SmL 5mL 5mL 5mL
tempo (min) 15 - 30 30 30 30 30 30 30
agitacdo ultrassom - ultrassom ultrassom Ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom
Temp.(°C) 50 - 50 50 50 50 50 80 50
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3.2.6.2 Aplicacao do método otimizado nos lipideos dos peixes em estudo

Cerca de 50 mg de cada classe de lipideo representada pelas fragdes obtidas de cada
peixe na etapa de separacao de lipideos por polaridade foram colocadas em tubos de ensaio de
capacidade de 15 mL, confome tabela 11, para realizar a derivatizacdo para analise da cadeia
graxa por cromatografia gasosa. A estas amostras foram adicionados 2 mL de solugdo de
metdxido de sodio metandlica 0,69 M a 50°C no ultrassom por 30 min, depois adicionou-se
ao tubo de ensaio 5 mL de solucéo de trifluoreto de boro metandlica 14% que equivale a 1 M
e foram mantidas no ultrassom por mais 30 min a 50°C e ao término sofreram tratamento pos-

reacional.

Tabela 11. Quantidade de massa usada por cada amostra para a reacdo de derivatizacdo para

analise da cadeia graxa por cromatografia gasosa.

Peixe m para derivatizacdo 1 (mg) m para derivatizacdo 2 (mg)
Lip. Neutros Glicolip. Fosfolip. Lip. Neutros Glicolip. Fosfolip.

curimata 55,1 4,0 10,8 49,5 40,4 17,3
pescada 49,6 3,7 6,8 50,2 0,0 12,5
sardinha 47,1 3,5 50,0 51,6 13 50,0
jaraqui 54,5 3,3 13,7 49,9 0,0 21,3
surubim 59,5 9,4 50,0 49,5 0,5 50,0

pacu 53,0 6,1 4.8 50,0 0,0 33

No tratamento pds-reacional houve a extracdo da fase organica, onde cerca de 4 mL de
hexano foi colocado no tubo de ensaio e agitado vigorosamente, em seguida 4 mL de solugéo
saturada (15%) aquosa de cloreto de sédio foi adicionado e também agitado. Depois a fase
hexanica (organica) foi separada da hidroalcoodlica e transferida para um frasco, seca sob
nitrogénio gasoso, e ainda monitorada por CCD (hexano:éter dietilico: acido acético 80:15:4,
revelador acido fosfomolibdico 20% etilico) usando padrdes comerciais (éster metilico do
acido nonandecandico, triestearina, &cido estedrico, DL-o-fosfatidilcolina dipalmitoil,
monopalmitolglicerideo e dipalmitolglicerideo) para verificacdo do sucesso ou ndo de

conversdo apos reacao; e ainda esta fase organica tratada em EFS conforme item 3.2.6.1.
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3.2.6.3 Monitoramento da eficiéncia das etapas envolvidas para analise dos lipideos
neutros

O padréo interno (EMAG C19:0) adicionado em todos 0s peixes durante o processo de
extracao de seus respectivos lipideos totais, item 3.2.1.2, a fim de se verificar a recuperagéo
total ao término de todas as etapas envolvidas na analise da cadeia graxa, sofreu analise
quantitativa nos lipideos neutros esterificados dos peixes, item 3.2.7.3, apds analise por CG-

DIC em método desenvolvido no item 3.2.7.1.

3.2.7 Anédlise da composicdo da cadeia graxa por cromatografia gasosa

A andlise quantitativa e qualitativa da composicdo da cadeia graxa foi realizada pela
separacdo dos constituintes de cada amostra e suas respectivas deteccdes por cromatografia
gasosa e detectores de ionizacdo de chamas e de espectro de massas. Para tal separacdo

buscou-se fazer a otimizacdo do método de Barbosa e colaboradores (2009).

3.2.7.1 Otimizacédo da metodologia da analise de cadeia graxa por cromatografia gasosa
(CG-DIC e CG-EM)

O processo de otimizacdo foi feito usando tanto o CG-DIC quanto o CG-EM.
Inicialmente utilizou-se o CG-DIC configurado no modo dual, isto é, com duas colunas
cromatograficas em paralelo, uma polar (HP INNOWAX-20) e outra apolar (HP-5) de
idénticas dimensdes (30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e espessura do
filme de 0,25 um), que permite a andlise simultdnea de uma mistura em duas fases
estacionaria diferentes, permitindo a identificagdo com maior precisdo dos ésteres metilicos. E
posteriormente configurado com uma coluna cromatografica polar especifica para acidos
graxos (zebron ZB-FFAP), de 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
espessura do filme de 0,25 um. O gas de arraste usado foi o hélio, o injetor foi usado no modo
split 10:1 e temperatura 250°C, o volume de injecdo foi de 1 pL, detector DIC na temperatura
de 270°C com fluxo de H2 30 mL/min, de ar sintético 300 mL/min e de N2 de 25 mL/min. O
CG-EM usado, com linha de transferéncia e fonte de ions na temperatura de 275°C e 250°C,
respectivamente, foi configurado com coluna polar de 60 m (zebron ZB-FFAP), e seu uso se
deve ao fato de confirmar a possibilidade de identificacdo dos componentes em regiées mal
resolvidas e assim buscar um aprimoramento do método.

O desenvolvimento de um método de separacdo foi feita a partir de uma mistura de
padrdes comerciais disponiveis de ésteres metilicos de acidos graxos (tabela 12), com uma

quantidade maior dos dois ultimos componentes da separacdo para marcacdo do término da



42

andlise, alterando os pardmetros de temperatura do forno do aparelho, bem como o fluxo do

gés de arraste e coluna (diferentes didmetros, comprimentos e fase estacionéria) usando modo

dual ou simples (tabela 13).

Tabela 12. Padrdes comerciais disponiveis de esteres metilicos de acidos graxos.

Nome usual Nome oficial (acido) Féormula Familia
1 valérico pentandico C5:0 -
2 caproico hexandico C6:0 -
3 - heptandico C7:0 -
4 - octandico C8:0 -
S - nonandico C9:0 -
6 caprico decandico C 10:0 -
7 - undecanoico C11:0 -
8 - cis-10 -undecendico C1l:1cis 10
9 latirico dodecandico C12:0 -
10 - tridecan6ico C13:0 -
11 miristico tetradecandico C 14:0 -
12 miristoléico cis-9- tetradecendico C 14:1cis-9 -5
13 - pentadecandico C15:0 -
14 palmitico hexadecanoico C 16:0 -
15 palmitoléico cis-9 -hexadecendico C 16:1cis -9 o-7
16 palmitoléico trans -9 -hexadecenoico C 16:1 trans-9 o -7
17 - heptadecandico C17:0 -
18 estearico octadecandico C 18:.0 -
19 petroselinico cis-6-octadecendico C18:1cis-6 o-12
20 cis- vaccénico cis- 11- octadecenoico C18:1cis-11 o-7
21 oléico cis- 9- octadecendico C18:1cis-9 ©-9
22 vat(r:igfli_co trans- 11 -octadecendico C 18:1 trans-11 -7
23 elaidico trans-9-octadecentico C 18: 1 trans-9 ©-9
24 - cis — 12-octadecendico C 18: 1 cis-12 o -6
25 - C 18:2 conj.
26 linolelaidico trans- 9,12 -octadecadiendico C 18:2 trans —9,12 o -6
27 linoléico cis- 9,12- octadecadiendico C 18:2 cis- 9,12 o -6
28 y-linolénico cis- 9,12,15-octadecatrien6ico C 18:3cis-9,12,15 ©-3
29 o-linolénico cis-6,9,12- octadecatriendico C 18:3 cis- 6,9,12 o -6
30 - cis-6,9,12,15-octadecatetraendico C 18: 4 cis-6,9,12,15 o-3
31 - nonadecandico C19:0 -
32 araquidico eicosanoico C 20:0 -
33 - cis-5-eicosendico C20:1cis-5 o-15
34 - cis-11-eicosendico C20:1cis-11 ©-9
35 - cis — 8- eicosendico C20:1cis-8 o-12
36 - cis-13-eicosendico C20:1cis 13 -7

®-6
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cis —11,14 -eicosendico

C20:2cis 11,14



Continuacao da tabela 12

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51

araquidoénico
EPA
behénico
erdcico

nervonico

cis- 8,11,14 -eicosatrienoico
cis- 11,14,17- eicosatriendico
cis-5,8,11,14-eicosatetraendico
cis -5,8,11,14,17-eicosapentaendico

uncosandico
docosandico
cis-13-docosendico

cis- 13,16 docosadienoico
cis-13,16,19- docosatriendico
cis- 7,10,13,16 —docosatetraendico

cis-4,7,10,13,16,19docosahexaendico

tricosandico
tetracosandico
cis -15-tetracoseindico

C 20:3 cis- 8,11,14
C 20:3 cis- 11,14,17
C 20:4 cis-5,8,11,14
C 20:5 cis-5,8,11,14,17
C21.0
C22:0
C22:1cis-13
C22:2 cis-13,16
C 22: 3 cis-13,16,19
C 22:4 cis-7,10,13,16
C 22: 6 cis-
4,7,10,13,16,19
C23:0
C24:.0
C 24:1 cis-15
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A identificacdo inequivoca dos ésteres metilicos de acidos graxos da mistura foi feita

pela comparacdo com os tempos de retencdo da mitura de padrdes e pela comparacdo dos

espectros de massas com as bibliotecas disponiveis (Wiley e Adams) quando usado o CG-

EM.



Tabela 13. Otimizagdo do método de analise de acidos graxos.

Fluxo
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Método Coluna (mL/min) Rampas do forno Detector
1 Barbosa et dual 28 107°C, subindo 7°C/min até 149°C e mantendo-se nessa temperatura (isoterma) por 54 min , em seguida subindo DIC
al., 2009 ' 6 °C/min até 260°C, e mantendo-se nessa temperatura por 1,50 min

2 BB2 dual 2,8 102°C, subindo 7°C/min até 150°C, mantendo por 30 min, subindo 5°C/min até 260°C e mantendo por 15 min DIC

3 BB3 dual 1,6 110°C subindo 7°C/min até 150°C mantendo por 20 min aumentando 3°C/min até 260°C e matendo por 10 min DIC

4 BB4 dual 1,6 110°C subindo 7°C/min até 150°C mantendo por 8 min aumentando 2°C/min até 260°C e matendo por 5 min DIC

5 BB5 dual 2,8 110°C subindo 7°C/min até 150°C mantendo por 5 min aumentando 1°C/min até 260°C e matendo por 1 min DIC

6 BBS dual 28 110°C subindo 7°C/min até 150°C mantendo por 4,29 min aumentando 5°C/min até 200°C e matendo por 10 min, DIC
' aumentando 5°C/ min até 250°C

7 110°C subindo 7°C/min até 150°C aumentando 6°C/min até 185°C e matendo por 5 min, aumentando 5°C/min até

BB9 dual 2,8 25000 DIC

8 BB11 dual 14 110°C subindo 7°C/min até 150°C aumentando 6°C/min até 185°C e matendo por 10 min, aumentando 6°C/min EM
' até 250°C e mantendo por 5 min

9 BB3? dual 14 50°C mantendo por 1,5 min, subindo 20 °C/min até 175°C, mantendo por 10 min, aumentando 20°C/min até EM
' 190°C, aumentando 5°C até 250°C e mantendo por 5 min

10 MIX 3 ZBFFAP 2,2 200°C subindo 2°C/min até 260°C, mantendo por 10 min DIC

1 MIX 16 ZBFFAP 2.2 150°C, subindo 7°C/min até 200°C, mantendo por 10 min, aumentando 4°C/min até 260°C, e mantendo por 5 min DIC

12 MIX 18 ZBFFAP 2.2 150°C, subindo 8°C/min até 240°C, mantendo por 10 min, aumentando 4°C/min até 260°C, e mantendo por 2 min DIC

13 MIX 20 ZBFFAP 2.2 150°C, subindo 20°C/min até 240°C, mantendo por 8 min, aumentando 4°C/min até 260°C DIC

14 MIX 22 ZBFFAP 2.2 150°C, subindo 20°C/min até 230°C, mantendo por 10 min, aumentando 4°C/min até 260°C DIC

5 MIX 24 ZBFFAP 2.2 150°C, subindo 10°C/min até 220°C, mantendo por 10 min, aumentando 4°C/min até 260°C DIC

16 MIX 33 ZBFFAP 2.2 140°C, mantendo por 5 min, subindo 6°C/min até 260°C, mantendo por 5 min DIC

17 MIX 39 ZBFFAP 2.2 140°C, subindo 6°C/min até 220°C, aumentando 1°C/min até 260°C, mantendo nessa temperatura por 5 min DIC

18 MIX 40 ZBFFAP 2.2 160°C, subindo 8°C/min até 220°C, mantendo por 5 min, aumentando 2°C/min até 260°C DIC




Continuacéo da Tabela 13

S - Ty —y > - Ty m—— "
19 MIX 44 ZBEFAP 2,2 160°C, subindo 10 Q/mm até 240°C, mantendo por 10 min, aumentando 2°C/min até 260°C, mantendo nessa DIC
temperatura por 2 min
20 MIX 47 ZBFFAP 2,3 160°C, subindo 8°C/min até 220°C, mantendo por 5 min, aumentando 2°C/min até 260°C DIC
S - Yoy P —— S S PP ———
21 MIX 55 ZBEEAP 23 140°C, subindo 7 °C/min até 190°C, aumentando 2°C/min até 240°C, aumentando 4°C/min até 260°C e mantendo DIC
nessa temperatura por 5 min
22 MIX 64 ZBFFAP 2,3 140°C, subindo 0,5°C/min até 260°C, mantendo por 20 min DIC
0 1 0 1 A 0 0 1 A 0 (o] 1 A 0
23 MIX 71 ZBEFAP 11 140°C, subindo 2 °C/min a_te 170°C, aumentando 1°C/min até 200°C, aumentando 4°C/min até 260°C e mantendo DIC
nessa temperatura por 5 min
0 1 0 1 A 0 1 0 1 A (o] 0 1
24 MIX 82 ZBEFAP 11 14,0 C, subindo 2°C/min até 170°C, mantendo por 5 min, aumentando 1°C/min até 200°C, aumentando 4°C/min DIC
até 260°C e mantendo nessa temperatura por 5 min
S - Yoy — - - Yy — Ty —y
25 MIX 19 -EM | ZBEEAP 15 1400C, subindo 6°C/min até 220°C, mantendo_por 5 min, aumentando 5°C/min até 240, aumentando 5°C/min até EM
260°C e mantendo nessa temperatura por 5 min
0 1 1 (o] 1 A 0 1 0 1 A 0
26 MIX 35 -EM | ZBEEAP 15 120°C, mantendo por 5 min, subindo 8 _C/mln até 200°C, mantendo por 20 min, aumentando 15°C/min até 260°C, EM
e mantendo nessa temperatura por 10 min
0 1 0, 1 A 0 1 (o] 1 A 0
27 MIX 77 -EM | ZBEEAP 15 12_0 C, subindo 10 C/ml_n atg 155°C, mantendo por 15 min, aumentando 5°C/min até 160°C, mantendo por 50 EM
min, aumentando 2°C/min até 260°C, e mantendo por 10 min nessa temperatura.
28 120°C, subindo 10°C/min até 165°C, mantendo por 10 min, aumentando 1°C/min até 165°C, mantendo por 40
MIX 14A ZBFFAP 1,8 min, aumentando 4°C/min até 210°C, mantendo por 4 min , aumentando 2°C/min até 260°C, mantendo por 5 DIC
min
5 - - Yy C— 5 - —
29 MIX 27A ZBEFAP 1,8 165 °C, mantendo por GQ min, subindo 10 °C/min até 230°C, mantendo por 10 min, aumentando 2°C/min até DIC
260°C, mantendo por 5 min
30 1,8 165 °C, mantendo por 60 min, subindo 8°C/min até 190°C, mantendo por 10 min, aumentando 2°C/min até
MIX 30A ZBFFAP 220°C, mantendo por 5 min, aumentando 4°C/min até 260°C DIC
31 MIX 35A ZBFFAP 18 160°C, mantendo por 60 min, subindo 10 °C/min até 200°C, aumentando 0,5°C/min até 260°C DIC
32 MIX 39A ZBFFAP 18 160°C, mantendo por 62 min, subindo 8°C/min até 200°C, mantendo por 10 min, aumentando 1°C/min até 260°C DIC
0 1 1 (o] 1 A 0 1 0 1 A
33 MIX 41A ZBEFAP 1,8 160°C, mantendo por 62 min, subindo 8°C/min até 200°C, mantendo por 10 min, aumentando 10°C/min até DIC
210°C, mantendo por 42 min
0 1 i 0 1 A 0 1 0 1 A
34 MIX 43A ZBEFAP 18 160°C, mantendo por 62 min, subindo 8°C/min até 200°C, mantendo por 10 min, aumentando 10°C/min até DIC
230°C, mantendo por 30 min
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3.2.7.2 Anélise qualitativa da composi¢do da cadeia graxa dos peixes por CG-EM

As amostras de ésteres metilicos de lipideos neutros, glicolipideos e fosfolipideos de
peixes foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em hexano e analisadas
qualitativamente pela separacdo dos constituintes de cada amostra por cromatografia gasosa e
detectadas por espectrometria de massas em método desenvolvido na se¢do 3.2.5.1. A
identificacdo inequivoca dos esteres metilicos de acidos graxos das amostras de lipideos de
peixes foi feita pela comparacdo dos seus espectros de massas com as bibliotecas disponiveis
(Wiley e Adams).

3.2.7.3 Andlise quantitativa da composicédo da cadeia graxa dos peixes por CG-DIC

A quantificacdo dos acidos graxos presentes em cada amostra de lipideos de peixes
analisada foi realizada por meio da técnica de CG-DIC, empregando o método de
normalizacdo de area, utilizando padrdo interno, que consiste na construcdo de uma curva
analitica, a partir de solucGes-padrdo com concentracGes conhecidas de um analito que nédo
contenha na matriz de analise. As curvas analiticas foram construidas baseadas em solugdes-
padrdo de FAME C19:0, nas concentragfes na faixa de 0,0625-0,1 mg/mL (5 pontos), em
analise intradays (tres dias consecutivos). E a equacao linear (y = ax + b; onde y é a area do
pico, X € a concentracdo em mg/mL) gerada pela curvas, possibilitou calcular pela regresséo

linear as concentracdes.

3.8 Determinacédo da qualidade nutricional dos lipideos dos peixes

A qualidade nutricional de cada classe de lipideos foi determinada através dos dados
obtidos do perfil lipidico de cada amostra de peixe, considerando tanto a razdo entre os acidos
graxos poliisaturados e saturados quanto os indices de aterogenicidade (IA) e
trombogenicidade (IT) (Ulbricht e Southgate, 1991). E ainda a razdo entre 0s acidos graxos
hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos-HH (Santos- Silva et al., 2002).

As equac0es referentes aos indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT), e a
razao entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH) se encontram

a sequir:
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IA= [(C 12:0 + (4 x C 14:0) + C 16:0]/( SAGMI + Z06 + Z03) (1)

IT = (C 14:0 + C 16:0 + C 18:0)/[(0,5 X TAGMI) + (0,5 X Twb) + (3 X Tw3) + (Zw3/
Y06)] (2)

HH = (C 18:1n9 + C 18:2n6 + C 20:4n6 + C 18:3n3 + C 20:5n3 + C 22:5n3 + C
22:6n3)/(C 14:0 + C 16:0) 3)

Onde:
> AGMI = somatdrio dos acidos graxos monoinsaturados;
Xm6 = somatdrio dos acidos graxos do tipo 6mega 6;

>®3 = somatorio dos &cidos graxos do tipo dmega 3.
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4, Resultados e Discussao

4.1. Selecdo das espécies e coleta do material bioldgico

A seguir se encontram as fotos referentes aos peixes coletados.

Figura 15. Peixe pacu. Figura 16. Peixe curimata.

Figura 17.
Peixe surubim.

Figura 18.
Peixe pescada.

Os peixes foram identificados comparando-se com a literatura Soares e colaboradores

(2007) e Santos e colaboradores (2009) como sendo jaraqui de escama grossa (Semal
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prochilodus insignis Jardine & Schomburgk, 1841), curimaté (Prochilodus nigricans Agassiz,
1829), pacu-comum ou pacu manteiga (Mylossoma duriventre Cuvier, 1817), sardinha papuda
(Triportheus angulatuss Spix & Agassiz, 1829), pescada branca (Plagioscion squamosissimus

Heckel, 1840) e surubim (Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus, 1766).

4.2 Extracgdo de lipideos totais

4.2.1 Desenvolvimento de metodologia de extracéo de lipideos totais

Observou-se semelhante eficiéncia para os solventes alternativos quando comparados
com o cloroférmio ao se testar a mistura de padrées comerciais com rendimento de 100% de
extracdo. Optou-se por definir a mistura de solventes para a extracdo de lipideos totais como
sendo MTBE:MeOH:agua 4:2:2, pela baixa volatilidade do éter quando comparada com o éter
dietilico e igual eficiéncia.

Quando analisada o procedimento de extracdo usando a matriz bioldgica, observou-se
lipideos totais de massa 2,3929 g, ou seja, um teor extrativo de 2% maior que o encontrado

para esse peixe na literatura (Inhamuns et al., 2009).

4.2.2 Extracao de lipideos totais dos peixes em estudo

Os valores de teor de lipideos totais dos peixes em estudo se encontraram na faixa 0,4
— 3%, sendo os maiores valores apresentados para 0S peixes pacu e curimatd e valores
comuns para 0s demais peixes quando comparado com a literatura (Arbeldez-Rojas et al.,
2002; Blanchet et al., 2005; Almeida, et al., 2007; Almeida et al., 2008; Inhamuns et al.,
2009; Inhamuns e Franco, 2001).

Tabela 14. Rendimento percentual dos extratos de lipideos totais (L. T.).

Peixe  Extrato L. T.(g) Teor (%)

curimata 11,062 1,8
pescada 3,370 0,6
sardinha 2,059 0,7
jaraqui 3,848 0,6
surubim 2,417 0,4

pacu 8,364 2,7
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4.2.3 Monitoramento da eficiéncia do método de extracao de lipideos totais
A seguir se encontra a média das areas resultantes das andlises do padrdo de éster
metilico do &cido nonandecandico disposta em forma de tabela, onde se observa baixo erro

relativo para todas as concentracdes.

Tabela 15. Areas resultantes das analises do padrio de éster metilico do &cido

nonandecandico.

Concentracdo (mg/mL) dial dia 2 Media Desvio padrao Erro relativo (%)

0,125 2415 2445 243,0 2,16 0,89

0,1875 366,0 370,4 368,2 3,15 0,86

0,25 507,3 511,6 509,4 3,04 0,60

0,375 761,3 764,8 763,1 2,51 0,33

0,5 1035,4 1038 1037 1,94 0,19

0,75 1542,7 1550 1546 5,20 0,34

1 2051,4 2067 2059 10,82 0,52

A curva analitica do padrdo interno obteve um bom coeficiente de linearidade, de
0,9999.

2500

y=2079x-14,415

2000 y
1500

1000

500

0 T T T T T 1
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Gréfico 1. Curva analitica do fame C 19:0 em 7 concentracdes.

Os padrbes internos separados de seus respectivos lipideos totais de peixes
apresentaram concentracfes baixas em relacdo ao esperado de 1 mg/mL, indicando baixa

eficiéncia do método de extracdo de lipideos totais. Porém como o processo de andlise da
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quantidade de padréo interno recuperado leva em consideracdo uma etapa de purificagéo,
considerou-se que o erro pode estar ndo no procedimento de extracdo de lipideos totais e sim
no método em que se analisa esse padrdo interno, ou seja, nesse processo de purificacdo, o
que pode ndo estar levando a uma extracao total do cartucho de EFS, gerando um resultado

falso.

Tabela 16. Concentracdo e eficiéncia do método de extracdo de lipideos totais.

Peixe area  Conc (mg/mg) % eficiéncia
curimatd  327,2 0,164 16,43
pescada 920,3 0,450 44,96
sardinha  541,2 0,267 26,73
jaraqui 554.4 0,273 27,27
surubim  817,6 0,430 42,97
pacu 288,9 0,146 14,59

4.3 Separacdo em classes e de seus componentes

4.3.1 Desenvolvimento de metodologia para separacgao de classes de lipideos

Segundo os dados resultantes da comparacdo do método Johnston com EFS dispostos
na tabela 17 pode-se afirmar que é possivel separar diferentes classes de lipideos pelo método
EFS com maior praticidade, pois a quantidade de amostra empregada é reduzida pela metade
e 0 volume de solvente é 20 vezes menor, porém observou-se que era necessario ainda fazer

modificacdes para resultar em maxima eficiéncia de extracdo e separacao.

Tabela 17. Rendimento das fracGes obtidas para separacdo de lipideos, comparando-se 0

método de Johnston e EFS.

Classe Rendimento (%)
Coluna (Johnston) EFS
Lipideos neutros 76,62 77,57
Glicolipideos 8,830 1,960
Fosfolipideos 8,850 2,340

Analisando-se a substituicdo do solvente cloroférmio por um solvente ndo-halogenado
para extracdo dos lipideos neutros observou-se semelhante eficiéncia para 0s solventes

alternativos quando comparado com o cloroférmio, com apresentagdo de substancias a mais
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quando feito o uso de MTBE, isso foi possivel verificar pelo monitoramento realizado por
CCD (Figura 19), que para tal foram testados véarios sistemas de eluicdo e reveladores,
definindo-se por usar o sistema cloroférmio:metanol:agua (75:22:3) e o revelador 10% sulfato

de clprico em acido fosforico 8% aquoso.

Figura 19. Perfil cromatografico por CCD dos lipideos neutros de sardinha extraidos com

diferentes solventes: cloroférmio, éter dietilico e MTBE.

E ainda o experimento com MTBE produziu valor de rendimento levemente superior
que os demais solventes testados até mesmo quando comparado com cloroférmio, solvente

usado no método de Johnston, conforme descriminado na tabela 18.

Tabela 18. Fracoes da EFS comparando-se solventes ndo-organoclorados e cloroférmio.

Fracdo Rendimento (%)
Cloroférmio 97,20
Eter dietilico 95,24
MTBE 98,00

Quando comparadas a extracdo de fosfolipideos usando os solventes metanol ou etanol
em mistura com agua, métodos EFS 5 e 6 respectivamente, observou-se semelhantes
resultados de rendimento e de perfil cromatografico, conforme mostrado na Tabela 19 e

Figura 20.
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Tabela 19. Rendimento em percentual das classes de lipideos dos métodos diferentes

testados.
Metodo Rendimento (%)
Lip. Neutros Glicolip. Fosfolip.
EFS5 86,04 0,340 4,630
EFS 6 87,00 9,200 3,750
EFS7 74,31 - 12,03
EFS 8 95,62 0,300 -

Os resultados favoreceram a escolha do solvente etanol por conter toxicidade
altamente reduzida quando comparado ao metanol. J& quando analisado o volume do cartucho
de eluicao foi apresentado valores distintos, sendo maior rendimento de fosfolipideos usando
um cartucho com didmetro maior, método EFS 7. E ainda verificando o uso deste método,
com outros 6leos de peixes observou-se boa separacdo das classes de lipideos com lipideos

totais de sardinha, método EFS 8.

Figura 20. Perfil cromatogréafico de EFS 7, 8, 5 e 6.1 representando a fracdo referente a
MTBE, EFS 7, 8,5 e 6.2 a fracdo de acetona e EFS 7, 8, 5 e 6.3 a Gltima fracgdo.

4.3.2 Separacdo de classes de lipideos dos peixes em estudo

Conforme nos mostra a Tabela 21 os lipideos separados em suas classes apresentaram
diferencas para os lipideos neutros entre os peixes com variagdes em seus valores de teores,
revelando a classe de lipideos neutros como a classe marjoritaria dos lipideos totais,
representando uma faixa 67 — 97%. Esses resultados também nos mostraram que o surubim
guando comparado aos demais peixes em estudo obteve menor rendimento para os lipideos
neutros que os demais, indicando que outras classes de lipideos possuem contribuicdo mais

significativa para os lipideos totais desse peixe que nos demais peixes.
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Tabela 20. Rendimento em percentual de cada classe de lipideos dos peixes em estudo.

Peixe  Lipideos neutros Glicolipideos Fosfolipideos

curimata 92,90 1,68 5,62
pescada 93,24 0,740 3,858
sardinha 76,77 1,016 21,16
jaraqui 93,07 0,661 7,010
surubim 67,03 2,060 25,66

pacu 97,30 1,219 1,619

Ja os valores de rendimento que representam a classe dos glicolipideos foram variaveis
e em geral baixos, a ponto de ndo ser possivel a pesagem para as amostras de dos peixes
pesca, jaraqui e pacu, indicando que a contribuicdo desta classe para os lipideos que compdem
0s peixes em estudo é pequena. Com relacdo aos fosfolipideos também houve variacdo em
seus teores, com valores baixos em geral, com excecdo para 0 peixe surubim, que apresentou
rendimento médio de 25,66% representando que os lipideos deste peixe contém uma
significativa contribuicdo de fosfolipideos ou lipideos de alta polaridade para seus lipideos

totais.

4.4 Extracao de lipideos insaponificaveis

4.4.1 Verificacdo do método de extracao de insaponificaveis

A fracdo hexanica extraida do tratamento resultante da reacdo de saponificacdo dos
lipideos neutros de sardinha obteve perfil cromatografico bom, onde foi possivel observar,
comparando-se com o padrdo comercial de colesterol (esteroide) e de a-tocoferol (tocol), a
presenca somente de esterdides. O teor resultante foi de 6,5% com massa proveitosa para se
processar a reagédo de sililacdo (derivatizacao).
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4.4.2 Extracao de lipideos insaponificaveis dos peixes em estudo

Os rendimentos das fragfes dos lipideos insaponificaveis foram cerca de 4-9%, sendo
0 maior valor para o peixe surubim e 0 menor para o curimatd. Quando comparado com a
literatura encontramos altos valores em relagdo aos peixes de agua doce e valores proximos

aos correspondentes de tubaréo (Belitz et al., 2004).

Tabela 21. Rendimentos percentuais dos lipideos insaponificaveis dos peixes.

Peixe  Rendimento (%o)

curimaté 3,89
pescada 8,94
sardinha 7,85
jaraqui 4,92

surubim 9,16
pacu 5,55

4.4.3 Monitoramento da eficiéncia do método de extracéo de lipideos insaponificaveis
A seguir se encontra as areas resultantes das analises do padrao de B-sitosterol disposta

em forma de tabela.

Tabela 22. Areas resultantes das analises do padrdo de B-sitosterol.

Concentracdo (mg/mL) Area

0,05 155,5
0,025 64,70
0,0125 25,90

0,00625 6,600

A curva analitica do padréo interno obteve um coeficiente de linearidade, de 0,9984.
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Grafico 2. Curva analitica do esteroide sitosterol em 4 concentraces.

O padrdao interno quantificado na analise de ester6ides dos peixes em estudo

apresentou uma variacgdo de eficiéncia de 13 - 79 %.

Tabela 23. Quantidade em mg/mg de B-sitosterol nos lipideos insaponificaveis dos peixes.

Peixe Real Esperado % eficiéncia
curimata 0,001 0,009 12,65
pescada 0,002 0,004 93,8
sardinha 0,004 0,005 78,8
jaraqui 0,009 0,007 100,0
surubim 0,002 0,005 43,4
pacu 0,003 0,006 49,2
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4.5 Preparacao de amostras para analise de esteroides

4.5.1 Verificacdo do método de reacdo de sililacdo
Conforme perfil cromatogréafico usando padrdo comercial de colesterol e tocoferol
sililados (Figura 21) foi possivel observar boa conversdo tanto dos padrdes quanto da

amostra do peixe sardinha como matriz teste.

Figura 21. Perfil cromatogréfico, onde 1= material insaponificavel sililado, 2= padrdo de

colesterol e 3= tocoferol.

4.6 Anélise de esteroides por cromatografia gasosa

4.6.1 Otimizagdo da metodologia de analise de esteroides por cromatografia gasosa (CG-
DIC e CG-EM)
Os cromatogramas referentes ao desenvolvimento do método de analise de esterdides

se encontram descriminados a seguir.
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Cromatograma 1. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicdo Hidalgo.

Partindo do primeiro método apresentado na tabela de otimizacdo de métodos para

andlise de esterdides observou-se ao se analisar uma mistura de colesterol e alfa-tocoferol que

tais padrGes ndo se separavam entre si, 0 que poderia comprometer a quantificacdo de cada

substancia se as contivessem nas amostras de peixe em estudo. Optou-se entdo por fazer a

ultima rampa de temperatura da programacéo de forno do equipamento mais lenta.
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Cromatograma 2. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicdo ColTocl.

Foi possivel observar uma leve separacdo nos constituintes da mistura, e buscando a

melhor resolucdo decidiu-se adicionar uma rampa na temperatura de 280°C.
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Cromatograma 3. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicéo ColToc4.
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Porém, houve uma piora na resolucdo dos componentes. Optando-se por diminuir a

temperatura da rampa adicional em 10°C.
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Cromatograma 4. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicdo ColToc 6.

Observou-se novamente uma leve separacdo dos componentes. Entdo, uma menor

temperatura na rampa adicional foi testada.
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Cromatograma 5. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicdo ColTocl1.

Houve uma melhora na separacdo dos constituintes da mistura em teste, optando-se
para melhor resolucdo o retorno das duas rampas iniciais, porém mantendo uma condicao

isoterma a 250 C.
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Cromatograma 6. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicdo ColToc23.
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Com boa separagdo do esteroide colesterol e do tocol a-tocoferol 0 método col+toc 23
com programacao do forno do equipamento 120 °C, mantendo por 2 min, subindo 15 °C/min
até 250 °C, mantendo por 30 min, subindo 5 °C/min até 300°C, analisado em espectrometro de
massas foi escolhido como o melhor método para as andlises de lipideos insaponificaveis. Ao
ser analisada a mesma mistura no cromatografo gasoso com detector de ionizacdo de chamas
observou-se que a reproducdo do método ndo era possivel, visto que as dimensdes da coluna
usada eram diferentes, entdo a otimizacdo do método para o uso desse equipamento foi

necessaria.

FID2 B, (BANNYIMETCGIESTERO~11COLTOC_3.D)

184

164

144
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104 Colesterol TMS

a-tocoferol TMS
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Cromatograma 7. Perfil cromatografico do padrdo de colesterol e tocoferol trimetilsililados

na condicao Silil_II.

No geral as condi¢cdes de métodos desenvolvidos revelaram que o melhor método
desenvolvido, com boa resolucdo de cromatograma, foi o ColToc 23 para 0 CG-EM e para o
CG- DIC foi o Silil_II.
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Tabela 24. Observagéo da resolugdo dos cromatogramas obtidos durante o desenvolvimento

do método para anélise de lipideos insaponificaveis.

Meétodo Tempo de retencdo (min) Observacao
TMS-colesterol TMS-tocoferol

Hidalgo 17,83 13,83 s/ resolucéo, 1 pico
col+toc 1 19,45 19,34 2 picos,néo resolvidos
col+toc 4 17,94 17,94 s/ resolucéo, 1 pico
col+toc 6 19,68 19,54 2 picos,néo resolvidos
col+toc 11 21,53 21,28 2 picos,ndo resolvidos
col+toc 23 25,85 25,12 2 picos, resolvidos

silil_ii 37,24 38,71 2 picos, resolvidos

O metodo escolhido para o CG-DIC consistiu do uso fluxo 2.1 mL/min, inje¢do no
modo split 2:1 a 280°C, com temperatura do forno iniciando em 120°C e mantendo essa
temperatura por 2 min, aumentando numa rampa de 15°C/min até 240°C, mantendo por 45
min, subindo 5°C/min até 300°C e mantendo por 3 min, usando coluna HP-5.

Foi possivel verificar através da anélise de uma mistura de padrdes de esterdides a boa

separacao no método desenvolvido para CG-DIC.

FID2 B, (BANNY\STEROIDS.D)

Estigmaesterol
Ergoesterol  IMmS

T™MS T Sitosterol

E =TMS

Cromatograma 8. Perfil cromatografico dos trimetilsililados padrdes comerciais de

esteroides analisado nas condigdes do método Silil_II.
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E também para 0 método desenvolvido para CG-EM.
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Cromatograma 9. Perfil cromatografico dos trimetilsililados padrdes comerciais de

esterdides analisado nas condi¢Ges do método ColToc 23.

E pela anélise individual dos esterdides contidos na mistura usada para otimizacao do
método e através dos seus respectivos espectros de massas, 0 tempo de retencdo desses
esterdides tanto no método desenvolvido para o CG-DIC quanto para 0 CG-EM (Anexo 1)

foram identificados.

Tabela 25. Identificacdo do tempo de retengdo (min) de cada componente na mistura usada
para otimizacdo do método de andlise de esteroides.

Padrodes CG-DIC CG-EM
colesterol TMS 37,183 24,83
ergoesterol TMS 44,328 28,62
campesterol tms 45,799 29,73
estigmasterol tms 49,066 30,86
sitosterolTMS 55,066 34,23
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4.6.1 Analise qualitativa dos esteroides dos peixes em estudo por CG-EM
Observou-se a presenca de colesterol, campesterol e do sitosterol, apresentando
identificacdo por espectrometria de massas coerentes. Como exemplo de como foi possivel

obter tais resultados, temos o0 cromatograma de esteroides do peixe curimata.
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Cromatograma 10. Perfil cromatogréafico dos esterdides trimetilsililados analisados no peixe

curimatd por CG-EM.

Cada pico a partir de 23 min, corresponde a um esterdide (derivatizado) e seus
respectivos tempos de retencdo foram comparados com o tempo de retencdo da mistura de
padrdes disponiveis de esterOides resultantes de analises por GC-EM. E também seus
espectros de massas gerados para cada pico foram comparados com a biblioteca de espectros
disponivel, bem como a coeréncia dos fragmentos padrdes de esterdides sililados foi
analisada. Exemplicando, temos o pico no tempo de retencdo do cromatograma 10, em
24,95 min.
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Espectro 1. Espectro de massas do pico no tempo de retencdo em 42 min da amostra de

lipideos neutros do peixe curimata.

O seu espectro de massas, espectro 1, apresentou os sinais de fragmentos em m/z
368,12 e 129, bem como a presenca do fragmento em sinal m/z 73, caracteristico de
esterodides sililados e o ion molecular em sinal de m/z 458, confirmando o tamanho da cadeia,
sendo este referente ao espectro do colesterol.

A seguir se encontram o0s cromatogramas referentes as amostras sililadas dos peixes

em estudo.
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Cromatograma 11. Perfil cromatogréafico dos esterdides trimetilsililados analisados no peixe

pescada.

Na amostra do peixe pescada (cromatograma 11) é visivel a presenca do pico em
24,94 min, referente ao colesterol, se sobresaindo na area do cromatograma relacionada aos

esteréides.
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Cromatograma 12. Perfil cromatogréafico dos esteroides trimetilsililados analisados no peixe

sardinha.

Na amostra do peixe sardinha (cromatograma 12) o pico em 24,98 min, referente ao

colesterol, também se sobresai na area do cromatograma relacionada aos esteroides.



69

RT: 0.00 - 50.67
8.68 NL:

100 5.28 o7t 2.43E8

o5 ' TIC MS
4tms_2
90
8.42 24.98

85

80
75
70
65
60
55

50
45
40
35

30
25

10.32
20 0

15 1074 l
s L "} 8.29 110.92

= N IJ 12.46 16.29 23.65 \\ 29.38
il !‘.,..«.,ljn L i Ll ﬂ 17g91 23-,4,1,,ﬂ | 2000 \ 2090 3419 3455 3810 4351 47.01 48.87 5031
‘ ‘ e

Oy e e e e e e e e e e e ]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min)

Cromatograma 13. Perfil cromatogréafico dos esteroides trimetilsililados analisados no peixe

jaraqui.

J& no peixe jaraqui (cromatograma 13), além do colesterol, outro pico se sobresai na

regiao € 29,38 min, que refere ao campesterol.
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Cromatograma 14. Perfil cromatogréafico dos esterdides trimetilsililados analisados no peixe

surubim.

pico em 24,96 min (cromatograma 14).

O peixe surubim tem como destacado na regido de esterdides a presenca de colesterol,
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Cromatograma 15. Perfil cromatogréafico dos esterdides trimetilsililados analisados no peixe

pacu.

Assim como o peixe pacu também (cromatograma 15).

O tempo de retencdo obtido para os esteroides identificados nas amostras de peixes

por espectrometria de massas foi similar ao disposto na mistura de padrdes comerciais no

desenvolvimento do método de analise, o que possibilitou usar o tempo de retencdo como

parametro de identificacdo de esterdides (tabela 26) além das analises dos espectros de

massas.

Tabela 26. Identificacdo pelo tempo de retencdo (min) de esterdides nos peixes estudado.

Padroes

Peixes

curimatd pescada sardinha jaraqui surubim  pacu

Colesterol TMS
Campesterol TMS
B-sitosterol TMS

24,95
29,37
34,21

24,94 24,98 24,87 24,91 24,88
29,39 29,51 29,38 29,42 29,49
34,23 34,28 34,16 34,25 34,27
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4.6.2 Andlise quantitativa dos esterdides dos peixes em estudo por CG-DIC

A curva analitica usada do padréo interno foi a mesma do item 4.4.3. E através dessa
curva foi possivel quantificar os esterdides nos peixes em estudo, onde foi observado a
presenca de colesterol e campesterol, sendo o colesterol, em quantidade de mg/g (tabela 27),
0 componente marjoritario em todos os peixes analisados, com a maior quantidade para a

sardinha e o surubim e a menor para o curimata.

Tabela 27. Quantidade em mg de esterdides/g de peixe.

Esterdides Peixes
Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi  Pacu
colesterol 15,067 171,385 324,923 195,231 282,462 79,846
campesterol 2,133 2,000 2,923 21,231 4,462 2,000
B-sitosterol 1,067 2,154 3,692 8,769 1,846 2,615
total 18,267 175,538 331,538 225,231 288,769 84,462

Esse resultado é melhor observado quando analisamos o teor em percentual de cada
esterdide em relacdo a massa inicial de peixe utilizada, onde os peixes sardinha e surubim

apresentaram valores de 32 e 28%, respectivamente, e o curimaté de 1,5% (tabela 28).

Tabela 28. Percentual de esterdides por grama de peixe.

Esteroides Peixes
Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu
colesterol 1,507 17,138 32,492 19,523 28,246 7,985

campesterol 0,213 0,200 0,292 2,123 0,446 0,200
B-sitosterol 0,107 0,215 0,369 0,877 0,185 0,262

total 1,827 17,554 33,154 22,523 28,877 8,446

No geral a relacdo percentual total dos esterdides nos peixes foram na faixa de 2-33%,

valores esses maiores que aqueles encontrados em plantas (Belitz et al., 2004).
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4.7 Preparacdo de amostra para andlise da cadeia graxa

4.7.1 Otimizacdo da metodologia de derivatizacdo de &cidos graxos em seus ésteres
metilicos

Para otimizagdo do método de derivatizagdo de &cidos graxos foram obtidos
rendimentos diferenciados para as condi¢Oes testadas, conforme tabela 29, onde se
observaram valores acima de 85% para 0s experimentos Barbosa et al. (2009), Exp. I, Exp.
I, Exp. VI, Exp. Exp. VIII, Exp. X e Exp. XIII; o que necessariamente ndo indicam que
estes experimentos obtiveram melhores resultados, visto que ndo representam somente o

produto desejado quando analisados por CCD.

Tabela 29. Rendimento em percentual para a reacdo de derivatizacao.

Método Rendimento da reacéo (%)
Lip. Neutros Glicolip. Fosfolip.
Barbosa et al. 2009 85,0 100,0 9,6
exp. | 83,2 6,7 2,62
exp. 1l 44,73 100,0 26,13
exp. I 100,0 - -
exp. IV - - -
exp. VI 82,6 18,0 28,0
exp. VII 100,0 - -
exp. VIII 93,03 - -
exp. IX 76,6 - -
exp. X 94,12 - -
exp. Xl 12,2 - -
exp. XII 85,4 - -
exp. XIV 79,2 - -
exp. XV 65,4 - -
exp. XVI 73,4 - -
exp. XVII 69,6 - -
exp. XVIII 76,6 - -
exp. XIX 76,2 - -
exp XX 77,8 0,0 0,0

Analisando os produtos da reacdo de derivatizacdo em cada condicdo testada por
CCD, mostrados na tabela 30, foi possivel identificar atraveés de comparacdo com padrdes
comerciais de diferentes lipideos quase todos os residuos de classe que ndo estavam obtendo

sucesso em conversdo de &cidos graxos em seus respectivos ésteres metilicos, dentro de cada
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experimento analisando assim qual a etapa da reacdo deveria ser modificada e qual a melhor

condicéo de cada etapa.

Tabela 30. Rendimento real em percentual para a reacdo de derivatizacdo depois de

filtrados por fase solida.

Metodo Componentes por CCD
Lip. Neutros Glicolip. Fosfolip.
Barbosa et al. 2009 EMAG+TAG MP EMAG
exp. | EMAG+TAG MP EMAG+AP
exp. Il EMAG+TAG+DAG+colest. MP AP
exp. Il - - -
exp. IV - - -
exp. VI EMAG+MAG+colest. EMAG+AP EMAG+AP
exp. VII EMAG+TAG+AP - -
exp. VIII EMAG+TAG+AP - -
exp. IX EMAG+TAG+colesterol - -
exp. X EMAG+TAG+colest+AP - -
exp. Xl EMAG+TAG+colest+DAG+AP - -
exp. XII EMAG+TAG+colest+DAG+AP - -
exp. XIV EMAG+colest+DAG+AP - -
exp. XV EMAG+FFA+TAG+colest+DAG+AP - -
exp. XVI EMAG+TAG+colest+DAG+AP - -
exp. XVII EMAG+TAG+colest+DAG+AP - -
exp. XVIII EMAG+TAG+colest+DAG+AP - -
exp. XIX EMAG-+colest+AP - -
exp. XX EMAG+colest EMAG+AP EMAG+AP

Quando analisamos a tabela 30, observamos que 0s experimentos onde se testava a
concentracdo do catalisador na etapa de transesterificacdo na primeira etapa de reacdo, que
sdo os métodos Barbosa et al. 2009 (0,2 M), Exp. VI (0,3 M), Exp. XI (0,5 M), Exp. X (0,7
M), Exp XVI (1 M), e Exp. Il (5 M) apresentaram presenca de esteres metilicos de acidos
graxos, mas também a presenca de triacilglicerideo e diacilglicerideo, estes dois Gltimos em
menor concentracdo, em relacdo aos ésteres, a medida que se aumentava a concentragao do
catalisador até 0,7 M, sendo observado em concentragdo maior que essa 0 surgimento
novamente de triacilglicerideo e diacilglicerideo. Em todos 0s experimentos observou-se a
presenca de esterdides e componentes de polaridade alta que podem ser componentes que
assim como os esterdides ndo contenham cadeias graxas e, portanto ndo reagirdo no processo

de transesterificagdo e esterificacéo.
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Comparando a eficiéncia do trifluoreto de boro com o cloreto de amonia como
reagentes esterificantes nos experimentos Barbosa et al. 2009 (BFs) e Exp. | (NH4Cl),
observou-se resultados semelhantes para todas as classes de lipideos testadas, néo
apresentando &cido graxo livre nas andlise por CCD (tabela 30), indicando a conversdo
destes em seus respectivos éster metilicos. Testando a via de reacdo com rela¢do ao solvente
durante os processos, observou-se melhor resultado para aquela com uso abundante do alcool
metanol (exp. XIX), como ja conhecido na literatura, onde para haver a reacdo de
transesterificacdo ou a de esterificacdo € necessaria a presenca de um alcool de preferéncia de
cadeia curta, pois este age como nucleéfilo; as demais com uso de DMSO, um solvente
aprético a fim de favorecer a reagdo do tipo Sn1 ndo obteve reacdo favorével nem quando
adicionado metanol no meio (Exp. XVIII) nem quando somente com o metanol do reagente
de transesterificacdo (Exp. XVII), que é 30% em metanol, apresentando estes dois ultimos
experimentos a presenca marjoritaria de TG, DG e pouca quantidade em relacdo a esses
componentes de ésteres metilicos de acidos graxos.

Concordando que a melhor via é a metilica para a reacdo de transesterificacdo testou-
se a adicdo desse alcool em etapas, distribuido com o catalisador no processo de reacéo.
Quando feita em duas partes iguais a adicdo de metanol (Exp. VII) observou-se semelhante
resultado comparando com a adigdo feita em uma unica etapa (Exp. VI), mesmo quando
aumentada a concentracdo do catalisador na reacdo (Exp.X e XIX). Quando a adi¢cdo em duas
partes de alcool com a segunda sendo de maior volume houve semelhanca nos resultados
também (Exp. VIII e Exp. I).

Analisando se o tipo de reacdo convencional, transesterificagdo seguida de
esterificacdo, seria a mais apropriada, observou-se atraves da comparacao do experimento 1V
com o exp. VI que apenas o0 uso de uma Unica reagdo, a transesterificacao, seria inviavel e que
a reacdo de esterificacdo como primeira etapa poderia ser feita (Exp. XIII), mas esta ndo
apresentou resultados satisfatorios (Exp. XIV) quando comparada com a reagdo convencional
(Exp. V).

Diante do perfil cromatografico por CCD dos experimentos discutidos acima, obteve-
se melhores resultados para os experimentos XIX e XX, os quais foram oriundos dos
experimentos anteriores a eles testados e entre si comparavam-se a temperatura envolvida nas
etapas de transesterificacéo e esterificacdo, sendo o experimento com a temperatura de 50°C o

melhor sucedido e escolhido para aplicagéo nas amostras de peixes.
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Tabela 31. Rendimento real em percentual para a reacdo de derivatizacdo depois de
filtrados por fase solida.

Meétodo Rend. Tratamento (%)
Lip. Neutros Glicolip.  Fosfolip.
Barbosa et al. 2009 64,0 sem massa Sem massa
Exp. | 76,6 sem massa Sem massa
Exp. I - sem massa Sem massa
Exp. HI 100,0 - -
Exp. IV - - -
Exp. VI 64,4 2,2 4,8
Exp. VII 68,8 - -
Exp. VIII 73,8 - -
Exp. IX 51,8 - -
Exp. X 72,2 - -
Exp. XI 46,6 - -
Exp. XHI 2,63 - -
exp. X1V - - -
exp. XV 48,6 - -
exp. XVI 52,2 - -
exp. XVII 52,8 - -
exp. XVIII 57,4 - -
exp. XIX 69,4 - -
exp. XX 67,8 0,0 0,0

Com relagdo aos rendimentos reais das reacdes testadas (tabela 31), isto é depois de
filtrados em extrator por fase sélida obtendo somente os ésteres metilicos, produto da reacéo,
apresentou valor de 68% para o experimento com melhor resultado verificado por CCD (exp.
XX).

4.7.2 Aplicacdo do método otimizado nos lipideos dos peixes em estudo
Os rendimentos (tabela 32) para a derivatizacdo dos peixes em estudos foram
satisfatorios para todas as classes com valores acima de 50%, com exce¢do para a amostra de

fosfolipideo de sardinha e surubim.
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Tabela 32. Rendimento real em percentual para a reacdo de derivatizagdo depois de filtrados

por fase sélida.

Peixe Rendimento (%) depois de EFS
Lip. Neutros  Glicolip. Fosfolip.

curimaté 64,00 100,00 85,18
pescada 71,17 89,19 55,88
sardinha 72,82 100,00 15,60
jaraqui 71,19 100,00 74,45

surubim 58,66 100,00 30,20
pacu 64,53 60,66 97,22

4.7.3 Monitoramento da eficiéncia das etapas envolvidas para anélise dos lipideos

neutros
A seguir se encontram as areas resultantes das analises do padrao de éster metilico do

acido nonandecanoico disposta na tabela 33.

Tabela 33. Areas resultantes das analises do padrdo de EMAG C 19:0.

conc (mg/ml) area

dial dia2 dia3 media  desvio padréo erro relativo (%)

0,00625 10,0 9,0 9,1 9,367 0,551 5,880

0,0125 20,4 19,9 18,0 19,433 1,266 6,516

0,025 41,0 41,1 38,1 40,067 1,704 4,253

0,05 83,2 87,6 78,9 83,233 4,350 5,226

0,1 170,0 179,0 166,7 171,900 6,366 3,704

1 1685,7 1807,3 1702,2 1731,733 65,961 3,809

A curva analitica do padrdo interno obteve um bom coeficiente de linearidade, de

0,9998.
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Grafico 3. Curva analitica do EMAG C19:0 em 5 concentracdes.
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O padrdo interno quantificado na analise de acidos graxos dos lipideos neutros dos

peixes em estudo apresentou uma variacao de eficiéncia de 38 - 89%.

Tabela 34. Quantidade em mg/mg de EMAG C 19:0 nos lipideos neutros dos peixes.

Peixe area conc concesperada % eficiéncia
curimatda 14,7 0,0099 0,0174 57,126
pescada 451 0,0274 0,0570 48,115
sardinha 28,0 0,0176 0,0466 37,705
jaraqui 30,8 0,0192 0,0499 38,465
surubim 120,0 0,0705 0,0793 88,882

pacu 10,4 10,0074 0,0115 64,888
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4.7 Andlise da composicdo da cadeia graxa por cromatografia gasosa

4.8.1 Otimizacdo da metodologia da analise da cadeia graxa por cromatografia gasosa
(CG-DIC e CG- EM)
Na tentativa de se desenvolver um método o primeiro cromatograma como resultado

apresentou algumas regides nao resolvidas.
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Cromatograma 16. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de
acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢cdes do método BB1.

No decorrer da primeira analise na coluna apolar (cromatograma 16 A), obteve-se em
geral boa separacdo de picos, com exce¢do dos picos depois de 60 min. Entdo na analise
seguinte o objetivo foi aumentar o tempo em que sai 0s picos mal resolvidos, através da
rampa de temperatura e reduzir o tempo entre 20 e 60 min aproveitando mais o0 espago do
cromatograma. O perfil cromatografico no cromatograma B confirmou o cromatograma A,
onde foi possivel observar regides do cromatograma semelhantes, diferenciando somente pela

ordem de interacOes entre a amostra e a fase.
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Cromatograma 17. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢cdes do método BB2.

Os picos do perfil cromatografico antes mal resolvidos, foram separados em mais
regides distintas, depois de 45 min e o espaco de tempo do cromatograma foi melhor
aproveitado, ou seja, os picos foram mais distribuidos ao longo do cromatograma quando
comparado com o cromatograma anterior. E apesar de ter melhorado em relacdo a primeira
analise, a primeira regiao mal resolvida continuou demonstrando a necessidade de uma

melhor resolucao.
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Cromatograma 18. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢bes do método BB3.

Nas condicbes do método BB3, os perfis cromatogréficos, antes mal resolvidos, foram
obtidos na regido entre 40 e 60 min., na coluna apolar e entre 35 e 60 min. na coluna polar,
com melhor resolucdo. Porém ainda insuficiente e foi verificada a necessidade de uma melhor

resolucéo.
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Cromatograma 19. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢bes do método BB4.

Nas condices do método BB4, os picos dos perfis cromatogréficos antes mal
resolvidos foram obtidos na regido entre 35 e 45 min na coluna apolar e entre 30 e 40 min na
coluna polar, com uma resolucdo melhorada. Entretanto ainda foi verificada a necessidade de
aumentar a separacdo, aumentando o tempo de andlise na rampa em que Se encontra essa

regido do decorrer da analise posterior.
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Cromatograma 20. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢fes do método BB5.
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No método BB5, houve um aumento do tempo total de analise sem uma significante
melhora na resolucdo mesmo com uma rampa final lenta. Entdo optou-se por diminuir a

temperatura da ultima rampa seguida por outra rampa rapida final.
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Cromatograma 21. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢cdes do método BBS.

Ainda com uma rampa adicional ndo obteve-se boa resolucdo, entdo diminui-se a
temperatura da rampa da regido problematica (depois dos 16 min na coluna polar) e uma
isoterma depois dessa rampa, mantendo uma rampa réapida no final, para ser trabalhada
depois.
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Cromatograma 22. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrbes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna apolar (A) e polar (B) nas condi¢des do método BB9.

Vérias tentativas modificando somente rampas de temperaturas foram realizadas e
decidiu-se de a partir do método BB9 continuar a desenvolver o método no cromatografo
gasoso com espectrometria de massas a fim de se identificar por espectrometria de massas se
todos os padrdes da mistura estavam sendo separados, e todos os acidos graxos da mistura

foram identificados, com dificuldade somente na série de 18 carbonos e 20 carbonos, regies
problemas do método.
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Cromatograma 23. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢Ges do método BB11.

No método BB11l observaram-se poucas mudangas no cromatograma gquando
comparado com o método BB9, possuindo ainda regides mal resolvidas, indicando que um
aumento de 5 min na isoterma do método ndo é o sufiente. Por isso decidiu-se mudar
brucamente o método iniciando com uma temperatura 60°C inferior, com uma rampa rapida

até a temperatura que corresponderiam as regides problemas e mantendo uma isoterma curta.
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Cromatograma 24. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢Ges do método BB32.

Ainda assim ndo observou-se significativa melhora na resolucdo das séries de acidos

graxos de 18 carbonos e 20. De volta ao CG-DIC continuou-se o desenvolvimento do método,

com o uso de uma coluna de 60 m especifica para &cidos graxos, com rampas simples e

isotermas de curto tempo no final da analise para garantir que compostos nao ficariam retidos

na coluna, prejudicando-a e comprometendo analises posteriores.
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Cromatograma 25. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrées comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢des do método MI1X18.
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Como ndo observou-se melhora significativa, decidiu-se por realizar rampas lentas a

fim de se aumentar o tempo em que 0s componentes ficavam retidos na coluna, buscando
melhor separacdo.
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Cromatograma 26. Perfil cromatogréfico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢des do método MI1X39.

Ainda ndo resolvidas as regiGes problemas, optou-se por uma condi¢do de uma Unica
rampa lenta 0,5°C/min.
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Cromatograma 27. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢des do método MIX64.
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Foi possivel observar a separagdo dos &cidos graxos da série de 18 carbonos
monoinsaturados em quatro picos (em torno de 70 min) e também o desdobramento do que
era antes dos picos em quatro em torno de 80 min (referentes ao acido conjugado linoléico,
indicado pelo fabricante como uma mistura de dois). Porém, como demanda um tempo de
andlise grande e outras regioes precisavam ainda serem melhores resolvidas outras condigoes
foram testadas. N&o obtendo resultados satisfatorios somados a divida a respeito da
identidade dos picos maus resolvidos e se 0s mesmos eram isémeros que nao poderiam ser
separados na coluna usada na andlise, utilizou-se 0 CG-EM para identificar os componentes
em condigdes diferentes, observando a identificagdo com probabilidade maior a medida que

0s picos eram melhores separados.
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Cromatograma 28. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢des do método MIX 14A.
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Cromatograma 29. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢des do método MIX 30A.
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Pensando-se que as regioes que antes eram problemas poderiam melhorar optou-se por

diminuir a temperatura inicial em 5°C.
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Cromatograma 30. Perfil cromatogréafico dos ésteres metilicos de padrbes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢des do método MIX 39A.
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Cromatograma 31. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos de padrdes comerciais de

acidos graxos analisado em coluna polar nas condi¢Ges do método MIX 43A.

O método escolhido foi 0 método MIX 43A que consistiu do uso de gés de arraste

hélio, injector no modo split 10:1 a temperature de 250°C, volume de injec¢do de 1pL, fluxo
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de 1,8 mL/min, com temperature do forno iniciando em 160°C, mantendo por 62 min,
aumentando numa rampa de 8°C/min até 200°C, mantendo por 10 min, subindo 10°C/min até
210°C e finalmente mantendo por 42 min, coluna ZB-FFAP (zebron), de 60 m comprimento,
0,25 mm de diametro interno e espessura de filme de 0,25 pm.
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Cromatograma 32. Perfil cromatogréfico dos ésteres metilicos de padrbes comerciais de
acidos graxos analisado em coluna polar nas condicbes do método MIX 43 A no

espectrometro de massas.

E nessa condicdo os padrfes de ésteres metilicos dos &cidos graxos na mistura foram
identificados por espectrometria de massas (anexo 2) e 0s seus respectivos tempos de retencao

das analises tanto no CG-DIC quanto no CG-EM estdo dispostos na tabela a seguir.
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Tabela 35. Tempos de retencdo em min da mistura dos padres comerciais de ésteres
metilicos de &cidos graxos disponiveis no método MIX 43A.

Cadeia Tempo EM (min) Tempo dic (min)
C6:0 - 4,10
C7:0 - 4,35
c8:0 - 4,52
C9:0 - 5,31
C 10:0 - 5,85
C11:0 - 6,28
Cc111 - 7,06
C12:0 6,01 7,87
C13:0 7,77 10,24
C14:0 10,43 13,78
Cl14:1 11,80 15,56
C15:0 14,39 19,05
C 16:0 20,26 26,88
Clelc 22,10 29,38
Cl6:1t 24,43 32,39
C17:0 28,90 38,46
C18:0 41,76 55,63
C18:1c9 44,38 59,13
C 18:1c¢6 44,93 59,82
C18:1cl1 45,78 60,10
C18:1c12 46,81 62,28
C18:2c9,12 52,47 65,87
C19:0 60,69 68,26
C18:3¢6,9,12 63,70 68,82
C 18:3¢9,12,15 64,72 69,89
C 184 66,85 -
C18:2conj1l 68,59 72,35
C 18:2 conj 2 68,61 72,50
C 20:0 69,35 74,94
C20:1c13 69,93 75,77
C20:1cl1 70,28 76,18
C20:1c8 70,86 76,90
C20:1c5 70,90 76,92
C20:2c12,14 73,38 78,04
C 20:3 75,25 78,62
C21:0 75,99 81,54
C20:4 76,81 85,28
C 20:5 80,80 86,96
C22:0 82,18 88,77
C22:1c13 83,32 90,30
C22:2¢13,16 85,00 92,00

C22:2cl114 85,15 92,30
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Continuacéo da Tabela 35

C 223 87,00 94,24
C23:.0 89,40 97,91
C22:4 90,81 99,51
C24:0 98,64 109,77
C 22:6 99,94 111,62
C241 100,77 112,68

4.8.2 Andlise da composic¢do da cadeia graxa dos peixes em estudo

4.8.2.1 Lipideos neutros

Foi possivel identificar os ésteres metilicos de acidos graxos dos lipideos neutros por
espectrometria de massas e quantifica-los pela relacdo com os cromatogramas gerados no CG-
DIC. Seus cromatogramas mostraram uma boa aplicacdo do método desenvolvido para
analise de acidos graxos. Como exemplo de como foi possivel obter tais resultados, temos o

cromatograma de lipideos neutros do peixe curimata.
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Cromatograma 33. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos lipideos neutros de

curimatd por CG-EM.

Cada pico corresponde a um &cido graxo (derivatizado) e seus respectivos tempos de
retencdo foram comaparados com o tempo de retencdo da mistura de padrfes disponiveis de
acidos graxos resultantes de andlises tanto por GC-EM quanto por CG-DIC, bem como com a

comparacdo dos espectros de massas gerados para cada pico com a biblioteca de espectros
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disponivel e analise da coeréncia dos fragmentos padrdes de acidos graxos (Vetter et al.,
2007). Exemplicando temos 0 pico no tempo de retencdo da anélise no CG-EM 42,02 min,
que apresentou os sinais de fragmentos em m/z 74 e 87 altos (espectro 2), caracterizacdo de
acido graxo saturado e o ion molecular em sinal de m/z 298, confirmando o tamanho da
cadeia, sendo este referente ao espectro do éster metilico do &cido estearico (C18:0), que
nesse caso tem ionizacdo desencadeada em um dos pares de eletrons do oxigenio carbonilico,
e a partir desse ponto o rearranjo de fragmentacdo bem conhecido de McLafferty leva ao ion
base em m/z 74. Esse ion € caracteristico para todos os &cidos graxos saturados e mono
insaturados, assim como o fragmento em m/z 87, que se refere a quebra entre os carbono C3 e
C4.
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Espectro 2. Espectro de massas do pico no tempo de retengdo em 42 min da amostra de

lipideos neutros do peixe curimata.

A seguir se encontram o0s cromatogramas dos lipideos neutros dos demais peixes em

estudo.
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Cromatograma 34. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos lipideos neutros de

pescada.

Para o peixe pescada observou-se uma variedade grande de componentes, ja que o

espaco do cromatograma foi bem aproveitado dentro do método, com maior quantidade do

pico em 20,43 min.
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Cromatograma 35. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos lipideos neutros de

sardinha.
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Para 0 peixe sardinha observou-se também uma variedade grande de componentes,

sendo marjoritario o pico em 20,44 min.
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Cromatograma 36. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos lipideos neutros de

jaraqui.

Da mesma forma se processo para 0 peixe jaraqui, sendo marjoritario o pico em 20,38

min.
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Cromatograma 37. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos lipideos neutros de

surubim.

Igualmente para o peixe surubim e pacu, sendo encontrado neste Ultimo uma grande

quantidade de outro componente, o referente ao pico em 44,87 min.
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Cromatograma 38. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos lipideos neutros de pacu.

Foi identificado e quantificado uma grande variedade de acidos graxos para os lipideos
neutros nos peixes em estudo (tabela 36), sendo marjoritario para todos os peixes a presenca
de &cido palmitico (C16:0), o que referia ao pico em 20 min, seguido por acidos da série de 18

carbonos (entre 42 e 45 min), os acidos oléico (C 18:1 w 9), estearico (C 18:0) e cis-12-
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octadecendico (C 18:1 w 6). E ainda foi observada a presence dos &cidos graxos EPA
(eicosapentaenoico) e DHA (docosahexaendico), importantes acidos graxos do tipo 6mega 3
que sdo considerados valiosos de um ponto de vista nutricional e fisiologico (Belitz et al.,
2004). Os éacidos graxos cis 6-octadecenoico (C 18:1 w 12) e nervonico (C 24:1 ® 9)
encontrados nas especies de peixe sardinha, jaraqui, surubim e pacu ndo foram encontrados
nos lipideos neutros de outros peixes amazonicos que ja foram estudados, como o tucunaré e
matrinxa (Inhamuns et al., 2009; Arbeldz-Rojas et al., 2002; Almeida et al., 2007; Almeida et

al., 2008).

Tabela 36. Quantidade em mg de &cido graxo/g de peixe nos lipideos neutros.

Cadeia Peixe
curimatd pescada sardinha jaraqui surumbi  pacu

C12:0 1,987 2,148 2,493 3,932 2,435 2,896

C13:0 2,205 - 3,299 3,299 4,162 -

C 14:0 20,909 11586 25571 23,614 23557 6,522
Cl4:1c9m5 1,941 - 2,781 - - -

C15:0 9,860 6,752 12,046 13,658 19,988 -

C 16:0 261,874 210,596 143,953 196,611 190,281 183,490
Cl6:1cllw5 5,313 6,752 17,514 4,507 6,004 4,507
C 16:1 c 907 3,011 - - - - -
Cl6:1t11 o5 3,702 9,111 10,895 8,018 7,385 -

C16:2¢7,10 w6 3,817 - - 3,356 - -

C16:217,11 ®5 3,241 3,471 4,162 2,896 2,953 -
C17:.0 11,644 11,126 12,219 10,780 13,600 3,126

C16:3 ol 5,198 - - - - -
C17:1c10 o7 5,255 4,910 4,047 4,910 6,234 1,457

C 18:0 64,935 74,028 71,209 60,447 73,280 127,666
C 18:1¢9 9 101,768 177,735 117,364 63,554 117,767 331,568
C 18:1 c6 12 - - 10,493 - - -
Cl18:1cll o7 36,793 29,772 - - - -
Cl18:1c12 w6 - - 51,181 38,520 29,081 17,399
C18:1tll o7 2,608 3,644 8,018 - 4,220 -
C18:1t9 09 4,392 - 3,874 9,975 - -

C18:2¢9,12 w6 25,341 46,232 20,506 25,743 25,743 136,644
C18:2t9,13 9,226 - - - - 3,471
C 19:.0 9,917 27,412 17,571 19,183 70,518 7,442
C 18:3¢6,9,12 w6 7,442 - - 2,551 2,551 -
C18:3c¢9,12,15 w3 28,448 17,111 20,219 24477 24,938 16,823
C 18:2 conj 1 w6 2,953 - - - - -
C 18:2 conj 2 w6 - - 4,910 3,241 3,414 3,011
C 20:0 3,874 5,140 4,795 4,910 5,198 10,953
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C20:1cl3 w7 3,011 3,874 2,781 3,471 3,759 -
C20:1cll @9 19,240 10,953 5,198 9,572 15,039 12,680
C20:1 c8 wl2 2,205 - - 3,644 2,493 -
C20:2cl12,14 w6 6,176 - 3,817 - 2,551 2,551
C20:35,11,14 w6 3,184 - 2,723 2,608 - -
C20:3c11,14,17 ©3 6,349 4,738 2,953 3,989 5,371 6,004
C21:0 2,090 - - - - -
C20:4 c5,8,11,14 w6 7,442 2,666 7,327 5,946 10,723 3,759
C20:5m3 19,298 5,716 9,860 8,306 8,363 -
C 22:0 2,378 3,759 3,932 3,069 3,414 -
C22:1cl3 w9 2,781 7,903 - 2,608 - -
C22:4 w6 4,392 - - 4,392 7,442 -
C24:0 5,831 5,773 6,522 6,176 12,219 -
C22:6 ®3 8,709 6,234 6,291 5,831 10,262 -
C24:109 9,399 13,946 22,463 8,018 22,233 3,471
Total 740,140 713,088 642,986 595,813 737,178 885,439

Foi observada uma maior quantidade de acido graxo saturado para os lipideos neutros
que insaturados, com excecdo dos peixes sardinha e pacu (tabela 37); resultado coerente,
porque os lipideos neutros sao formados principalmente por glicerideos, que tem funcéo de
armazenar energia na salde humana, sendo necessario acidos graxos saturados (Gurr et al.,
2002). Porém de qualquer forma os &cidos graxos insaturados mostraram participacao
significativa para os lipideos neutros com uma variacdo para os peixes estudados entre 25-
54%, observando valores percentuais altos, principalmente para o peixe pacu, tanto com
monoinsaturados quanto de poliinsaturados, quando comparados a outros peixes amaz6nicos
(Inhamuns et al., 2009; Arbelaz-Rojas et al., 2002; Almeida et al., 2007; Almeida et al.,
2008).

Tabela 37. Relacéo percentual de tipos de &cidos graxos presents nos lipideos neutros.

Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu

XAGS 39,750 35,832 30,361 34,568 41,865 34,209
XAGMI 20,142 26,860 25,661 15,680 21,421 37,108
XAGPI 14,122 8,617 8,277 9,334 10,431 17,226
X6 6,075 4,890 9,046 8,636 8,151 16,336
Xo3 6,280 3,380 3,932 4,260 4,893 2,283

XAGI 34,264 35,477 33,938 25,013 31,853 54,334
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4.8.2.2 Glicolipideos

Foi possivel identificar os ésteres metilicos de &cidos graxos dos glicolipideos por

espectrometria de massas.
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Cromatograma 39. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos glicolipideos de curimata.

Para 0 peixe curimatd, apesar da baixissima quantidade de componentes, foi possivel

observar assim como nos lipideos neutros a predominancia do pico em 20,46 min.
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Cromatograma 40. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos glicolipideos de pescada.

Para o peixe pescada, além do pico mais abundante em torno de 20 min, observou-se

0s picos com relativa quantidade em relagcdo ao cromatograma total, em 42 e 44 min.
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Cromatograma 41. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos glicolipideos de sardinha.
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Jé& para o peixe sardinha, observou-se a presenca em quantidade abundante do pico em
100 min.
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Cromatograma 42. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos glicolipideos de jaraqui.

O jaraqui obteve uma boa quantidade de componentes para uma fracdo de glicolipideos,

guando comparado com o0s demais peixes em estudo.
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Cromatograma 43. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos glicolipideos de surubim.

Os peixes surubim e pacu, apesar da baixa concentracdo das amostras, também foi
possivel observar maior quantidade do pico em torno de 20 min, com um diferencial para o
ultimo peixe, que paresentou uma gquantidade quase equivalente ao pico citado de picos em 42

e 44 min.
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Cromatograma 44. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos glicolipideos de pacu.

Também foi possivel identificar e quantificar uma variacdo grande de &cidos graxos
para os glicolipideos dos peixes em estudo (tabela 38), sendo marjoritaria a presence do &cido
palmitico (C16:0) para os peixes jaraqui e surubim e a presenca do acido 12-octadecenoico
(C 18:1 w 6) para 0s peixes pacu e pescada, e do acido esteédrico para os demais peixes. E
ainda foi observada a presenca do acido DHA para o peixe sardinha.
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Tabela 38. Quantidade em mg de &cidos graxos presentes /g de peixe nos glicolipideos.

Cadeia Peixe
Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu
C6:0 - - - - - -

C 10:0 - 2,666 - 1,998 1,636 -

C14:0 20,506 2,320 2,551 2,320 2,781 -

C15:0 2,148 3,644 - - 3,356 -

C 16:0 - - - 20,506 40,534 12,392
Cl6:1c9 w7 6,349 6,924 - 7,500 3,702 -
C16:1t9 w7 1,912 - - - - -

Cc17:.0 2,263 3,529 - - - -

C18:0 11,528 26,722 14,003 12,162 23,672 12,046
Cl18:1c9w9 12,392 47,555 8,766 14,118 21,542 23,154
Cl8lcllow7 5,658 7,557 - 5,601 - -

Cl182c¢c912mw6 3,644 10,147 3,299 3,644 4,450 5,198

C18:2t9,13 w5 4,392 2,608 - - - -
C19:0 4,680 4,795 2,263 3,414 6,176 2,320

C18:3¢9,12,15 2,205 3,702 2,608 2,666 - -
C 18:2 conj 1 w6 4,565 5,255 2,838 4,507 - -
C 20:0 1,797 5,601 - - - -
C20:1cl1 2,263 2,781 - - 2,493 -
C20:3c11,14,17 ®3 2,263 2,551 - - - -
C 210 2,263 - - - - -
C 20:4 c5,8,11,14 w6 2,148 2,781 - - - -
C22:0 2,148 2,896 - - - -
C22:3¢8,11,14 ®8 2,263 - - - - -
C22:4 06 - 3,069 - - - -
C24:.0 2,435 4,680 - - - -
C22:6 3 - - 4,047 - - -
C24:109 - 4277 - - - -

Total 99,822 156,060 40,375 78,436 110,341 55,110

Foi observada uma maior quantidade de &cidos graxos insaturados do que saturados

para os glicolipideos dos peixes em estudo, com excecdo para o surubim (tabela 39) e maior

participacdo de acidos graxos monoinsaturados que poliinsaturados, com exce¢do do peixe

sardinha.



Tabela 39. Relacéo percentual dos tipos de acidos graxos nos glicolipideos.

YAGS
TAGMI
YAGPI
206
o3
XAGI
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Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu
8,212 9,375 6,297 6,644 13,006 8,749
4,715 11,394 2,934 4,476 4,616 7,570
3,544 4,966 4,281 1,779 0,740 1,699
1,709 3,505 2,054 1,341 0,740 1,699
0,373 0,001 0,002 0,000 0,000 0,000
8,260 16,360 7,214 6,255 5,356 9,269

4.8.2.3 Fosfolipideos
Foi possivel identificar os ésteres metilicos de acidos graxos dos fosfolipideos por

espectrometria de massas.
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Cromatograma 45. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos fosfolipideos de curimata.

Para os fosfolipideos do peixe curimata observou-se uma vari¢cdo de componentes, e

assim como nas demais fracdes de seus lipideos, a predominancia do pico em 20 min.
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Cromatograma 46. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos fosfolipideos de pescada.

Para 0 peixe pescada observou-se uma quantidade relativamente alta dos picos em
torno de 77 e outro em trono de 100 min.
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Cromatograma 47. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos fosfolipideos de sardinha.

Para o peixe sardinhaobservou-se como marjoritario o pico em torno de 20 min

também.

RT: 0.00 - 120.01
100

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

4.96
5
!

f

18.15

14.46

I,

20.44

NL:

6.19E7

TIC MS
4_3fame2lll

4223

4595
22.26

76.80
29.09
Fh 24.49 ﬂ
W i

52.74

1) 51.17 | 61.03 87.10 9330 99.96

70. 37 75.20 n 77.98 111.01

37.02 ‘

0oy
0

10

T

T
20

T T T T T
50 60
Time (min)

T,

40

T

30

vvvvy

70

vvvvy

80

T

90

T,

100

T

110

T

120

Cromatograma 48. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos dos fosfolipideos de jaraqui.



Bem como para 0s peixes jaraqui, surubim e pacu.
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Foi identificado como marjoritaria a presence do &cido palmitico (C16:0) seguido
pelos acidos graxos da série de 18 carbonos, os acidos esteérico (C18:0) e 12-octadecenoico
(C 18:1 w 6), para a classe de fosfolipideos dos peixes em estudo (tabela 40). Os &cidos EPA
e DHA, entre outros &cidos graxos foram encontrados para os fosfolipideos também. Os
fosfolipideos dos peixes também apresentaram muitos &cidos graxos insaturados da série
O0mega 6 (12-octadecenoico, 18:3 e 20:2) que nao foram encontrados em fosfolipideos de
outros peixes amazonicos ja estudados (Inhamuns et al., 2009; Arbelaz-Rojas et al., 2002;
Almeida et al., 2007; Almeida et al., 2008).

Tabela 40. Quantidade em mg de acidos graxos/g de peixe nos fosfolipideos.

Cadeia Peixe
Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu
C9.0 - - - - - 1,820
C10:0 - - - - - 2,608
C12:0 2,551 - 1,992 - - -
C14:0 6,637 - 12,449 4,162 10,205 16,478
cl4a:1 9,284 - 4,738 - - -
C 15:0 8,421 - 17,974 7,845 24,650 9,802
C 16:0 321,381 47,613 385,320 190,684 650,283 179,461
Cl16:1c9 w7 15,557 - 18,262 8,651 7,212 -
Cl16:1t9 o7 7,442 - 12,737 5,083 10,723 -
C17:.0 16,535 - 22,463 13,773 24,823 6,809
C18:0 327,251 17,744 269,183 192,238 342,848 162,311
Cl181c9mw9 150,801 23,959 154,312 56,130 172,900 104,185
Cl8lco6bmwl2 - - 9,744 - - -
Cl8lcllwo?7 90,833 4,910 96,128 58,720 63,612 17,744
Cl81cl2m6 - - 6,349 - - -
Cl182c¢c912w6 35,815 11,586 20,967 17,514 26,952 49,224
C182t9,13m5 3,529 - 5,658 - 2,896 -
C19:0 11,644 - 11,874 9,860 10,493 4,335
C 18:3¢6,9,12 w6 3,586 - 2,953 2,608 5,198 -

C18:3¢9,12,15 w3 8,824 2,608 6,119 4,335 4,507 2,263

C 18:2 conj 1 w6 - - - - - 2,493
C 20:0 4,680 - 4,622 3,702 4,968 3,471
C20:1cl3 w7 - - - - 3,471 -
C20:1cll o9 22,290 - 4,047 4,738 12,967 4,853
C20:1c8mw 12 - - 2,263 2,953 - -
C20:2 cl12,14 w6 2,378 - 3,299 - - -
C22:3¢8,11,14 ®8 8,593 - 5,255 3,644 5,486 8,651
C21:0 13,658 4,162 10,723 5,946 6,349 9,514

C22:4 06 3,126 - 3,299 - - -
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C20:5 03 5,946 5,198 5,025 - - 2,666
C22:0 2,953 - 5,313 - - -

C22:6 ®3 7,327 6,579 6,809 - 3,529 3,586

C24:109 7,730 28,736 13,658 - - 7,442
Total 1098,774 153,096 1123,535 592,584 1394,071 599,717

Foi observado uma maior quantidade de acido graxo saturado que insaturado para 0s
fosfolipideos, com exececdo da pescada (tabela 41), porém mesmo sendo menor o0 somatorio
dos acidos graxos insaturados, estes foram maiores nos peixes curimatd, sardinha e surubim
que para seus respectivos lipideos neutros, confirmando que em geral os fosfolipideos
possuem maior quantidade de insaturados que lipideos neutros por serem componentes de
membrana (Gurr et al., 2002). Os valores encontrados foram na faixa dos encontrados para
outros peixes amazonicos ja estudados (Inhamuns et al., 2009; Arbelaz-Rojas et al., 2002;
Almeida et al., 2007; Almeida et al., 2008).

Tabela 41. Relagéo percentual dos tipos acidos graxos nos fosfolipideos.

Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu

XAGS 118,102 11,464 248,281 70,422 178,826 129,670
XAGMI 50,154 9,500 107,836 22,411  45,0/8 43,884
XAGPI 13,057 4,283 19,873 4,621 8,082 22,521
Xm6 7,410 1,911 12,337 3,309 5,350 16,909
Xm3 3,646 2,372 6,008 0,713 1,337 2,784
XAGI 63,211 13,782 127,710 27,033 53,160 66,405

4.8 Qualidade Nutricional dos lipideos em classe
4.9.1 Lipideos neutros

Observou-se que o0s acidos graxos do tipo dmega 3 e 6 presentes, importantes
mediadores farmacologicos, constitui em 8-18% dos acidos graxos insaturados, sendo 0
somatorio dos &cidos graxos EPA e DHA até 5% para a fracdo de lipideos neutros, resultado
esse maior que aqueles encontrados no matrinxa (Almeida et al., 2007). No entanto houve
uma grande contribuicdo dos acidos graxos do tipo dmega 6, através dos altos valores da
razdo entre eles (06/®3). E a razéo entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados mostrou
valor recomendado para consumo para O peixe pacu, maiores que 0,45 (Department of
healthy, 1994). Porém, atualmente a qualidade nutricional é medida pelos indices de

aterogenicidade e trombogenicidade e a razéo entre 0S acidos
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hipocolesterolemico:hipercolesterolemico, que mostraram valores 1 - 2 para IA, 2-3 para IT e
0,1-0,8 para HH.

Table 42. Qualidade nutricional dos lipideos neutros dos peixes.

Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu

AGPI/AGS 0,355 0,240 0,273 0,270 0,249 0,504
06/03 0,967 1,447 2,301 2,027 1,666 7,157
Y03+Xm6 12,355 8,270 12,979 12,896 13,044 18,619
EPA + DHA 4,621 1,971 5,405 2,325 3,099 0,000
1A 1,765 1,216 2,154 1,698 1,385 1,247

IT 1,740 1,829 2,723 1,815 1,589 3,081

HH 0,111 0,190 0,358 0,100 0,154 0,841

4.9.2 Glicolipideos

Dos acidos graxos insaturados, os acidos do tipo édmega 3 e 6 constituintes da fracéo
de glicolipideos para os peixes em estudo foram cerca de 1-3% e a razdo de entre eles (©w6/®3)
indicou uma maior contribuicdo dos &cidos graxos dmega 6. A razdo entre poliinsaturados e
saturados apresentaram valores recomendados para consumo (Department of healthy, 1994).
E os indices de aterogenicidade e trombogenicidade e a razdo entre os acidos
hipocolesterolemico:hipercolesterolemico, mostraram valores 0,1-2 para IA, 0,6-4 para IT e
0,1-5 para HH.

Table 43. Qualidade nutricional dos glicolipideos dos peixes.

Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu

AGPI/AGS 0,432 0,530 0,680 0,268 0,057 0,194
06/03 4,577 3399,142 922,171 0,000 0,000 0,000
Y03+Xm6 2,082 3,506 2,056 1,341 0,740 1,699
EPA + DHA 0,000 0,000 1,354 0,000 0,000 0,000
1A 1,991 0,103 0,684 0,842 1,605 0,437

IT 1,162 0,643 2,215 1,977 4,162 1,724

HH 0,164 4,562 2,456 0,147 0,100 0,748

4.9.3 Fosfolipideos

Quando observamos os acidos graxos do tipo 6mega 3 e 6, que desenvolvem papel
como importantes mediadores farmacoldgicos, podemos verificar que estes constituem 4-20%

dos acidos graxos insaturados e a relacdo entre eles (w6/®3) indicou uma maior contribuicdo
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dos acidos graxos O6mega 6. A razdo entre poliinsaturados e saturados da fracdo de
fosfolipideos apresentaram valores levemente menores que o recomendado para consumo
(Department of healthy, 1994). Porém, atualmente a qualidade nutricional é feita pelos
indices de aterogenicidade e trombogenicidade e a razdo entre o0s acidos
hipocolesterolemico:hipercolesterolemico, que mostraram altos valores para a HH do peixe
pescada e pacu, considerando-o bom para a satde humana.

Table 44. Qualidade nutricional dos fosfolipideos dos peixes.

Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu

AGPI/AGS 0,111 0,374 0,080 0,066 0,045 0,174
06/03 2,032 0,805 2,053 4,642 4,001 6,074
Y03+Xm6 11,056 4,283 18,345 4,022 6,687 19,693
EPA + DHA 2,190 1,942 3,960 0,000 0,587 2,044
1A 0,945 0,570 1,159 1,290 2,222 1,262

IT 2,689 0,766 2,840 4,184 5,664 3,010

HH 0,105 0,173 0,163 0,066 0,052 0,270

4.9.4 Lipideos no total

Quando somamos os valores das classes de lipideos, levando em consideracdo suas
respectivas contribuicdes para os lipideos totais, encontramos valores entre 1-2 para IA, 2-3
para IT e 0,1-1 para HH. Esses valores foram coerentes com os encontrados na literatura
(Ulbricht et al., 1991 e Bentes et al., 2009). Os peixes sardinha e pacu apresentaram elevados
valores para a razdo HH, confirmando a razdo entre &cidos graxos poliinsaturados e saturados
e ainda uma boa quantidade de &cidos do tipo émega 3 e 6 conferindo a estes uma qualidade

nutricional destacada.

Tabela 45. Constituintes dos lipideos totais dos peixes (% em g de peixe).

Curimatd Pescada Sardinha Jaraqui Surumbi Pacu

AGPI/AGS 0,343 0,243 0,233 0,258 0,180 0,495
06/m3 1,090 26,534 11,570 2,212 2,143 7,062
Y03+Xm6 12,134 7,902 13,867 12,293 10,475 18,456
EPA + DHA 4,416 1,912 5,001 2,164 2,228 0,033
1A 1,726 1,157 1,906 1,676 1,532 1,239

IT 1,787 1,740 2,714 1,996 2,604 3,068

HH 0,112 0,217 0,335 0,099 0,119 0,832

colesterol 1,400 15,980 24944 18,170 18,933 7,769
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5. CONCLUSAO

Esse trabalho resultou em metodologia desenvolvida para analise quanti- e qualitativa
de &cidos graxos e de esteroides por cromatografia gasosa usando detector de ionizacdo de
chamas e espectrometria de massas; indicou que as espécies de peixes curimatd, pescada,
sardinha, jaraqui, surubim e pacu possuem teores de lipideos interessantes, sendo que as
maiores quantidade de lipideos totais estdo nos peixes curimatd e pacu.

Verificou-se que os peixes estudados possuem &cidos graxos insaturados essenciais
para a saude humana (6mega 3 e 6), constituindo a maior quantidade para 0s peixes curimatd,
pescada, jaraqui e surubim em suas fracdes de lipideos neutros e para os peixes sardinha e
pacu em suas fracoes de fosfolipideos. E observou-se os melhores indices de aterogenecidade
e de trombogenecidade, bem como elevada quantidade de 4&cidos graxos
hipocolesterolémicos, para os glicolipideos dos peixes, com exce¢do para o peixe surubim que
foi melhor contemplado nos lipideos neutros. Quando levado em consideracdo a contribuigdo
de cada classe de lipideos para os lipideos totais, e avaliados como parametros de qualidade
nutricional lipidica, a relacdo de acidos graxos poliinsaturados e saturados, e ainda a soma de
acidos graxos do tipo dmega 3 e 6, destacou-se 0 peixe pacu, porém ao se avaliar os indices

de aterogenecidade e trombogenecidade, o peixe em destaque foi a pescada.
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ANEXO
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Espectros de massas dos tempos de retencdo do cromatograma obtido da analise da mistura

Colesterol TMS

de padrdes comerciais esteroides disponiveis.

steroids #966 RT: 24.83 AV: 1 SB: 73 25.36-26.27,26.56-27.19 NL: 2.41E5

T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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Campesterol TMS

steroids #1184 RT: 29.45 AV:1 SB: 186 21.24-23.23,24.29-26.44 NL: 2.13E6

T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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Sitosterol TMS

steroids #1413 RT: 34.23 AV: 1 SB: 186 21.24-23.23,24.29-26.44 NL: 4.15E6
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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ANEXO 2
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Espectros de massas dos tempos de retencdo do cromatograma obtido da analise da mistura de

EMAG C12:0

padrdes de ésteres metilicos de &cidos graxos.

mixpg47+24 1+22 6 ll#102 RT: 6.01 AV:1 SB: 58 5.49-5.81,6.18-7.07 NL: 1.64E5
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EMAG C13:0

mixpgd7+24_1+22_6_l#182 RT: 7.77 AV:1 SB: 42 7.25-7.64,7.94-8.45 NL: 1.26E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C14:0

mixpg4d7+24_1+22_6_ll#303 RT: 1043 AV:1 SB: 39 9.87-10.19,10.63-11.11 NL: 2.27E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C15:0

mixpg4a7+24_1+22_6_ll#482 RT: 14.39 AV:1 SB: 36 13.76-14.15,14.56-14.92 NL: 2.19E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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mixpg47+24_1+22_6_ll#742 RT: 20.26 AV:1 SB: 95 18.85-19.88,20.50-21.62 NL: 1.03E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C16:1 cis

mixpg47+24_1+22_6_ll#822 RT: 22.10 AV: 1 SB: 82 21.08-21.87 ,22.38-23.45 NL: 2.56E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C16:1 trans

mixpgd7+24_1+22_6_lI1#922 RT: 24.43 AV: 1 SB: 58 23.78-24.20,24.55-25.41 NL: 1.38E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C17:0

mixpgd7+24_1+22_6_lI#1116 RT: 28.90 AV:1 SB: 58 23.78-24.20,24.55-25.41 NL: 1.24E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C18:0

mixpgd7+24_1+22_6_ll#1676 RT: 41.76 AV:1 SB: 231 40.05-41.29,42.22-46.22 NL: 1.15E5

T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C18:1 cis 12

mixpg47+24 1+22 6 ll#1790 RT: 44.38 AV:1 SB: 294 40.79-43.80,44.70-48.40 NL: 2.25E4

T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C18:1cis 11
mixpg47+24_1+22_6_Il #1814 RT: 4493 AV: 1 SB: 257 42.49-4456 ,45.37-49.17 NL: 1.81E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C18:1¢cis 9

mixpg47+24_1+22_6_ll#1851 RT: 45.78 AV: 1 SB: 198 43.98-45.32,46.24-49.41 NL: 1.44E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C18:1 cis 6

mixpg4a7+24_1+22_6_ll #1897 RT: 46.81 AV: 1 SB: 338 41.48-46.18,47.25-50.30 NL: 1.26E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C18:2 cis 9,12

mixpg4a7+24_1+22_6_ll#2138 RT: 5245 AV:1 SB: 229 49.48-51.84,52.87-55.85 NL: 6.64E3
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C19:0

mixpg4a7+24_1+22_6_l #2486 RT: 60.62 AV: 1 SB: 229 49.48-51.84,52.87-55.85 NL: 2.52E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C20:0

mixpg4a7+24_1+22_6_ll #2862 RT: 69.38 AV: 1 SB: 229 49.48-51.84 ,52.87-55.85 NL: 5.42E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C20:1 cis 13

mixpg4a7+24_1+22_6_ll #2886 RT: 69.93 AV: 1 SB: 229 49.48-51.84,52.87-55.85 NL: 4.73E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C20:1 cis 11

mixpg47+24_1+22_6_ll#2901 RT: 70.28 AV:1 SB: 88 69.24-70.14,70.45-71.54 NL: 1.26E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C20:1cis 8

mixpg4a7+24_1+22_6_ll #2926 RT: 70.86 AV:1 SB: 73 69.72-70.61,71.11-71.88 NL: 5.75E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C21:0

mixpg4a7+24_1+22_6_ll #3145 RT: 75.97 AV:1 SB: 73 69.72-70.61,71.11-71.88 NL: 4.45E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C22:0

mixpg47+24_1+22_6_ll #3412 RT: 82.16 AV:1 SB: 73 69.72-70.61,71.11-71.88 NL: 6.25E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C22:1 cis 13

mixpg47+24_1+22_6_ll #3460 RT: 83.30 AV: 1 SB: 73 69.72-70.61,71.11-71.88 NL: 5.43E4
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C23:0

mixpg47+24_1+22_6_ll #3722 RT: 89.38 AV: 1 SB: 73 69.72-70.61,71.11-71.88 NL: 2.89E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C24:0

mixpg47+24_1+22_6_lll #4122 RT: 98.64 AV:1 SB: 87 88.30-89.11,89.67-90.85 NL: 2.76E5

T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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mixpg47+24_1+22_6_lll #4179 RT: 99.94 AV: 1 SB: 54 99.02-99.69,100.23-100.74 NL: 2.37E4

T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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EMAG C24:1

mixpg47+24_1+22_6_ll #4214 RT: 100.74 AV:1 SB: 101 98.95-100.29 ,101.06-102.00 NL: 2.63E5
T: + ¢ Full ms [40.00-650.00]
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