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RESUMO

A composicao quimica de peixes amazoénicos € uma probleméatica moderna por
possuir componentes variaveis em funcdo de condicdes ambientais, sendo,
portanto, imperativo uma abordagem analitica capaz de proporcionar dados
robustos relativos a sua composicdo lipidica. Nesse contexto, o tambaqui
(Colossoma macropomum) € um dos mais consumidos na regido e mais
produzidos no pais, possuindo grande impacto na economia, entretanto, mesmo
com grande valor, ainda possui escassos estudos quanto a sua composicao
lipidica. Com isso, 0 presente projeto teve como objetivo contribuir com uma
abordagem analitica holistica para lipidios do tambaqui. Inicialmente, individuos
de ambientes de manejo e selvagem foram adquiridos na feira municipal da
Manaus Moderna e submetidos ao método Bligh & Dyer de extracao de lipidios
totais. Uma parte do extrato foi submetida ao processo de hidrolise e
derivatizacdo, sendo posteriormente analisada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) a fim de determinar o teor dos
principais acidos graxos (FAMES). Outra parcela do extrato bruto foi submetida
a fracionamento através de técnicas de extracdo em fase sélida (SPE) visando
a obtencéo de lipidios neutros, os quais foram analisados por infusdo direta no
espectrobmetro de massas (DIMS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS) operando em fase reversa
ndo aguosa. Como resultado da analise de GC-MS foram determinados 6
FAMEs principais, relativos aos &cidos graxos palmitico (C16:0), palmitoleico
(C16:1n-7), estearico (C18:0), oleico (C18:1n-9), linoleico (C18:2n-6) e gondoico
(C20:1n-9), totalizando mais de 80% da composicao de acidos graxos dos peixes
de manejo e selvagem. Por outro lado, foi observado um teor de acidos graxos
totais significativamente maior para o tambaqui de manejo (38,9 mg/g de filé) em
comparacao ao tambaqui de selvagem (1,1 mg/g de filé). Finalmente, através
das andlises de DIMS e HPLC-MS da fracdo de lipidios neutros, encontrou-se
um perfil majoritariamente composto por TAGs, tais como LLO/LOL e PLnO,
sendo este coerente com a presenca de acido linoleico, oleico, palmitico e
estedrico, o que corrobora com os dados encontrados através da analise GC-
MS. Assim, a metodologia proposta para esse trabalho se mostrou eficiente na
avaliacao abrangente do perfil de lipidios de tambaqui.

Palavras-chave: Peixes Amazobnicos, Oleo, triacilglicerideos, acidos graxos,
cromatografia.



ABSTRACT

The chemical composition of Amazonian fish is a modern problem due to variable
components depending on the environmental conditions, therefore, an analytical
analysis capable of providing robust data on their lipid composition is essential.
In this context, tambaqui (Colossoma macromum) is a composition of the same,
has resources in the region and more country, has a great impact on the
economy, however it has great value, still scarce in terms of its lip composition.
With this, the project aims to contribute with a holistic analytical approach to
tambaqui lipids. The management environments were acquired at the Manaus
Moderna municipal fair and selected using the Bligh & Dyer method of receiving
total lipids. A part of the mass extract and derivation to the hydrolysis process,
being a hydrolysis spectrum in order to determine the content of the main fatty
compounds (FAMES). Another raw portion was sent to a fractionation via high
efficiency emission, no phase lip spectrometry, and direct emission analysis
chromatography, and mass coupled high efficiency emission analysis
chromatography (HPLC-MS) operating in phase. non-aqueous reverse. As a
result of the GC-MS analysis, 6 main FAMEs were determined, related to palmitic
(C161n-7), palmitoic (C161n-7), stearic (C18:0), oleic (C18:1-9), linoleic (
C18:2n-6) and gondoic (C20:1n-9), totaling more than 80% of the organic fish
composition of management and wild fish. On the other hand, a significantly
higher total fat content was observed for the handling tambaqui (38.9 mg/qg fillet)
compared to the fillet tambaqui (1.1 mg/g fillet). Through the alternatives of DIMS
and HP from the list of lipids, oleic and palmitic mostly, which is composed of a
presence of linoleic acid/such as LLO/LOL and PLnO, which is consistent with
the presence of linoleic, oleic, palmitic and stearic acid. which corroborates the
data found through the GC-MS analysis. Thus, the methodology proposed for
work proved to be efficient in the comprehensive evaluation of the lipid profile of
tambaqui.

Keywords: Amazonian fish, oil, triacylglycerides, fatty acids, FAMES.
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1  INTRODUCAO

Diante de uma biodiversidade grandiosa na Regidao Amazoénica com uma
abundancia de espécies nativas, a bacia hidrogréfica amazonica abriga recursos
indispensaveis para o desenvolvimento local, sendo portadora de um
ecossistema aquatico complexo de rios e peixes com caracteristicas variadas,
desta forma, atrai grande atencdo global como fonte promissora de recursos
hidricos (GOULDING & CARVALHO, 1982).

Uma das consequéncias de tal riqueza é possuir a maior ictiofauna de
peixes de agua doce do mundo. Dada sua diversidade, dentre muitos peixes
disponiveis, o tambaqui (Colossoma macropomum) chama atencao por ser um
peixe robusto capaz de sobreviver em ambientes desfavoraveis, o que faz dele
um excelente animal para piscicultura e seu manejo é uma das atividades de
grande propulsado na regido dado suas caracteristicas de grande aceitacéo pelo
mercado, justificando sua grande producao no Brasil (VAL, SILVA & ALMEIDA-
VAL, 1998).

O mercado de peixes de origem amazbnica é crescente, onde, se
apresenta com uma demanda cada vez maior. O tambaqui como segundo mais
produzido modernamente, é o grande alvo amazdénico desse mercado complexo
que inclui cadeias produtivas globais. A crescente demanda propde novos
desafios como critérios de controle de qualidade, necessitando o
estabelecimento de padrbes rigorosos no comercio global de pescado contendo
além de parametros de seguranca como exposicdo desse pescado a metais
pesados, pesticidas ou como indicador de qualidade nutricional do pescado
direcionado ao consumidor (JIMENEZ et al., 2021).

Os lipidios sao de grande importancia biolégica uma vez que atuam como
fonte energética no seu metabolismo. Os principais que desempenham essa
funcdo séo os triacilgliceréis que séo estruturas formadas por 3 unidades de
acidos graxos ligadas a 1 unidade de glicerol (FAHY et al., 2005). Os peixes
possuem um maquinario enzimatico de grande impacto na regulacdo metabdlica
e modificagdo de seus acidos graxos, especialmente devido a transformacao dos

acidos graxos poliinsaturados do grupo n-6 e n-3 que ocorre decorrente a sua
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alimentacdo, em que seu balanco é fundamental como par@metro da regulacao
de processos fisiolégicos em animais (TOCHER, 2010).

O desenvolvimento de uma abordagem robusta suficientemente capaz de
fornecer informacdes satisfatérias relativas a composicao lipidica de peixes &
uma problemética moderna, e ao mesmo tempo um imperativo para se
compreender a real natureza da matriz estudada. O que envolve etapas criticas
que devem ser consideradas para um estudo abrangente, como o adequado
preparo de amostra, que é uma das etapas chave, ainda pouco trabalhada em
abordagens lipiddmicas, e um dos meios para isso é empregar materiais de facil
acesso em um laboratério de produtos naturais, que possua a capacidade de
extrair quantidades representativas de lipidios da amostra em quantidades
satisfatorias (JING et al., 2013).

O fracionamento do extrato lipidico bruto € uma possibilidade frente a
possivel diversidade de grupos lipidicos polares e neutros presentes na amostra
com natureza quimica distinta, o que implica no ambito do estudo, que conduz
ao uso de instrumentacao analitica apropriada e a sua destinacao as técnicas de
separacdes mais eficazes para cada situagao.

A espectrometria de massas é uma poderosa ferramenta para a
compreensao de lipidios em seus diversos niveis. Quando aplicada de forma
unitaria por infusdo direta no espectrémetro de massas (DIMS), é capaz de
fornecer dados relativos ao perfil lipidico, conforme a peculiaridade das
diferentes tipos de fontes disponiveis para tal que resultam em respostas
diferentes, sendo, portanto, complementares. Entretanto, quando hifenada com
cromatografia gasosa (GC-MS), através da saponificacao/transesterificacdo da
amostra lipidica, pode fornecer o perfil de ésteres metilicos de acidos graxos que
a compdem, assim como quando hifenado a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-MS), é capaz de avaliar a composicao de triacilgliceroéis e sua
composicao de acidos graxos sem alterar a natureza original da amostra, bem
como entender a regioespecificidade de cada um quando a separacao ocorre
com éxito (MARZILLI et al., 2003).

Dada a caréncia de dados mais amplos relativos a tais componentes
lipidicos de peixes amazonicos, especialmente de tambaqui que € um dos mais
produzidos no pais, o estudo propde uma abordagem abrangente e integrativa
sobre a composicéo lipidica de tambaqui, a fim de fornecer dados para o
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entendimento de seus aspectos metabdlicos e fisiolégicos, bem como

nutricionais e de qualidade para o crescente mercado de peixes no mundo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amazonia e Recursos Hidricos

O bioma amazo6nico é largamente reconhecido como sendo portador de
uma exuberante biodiversidade, e a consequéncia direta deste fato, é a grande
preocupacao do mundo com a manutencao de seus recursos genéticos, uma vez
que tais recursos possuem um potencial imensuravel no desenvolvimento de
estudos, que possibilitam descobertas de impacto para a sociedade (LEES et al.,
2016; TUOMISTO et al., 1995). Dai surge a preocupacao em se demarcar areas
de reservas florestais proximos as areas urbanas, onde € possivel proteger tais
recursos genéticos de forma mais controlada e efetiva, simultaneamente ao
desenvolvimento de estudos para a melhor compreenséo dessa rica fauna e
flora, assim como fornecer valiosas substancias bioativas pertencentes ao bioma
(OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2020). Assim sendo, a conservacgao de
recursos hidricos também é de grande relevancia haja vista que esta passivel de
modificacdes antrépicas que podem influenciar parte de ecossistemas aquaticos
e terrestres que interagem mutuamente (CASTELLO et al., 2013).

A bacia hidrografica do Amazonas é a mais extensa rede hidrografica do
globo terrestre, contando com 25.000 km de rios, que possui 7 milhées de km?,
dos quais 3,8 milhdes estdo no Brasil. E formada por rios de diferentes
naturezas, como 0s de aguas brancas que incluem o Rio Solimées-Amazonas,
0 Rio Madeira, o Rio Purus e o Rio Jurua. Esses rios tém nascentes nas encostas
orientais dos Andes, possuem elevada quantidade de sais basicos e turbidez,
com aspecto barrento. Os rios de aguas escuras nascem nas terras baixas
amazobnicas, como o Rio Negro, que é portador de acidos humicos que sdo
formados pela matéria organica nao decomposta na serapilheira do solo, que
consequentemente, sdo lixiviados para os riachos, € pobre em nutrientes e de
baixo pH (4,4-4,9). E os rios de aguas claras como Tocantins, Xingu, Tapajos
tém uma ampla gama de valores de pH, embora haja excecdes, séo geralmente
muito pobres em nutrientes (GOULDING & CARVALHO, 1982).

Cada rio possui um regime sazonal de subida e descida do nivel da &gua,

e isso impacta as vegetacdes que compdes as margens, onde diferentes regides
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de divisa sao formadas entre superficie terrestre e rios, como areas alagadas
(varzea e igap0), ainda com os diferentes tipos de aguas que compde o0s rios, e
suas caracteristicas fisico-quimicas préprias ao longo de sua extenséo. A bacia
amazonica é detentora da ictiofauna mais rica do mundo, compreendendo uma
grande parte da diversidade das familias de peixes conhecidas no globo
(BOGOTA-GREGORY et al., 2020; VAL et al., 2010).

Figura 1. Bacia hidrografica amazénica e seus rios.

Fonte: adaptado de Goulding & Carvalho (1982).

2.2 Peixes Amazonicos

O bioma aquatico dispde de uma enorme variedade de peixes, tal riqueza
poderia ser explicada pela dimenséo da bacia, caracteristicas distintas dos rios
que a compde e seu dinamismo. Os peixes pertencentes as ordens dos
Characiformes e Siluriformes (bagres) representam a maior parte com 1200 e
1000 respectivamente de espécies amazobnicas. O total de espécies chega a
2257, onde 1248 dessas sdo endémicas da regido amazonica, isto €, constituem
cerca de 15 % da ictiofauna de agua doce do mundo e cerca de 80% da
ictiofauna brasileira (VAL, SILVA & ALMEIDA-VAL, 1998; OBERDORFF et al.,
2019).

Peixes nativos como o jaraqui (Semaprochilodus sp.), curimata

(Prochilodus nigricans), matrinxa (Brycon sp.), pirarucu (Arapaima gigas) e
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tambaqui (Colossoma macropomum) (Figura 2) sado de grande importancia para
a regido, se destacando pelo seu valor de mercado devido seu peso, tamanho,
sabor ou abundancia (ARIDE, ROUBACH & VAL, 2004). O pirarucu por
exemplo, pertencente a ordem dos Osteoglossiformes, pode alcancar 3 metros
de comprimento e pesar proximo dos 250 kg, sendo considerado um peixe
gigante da Amazonia. Pode ainda ser conhecido como “bacalhau brasileiro” por
possuir um filé com 6tima aceitacdo no mercado. E um peixe capaz de suportar
baixa disponibilidade de oxigénio devido sua respiracdo aérea, além de sua alta
taxa de crescimento, no entanto, possui uma laténcia de resposta fisioldgica
frente a um ambiente de estresse (BRANDAO, GOMES & CHAGAS, 2006;
SAINT-PAUL, 1986).

Figura 2. llustracdo dos peixes a. curimatd, b. tambaqui, c. matrinx&, d. jaraqui, e. pirarucu.

Fonte: adaptado de Saint-Paul (1986).

Os peixes sao fontes alimenticias de extrema importancia na Amazonia
para muitas comunidades ribeirinhas que se utilizam da pesca de subsisténcia
para consumo proprio. Por outro lado, a préatica da pesca comercial se utiliza da
captura do pescado para ser destinado ao comércio com finalidade de obtencéo
de renda por parte dos pescadores, esse pescado capturado pode ser destinado
ao mercado local ou ser destinado aos entrepostos de pescado para seu
beneficiamento e exportagao, incrementando a economia da regido (FREITAS &
RIVAS, 2006).

Além do extrativismo, no mercado global a piscicultura possui papel

importante na producdo de pescado na América Latina. Na ultima década, os
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principais paises que se destacaram na producdo total do continente foram Peru
pelo extrativismo, Chile pela salmonicultura e o Brasil por sua aquicultura
continental. Esse ultimo conquistando interesse pela diversidade e potencial de
peixes nativos especialmente com o tambaqui e seus hibridos (Piaractus
mesopotamicus x C. macropomum) e (C. macropomum X Piaractus
brachypomus) que vem contribuindo cada vez mais sobre a producdo da
piscicultura nacional atras apenas das tilapias conforme a Figura 3 (VALLADAO,
GALLANI & PILARSKI, 2018).

Figura 3. Dados de producéo histdrica de peixes de piscicultura no Brasil de 1977 até 2013.
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Fonte: adaptado de Valladéo, Gallani & Pilarski (2018).

A destinacao dessa producao vai para além do peixe fresco, mas também
seus subprodutos como cabecas, caudas e bexigas natatérias que vem
crescendo e alcancaram o numero de mais de 700 toneladas desses
subprodutos de peixes exportados no ano de 2020, onde quase sua totalidade é
destinada ao mercado Chines (JIMENEZ et al., 2021).

2.2.1 Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)

O tambaqui € um teledsteo pertencente a ordem dos Characiformes, a
subfamilia Serrasalminae dentro da familia Characidae, com formato romboidal
€ considerado o segundo maior peixe de escama da América latina, chegando a
alcancar 90 cm de comprimento e a pesar 30 kg (SANTOS et al., 2013). E
detentor de uma combinacao especifica de dentes molariformes capaz de

esmagar castanhas e sementes de frutos, sendo uma espécie onivora que



21

possui habito alimentar variado conforme a sazonalidade do regime de aguas,
gue pode ser associado a frutos de espécies vegetais de areas alagadas em
regime de cheias, e em regime de seca principalmente zooplancton. As principais
espécies de frutos a jauari (Astrocaryum jauari) e a seringa-barriguda (Hevea
spruceana) séo as de maior prevaléncia no consumo dos tambaquis que chegam
a exercer uma presséo de 220 kg/cm? para o inteiro trituramento do fruto, qguando
ndo, sao ingeridos inteiros e o peixe atua como agente de dispersédo a longa
distancia (DA SILVA; PEREIRA-FILHO & DE OLIVEIRA-PEREIRA, 2000).

Conta com uma fisiologia robusta, resistindo a condi¢cdes de ambientes
aguaticos de hipdxia e alta acidez, é capaz de suportar aguas com pH 4 sem
grandes impactos sobre parametros de excrecdo de amonia, fluxos acido-base,
status A&cido-base interno, gases sanguineos e indicadores de estresse
plasmatico como cortisol, glicose, lactato (WOOD et al., 2018).

Dentre algumas caracteristicas importantes possui alta taxa de
crescimento em funcdo de sua boa conversado alimentar especialmente com a
quantidade e tipo de alimentacdo satisfatéria, é resistente a doencas com
densidade relativamente baixa de parasitos. Além da boa adaptabilidade a
variacbes ambientais apresentando algumas modificacdes fisiologicas em
funcdo das mudancas do seu micro-habitat como disponibilidade de oxigénio, pH
da agua, fonte nutriente, tornando exitoso e com alta produtividade seu manejo
em ambientes controlados (CLARO-JR et al., 2004; MEROLA & PAGAN-FONT,
1988; CHAGAS et al., 2007).

O sistema de cultivo intensivo (canal de igarapé) e semi-intensivo (viveiro)
expbe certas peculiaridades da espécie, que possui boa adaptacdo a
ecossistemas Iénticos, permanecendo em areas alagadas de varzea quando na
fase juvenil, onde cresce e se alimenta de zooplancton, frutas e sementes. Na
fase adulta faz a migracao reprodutiva e tréfica para o canal principal do rio. Em
sistema semi-intensivo alcanca um maior crescimento chegando a triplicar seu
peso, devido a maior disponibilidade de fontes alimentares naturais, pois se
utiliza de seu eficiente aparelho filtrador que o permite capturar zooplancton
presentes nas aguas. No sistema intensivo tem maior gasto energético afetando
seu percentual de gordura (ARBELAEZ-ROJAS, FRACALOSSI & FIM, 2002;
SANTOS et al., 2013).
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O tambaqui € uma das espécies mais populares e consumidas da Regiéo
Amazobnica, e é 0 segundo peixe com maior producao no Brasil. E com isso, 0
padréao de exigéncia do comércio exterior para além de ganhos de escala, requer
a adoc¢ao de tecnologias modernas que utilizam a avaliagdo de parametros de
qualidade como seguranca, frescor, atributos fisicos, integridade e valor
nutricional que sédo de grande relevancia na competitividade sistémica de
cadeias produtivas globais. Nestas, 0os aspectos quimicos se destacam pois
estdo diretamente relacionados com tais parametros, e avalid-los € uma
ineréncia para assegurar um padréo de qualidade exigido pelo comercio global
(PEDROZA FILHO et al., 2016; JIMENEZ et al., 2021; ABABOUCH, 2006;
DOWLATI, DE LA GUARDIA & MOHTASEBI, 2012).

2.3 Composicdo quimica de peixes

A andlise quimica de alimentos prop6e compreender 0s constituintes dos
alimentos para diferentes ambitos, como avaliar qualitativa ou quantitativamente
a presenca de contaminantes na matriz, o seu perfil nutricional, além de também
avaliar componentes relacionados a parametros de qualidade sensorial para o
consumidor. Em peixes, avaliagdes quimicas sdo um imperativo para assegurar
um perfil de qualidade e seguranca a ser perseguido (HAARD, 1992). Na
Amazobnia especialmente, o monitoramento de contaminantes tais como metais
pesados como mercurio e pesticidas como diclorodifeniltricloroetano (DDT) em
regides como a reserva Samuel na bacia amazonica sao relevantes objetos de
estudos (DA SILVA RABITTO et al., 2011). Por outro lado, a degradacédo de
bases volateis nitrogenadas como a trimetilamina, que estdo associadas com o
frescor do pescado, também é um importante pardmetro a ser analisado no
ambito do controle de qualidade (WU & BECHTEL, 2008).

Peixes sdo animais com composi¢cdo quimica complexa, possuem agua,
carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas, minerais e compostos nitrogenados
nao proteicos em propor¢des variadas. Os principais componentes de peixe s&o
agua, proteinas e lipidios, podendo variar bastante dependendo da parte do
animal (VEGUNOPAL & SHAHIDI, 1996).
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2.3.1 Lipidios

Os lipidios séo estruturas organicas caracterizadas pela insolubilidade
total ou parcial em agua, sendo, portanto, soluvel em solventes organicos. Tal
definicdo é capaz de englobar uma quantidade de moléculas extremamente
variadas em tamanho, complexidade e funcionalidade. Podem ser classificados
de forma geral em 8 grupos principais; acilas graxas, glicerolipidios,
glicerofosfolipidios, esfingolipidios, esterdis, prendis, sacarolipidios e
policetideos (FAHY et al., 2005). A classificacédo descrita pertence ao sistema de
classificacdo abrangente para lipidios, em que se categoriza os lipidios em
hidrofobicos e anfipaticos. Através do sistema de banco de dados designado
LIPID MAPS, estdo disponiveis estruturas depositadas em cada classe, as acilas
graxas, glicerolipidios, glicerofosfolipidios e esterdis sdo os de maior quantidade
de estruturas depositadas, sendo também os mais abundantes e frequentemente
encontrados no tecido muscular de peixes (FAHY et al., 2009; SARGENT &
TOCHER, 2003).

As acilas graxas compdem um grupo de estruturas de diferentes
tamanhos de cadeias carbbnicas, geralmente lineares e com namero par de
carbonos, que podem conter funcionalidade ciclica ou n&o, heteroatomos e
diferentes graus de insaturacdes. Dentre elas, os &cidos graxos sdo uma
subclasse das mais relevantes, pois constituem duas outras classes, 0s
triacilglicerois (glicerolipidios) e os fosfolipidios (glicerofosfolipidios). Os acidos
graxos possuem uma nomenclatura padrao para representacéo de sua estrutura
do tipo Ca:b, onde “a” é o numero de carbonos do &cido graxo e “b” € o seu
namero de insaturacdo, que em caso da presenca de insaturacdo, pode ser
classificado pelo sistema 6émega (n-x), em que “x” é a indicacdo do primeiro
carbono com insaturacdo em relacdo ao carbono metilico do acido graxo. Por
outro lado, a identificacdo de um triacilglicerol (TAG) se da pelo uso de uma sigla
contendo 3 letras em maiusculo do tipo XYZ referentes a identificagdo de cada
acido graxo e sua posi¢do na molécula, onde as letras “X” e “Z” representam as
posicoes sn-1/3 e a letra “Y” representa a posigcdo sn-2. A figura 4, ilustra a
estrutura do acido graxo do tipo C18:1n-9, do triacilglicerol PPP que possui 3
unidades de &cidos palmiticos ligados em uma molécula de glicerol, e um

fosfolipidio, contendo duas unidades de acidos graxos ligados a uma unidade de
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glicerol, e em uma de suas extremidades (sn-1/3) contendo um grupo fosfato que
podera estar ligado ou ndo a um grupo radical (R) conferidor de polaridade a
estrutura como a colina, inositol, etanolamina ou serina (FAHY et al., 2005;
SARGENT & TOCHER, 2003).

Figura 4. Estruturas de acido graxo C18:1n-9 (a) triacilglicerol PPP (b) e fosfolipidio (c).
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A maior parte dos lipidios que constituem fontes alimenticias consistem
nesses ésteres de acidos graxos com glicerol, que podem ser mono, di ou
triacilgliceraois, especialmente o ultimo encontrado em maior abundancia. Outros
lipidios dessas fontes também s&o ésteres como fosfolipidios, glicolipidios e
ésteres de colesterol. No entanto, alguns dos componentes ndo sao
saponificaveis tais como colesterol, esterdis vegetais, colecalciferol,
carotendides, tocdis entre outros. Estes, podem ser isolados através de hidrolise
alcalina como subproduto no processo de saponificacdo, sendo considerados
matéria insaponificavel (GURR, 1999; DEWICK, 2002).

Os peixes sdo principalmente compostos por fosfolipidios, triacilgliceréis
e esterdis, os triacilglicerois desempenham funcéo de reserva energética sendo
aumentado no musculo em funcdo da natureza do percentual lipidico de cada
peixe. Os peixes podem ser classificados conforme o seu percentual de gordura
corporal, em magros o percentual deve estar abaixo de 2%, em gordos ha
diferentes faixas, os de baixa que esta entre 2-4%, os de média entre 4-8% e 0s
de alta gordura corporal acima de 8% (ACKMAN, 1994).

Em peixes magros como o bacalhau (Gadus spp.) que possuem menos

de 2% de lipidios totais, as propor¢des de fosfolipidios tendem a ser maiores no
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file em relacdo a peixes gordos, podendo chegar até a 90% da composicao total
de lipidios (MORADI et al., 2011). Certos tipos de peixes de agua doce como 0s
da ordem Perciformes da familia Channidae, possuem o filé contendo 72% de
lipidios neutros, 25% de fosfolipidios e 3% de glicolipidios, com triacilglicerois
respondendo por 92% do lipidio neutro. A fosfatidilcolina (PC) e a
fosfatidiletanolamina (PE) representaram 65% e 28%, respectivamente, dos
fosfolipidios (HENDERSON & TOCHER, 1987). Embora seja reportado que o
tambaqui, possua um teor de gordura corporal em torno de 6% com a
predominancia de 90% de lipidios neutros, a sua composi¢ao apenas foi descrita
em termos de perfil de 4cidos graxos, tais estudos sdo escassos e insatisfatorios
frente a importancia econémica desse pescado e a variabilidade natural de
peixes em funcdes do ambiente, necessitando uma abordagem abrangente para
sua avaliacao (MAIA & RODRIGUEZ-AMAYA, 1992).

2.4  Sintese lipidica & Aspectos fisioldgicos

O metabolismo de sintese lipidica para producdo de acidos graxos em
peixes, assim como em outros animais ocorre a partir de precursores nao
lipidicos, através da carboxilagédo da acetil-CoA se tornando malonil-CoA através
da reacdo de Claisen, em seguida, a mesma sofre uma sequéncia de
condensacfes e reducdes com unidades de acetil-CoA, que se repetem
ciclicamente até a formacédo de uma molécula de acido graxo (Figura 5). Apos a
sintese citosélica de acidos graxos, estes sao transferidos até o reticulo
endoplasmatico, onde ocorrerd o processo de esterificacdo de acidos graxos
com unidades de glicerol formando assim os fosfofolipidios e triacilglicerideos
(HENDERSON, 1996).

Nos peixes de agua doce, os acidos graxos encontrados podem ser de
origem endogena ou dietética, e assim como 0s vertebrados, eles ndo séo
capazes de produzir acidos graxos poliinsaturados, tais como os acidos linoleico
(LA) e alfa-linolénico (ALA), que sdo modificados através de processos mediados
pelas enzimas elongases e desaturases. Para isso, a fonte de alimentacéo tem
papel importante na biossintese de acidos graxos n-3 e n-6, uma vez que a partir
dela o peixe possui um maquinario enzimatico capaz de converter tais acidos

graxos em outros como Acido araquidénico (ARA) além dos Acidos
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eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) que sédo considerados
acidos graxos essenciais, pois ndo sao sintetizados, sendo a alimentacéo a Unica
fonte possivel (MONROIG, TOCHER & CASTRO, 2018; TURCHINI & FRANCIS,
2009).

Figura 5. Mecanismo biosintético de acido graxo; (1) Processo de condensacéo e reducdo a
partir de maloil-CoA (2) Ciclos até formacao de palmitato.
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Fonte: adaptado de Nelson & Cox (2005).

Ha indicios de diferenciacdo na prevaléncia da ativacdo dessas vias
metabdlicas biossintética de elongacédo e dessaturacao em peixes de agua doce
e marinhos. Em que peixes de ambiente marinho possuem menor ativagéao
dessas vias, e isso possivelmente se da em virtude de sua alimentacdo em
grande parte carnivora de peixes marinhos contendo fontes mais ricas em EPA
e DHA, contrariamente a alimentacdo de peixes de &gua doce onde a
alimentacao € herbivora/onivora sendo estas mais ricas em LA e ALA (TOCHER
& GHIONI, 1999). Por outro lado, estudos recentes em tambaqui demonstraram
a presenca de maquinario enzimatico para sintese de acidos graxos essenciais,
pela presenca de desaturase e elongases (Fads2, Elovi2 e ElovI5) que permitem
a conversdo de LA e ALA em acidos graxos bioativos ARA, EPA e DHA. Com a
expressao de elongases (Elovl4a e Elovl4b), se mostrou capaz de sintetizar
acidos graxos de 36 carbonos e polienos de 34 carbonos, que ja foram
reportados em cérebro e olhos de teledsteos, e ainda de contribuir na sintese de
DHA pela via de Sprecher (FERRAZ et al., 2019; FERRAZ et al., 2020).
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Como visto, a mudanca da composi¢do lipidica de peixes ocorre
naturalmente em funcdo do ambiente a qual estédo expostos. Em virtude disso, a
inducdo da mudanca do perfil lipidico através da alimentacdo em ambiente
controlado, onde trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) sofreram alteracao da
razdo de 4cidos graxos saturados/insaturados, quando alimentadas com 6leo de
camelina ricos em ALA, o que favoreceu o aumento dos niveis de acidos graxos
n-3 como o EPA & DHA, acidos graxos esses que Sao 0s principais componentes
ativos do 6leo de peixes (HIXSON, PARRISH & ANDERSON, 2014).

Figura 6. Vias metabdlicas de conversado de ALA (18:3n-3) e LA (18:2n-6) em DHA (22:6n-3) e
ARA (20:4n-6) respectivamente.
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Fonte: adaptado de Oboh e colaboradores (2017).

Os acidos graxos essenciais desempenham papel no controle e regulacao
do metabolismo celular e fisiologia animal, especialmente devido a atuacédo de
dioxigenases sobre a oxidacdo de ARA e EPA, onde séo produzidos hormonios
autocrinos de meia vida curta e eicosandides bioativos, que possuem funcdes
variadas que impactam sobre processos inflamatorios, coagulacéo sanguinea e
resposta imune (TOCHER, 2010).

Assim como em peixes, 0s humanos sdo em grande parte afetados pela
composicéo lipidica da dieta, em dietas modernas com cereais ricos em n-6 e
pobres em n-3 compondo a base da piramide alimentar, afetando o equilibrio
desses acidos graxos no organismo (SIMOPOULQS, 2002). Uma dieta rica em
n-3 possui efeitos no desenvolvimento neural de criancas que possuem grande

demanda fisiologicas, pois mamiferos possuem grande quantidade de n-3 no
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cérebro e retina (KHALILI TILAMI & SAMPELS, 2018), além de seu efeito sobre
a fisiologia cardiaca, contribuindo na fluidez das membranas plasmaticas e na
manutencao das funcdes cardiacas (ENDO & ARITA, 2016).

Figura 7. Oleo de peixe e a estrutura dos seus acidos graxos EPA & DHA.

Oleo de peixe

2.5 Andlises quimicas em lipidios

Houve um grande progresso nas uUltimas décadas na disponibilizacédo de
ferramentas para a compreensdao mais abrangente de dados a respeito da
composi¢ao qualitativa e/ou quantitativa de amostras bioldgicas incluindo peixes,
devido a sua composi¢cao complexa e variavel. A instrumentacao analitica € uma
das mais poderosas ferramentas especialmente a espectrometria de massas
que possui papel central nesse contexto, que ainda pode se apresentar em
sistemas hifenados, o que aumenta a abrangéncia da analitica possibilitando

uma visdo mais holistica sobre a matriz investigada (JING et al., 2013).

2.5.1 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) é uma ferramenta extremamente
potente e funcional em analises lipidicas, sendo capaz de fornecer informacgdes
estruturais relevantes para diferentes classes de lipidios, nesse ambito é
possivel utilizar diferentes fontes como a de ionizacdo por elétrons (El), onde é
possivel avaliar ésteres metilicos derivados de acidos graxos oriundos de
diferentes fontes, em que nesse caso, € mais comumente encontrado acoplado

ao cromatografo gasoso. Importante ainda € o uso de fontes de ionizacéo
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branda, onde se destacam APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) e
ESI (Electrospray ionization), em que se torna possivel a analise de lipidios de
diferentes naturezas como triacilglicerideos e fosfolipidios (MURPHY, FIEDLER
& HEVKO, 2001). Embora também sejam fontes utilizadas acopladas a
cromatdgrafos liquidos, h4 em grande parte também o uso da infusdo direta
(DIMS), que possuem uma grande vantagem que € a rapida e econémica analise
do perfil lipidico onde é possivel avaliar diferentes classes presentes nas
amostras (SHON et al., 2015; LISA et al., 2017).

As fontes de ionizag&do branda descritas anteriormente sdo designadas
como API (Atmospheric Presssure lonization) e representaram um grande
avanco, pois aumentaram a abrangéncia da espectrometria de massas para
andlises de biomoléculas, uma vez que se tornou possivel a ionizacao
multicomponente de tragos com alta sensibilidade em amostras ambientais a
nivel subpicométrico (CARROLL et al., 1981).

Em andlises lipidicas ambas as fontes sdo aplicadas com éxito, mas
particularmente a ESI € uma fonte largamente aplicada em biomoléculas, possui
grande abrangéncia por ser capaz de ionizar moléculas de baixa a alta massa
molecular, apesar de ser uma fonte mais proeminente eficaz na ionizacao de
compostos de alta polaridade, sua utilizacao abrangente em analises lipidicas se
justifica pelo uso de sais na deteccao de adutos em analises de lipidios neutros.
Em grande parte, sdo sais de sddio, litio e ambnio que s&o frequentemente
empregados no uso da técnica (HSU & TURK, 1999). Por outro lado, a APCI nédo
é tao difundida em biomoléculas por suas limitacdes relativas a compostos de
alta polaridade e massa molecular, entretanto, em analises lipidicas possui
grande valor, uma vez que diferente de ESI ndo requer uso de sais como aditivos
para deteccdo dos ions, gerando boas respostas na andlise, além de gerar
fragmentacao de fonte que contribui na caracterizacdo em analises preliminares
(BYRDWELL, 2001).

A caracterizacdo estrutural de triacilglicerdis por MS € de grande
relevancia, pois com a fragmentacao (MS/MS) é possivel avaliar a presenca de
ions de diacilglicerdis [M - RCOz2]* no espectro, com perdas neutras associadas
a acidos graxos, onde a propensao dos grupos de saida sdo derivados da
posicdo (sn-1/3) que sofrem eliminacdo mais facilmente que os acidos graxos

presentes na posicao (sn-2), sendo possivel dessa maneira, a obtencdo de
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dados com implicacdes regiosseletivas na aplicacao da técnica (MARZILLI et al.,
2003).

2.5.2 Sistemas hifenados

Até entdo a espectrometria se mostrou uma ferramenta poderosa em
andlises lipidicas, no entanto, existem algumas limitagdes da técnica no modo
DIMS como a supresséo ibnica em decorréncia de um efeito de matriz no
processo de ionizacdo em amostras bioldégicas de alta complexidade.
Especialmente quando ndo héa tratamento prévio acaba sendo uma impertinéncia
grave para 0 processamento e interpretagdo dos dados, o que torna tal
abordagem analitica por si s6 insatisfatéria. Com isso, os sistemas hifenados se
apresentam como a solucao potencial a tal problematica, uma vez que hifenado
(acoplado) com sistemas cromatograficos, a espectrometria de massas obtém
incrementos de resolucéo, sensibilidade e seletividade (MAURER, 2006; LIN et
al., 2010).

A cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), séo técnicas que quando acopladas com o espectrometro de massas
formam sistemas hifenados capazes de analisar com eficiéncia amostras de alto
grau de complexidade. Em um sistema GC-MS a principal aplicacdo é na
separacao de ésteres metilicos na analise do perfil de acidos graxos, em que é
possivel separar e quantificar através do modo seletivo de ions, a presenca de
componentes como EPA e DHA em dleo de peixe (YI et al., 2014). Por outro
lado, em um sistema (HPLC-MS) hé sistemas de elui¢céo variados na separagao
cromatografica, onde é possivel ser adaptado conforme a classe avaliada. Na
analise de colesterol e seus produtos de oxidacdo em tecidos de peixes por
exemplo, é possivel um método operando em fase normal de eluicdo, com boa
eficiéncia cromatografica (SALDANHA et al., 2006;). Aléem das possibilidades
descritas, uma caracteristica marcante de tais sistemas hifenados é a separagéo
de isbmeros, como os de triacilgliceréis analisados em fase reversa ndo aquosa
(NARP) presentes em amostra lipidica, que ndo seria evidenciado na analise
DIMS sem uma separacéao prévia (SEGALL et al., 2005).

Uma abordagem muito empregada modernamente € a lipiddémica, que &

“Aa

um conceito novo em construgdo advindo das ciéncias “Omicas”, voltado a
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andlise lipidica que possui uma diversidade de aplicacdes e ambitos, com
abordagens analiticas das mais variadas. Dentre elas, a DIMS é utilizada como
lipiddmica “shotgun”, apesar disso, em grande parte as abordagens lipidémicas
se utilizam sistemas hifenados, especialmente HPLC-MS operando
frequentemente em fase reversa de eluicdo (LI et al., 2011). Embora a
instrumentacdo analitica possua papel central em aplicacbes modernas, o seu
avanco com o passar dos anos, possibilitou uma visdo mais holistica sobre a
quimica de alimentos com diversidade de aplicacdes. O estabelecimento do
procedimento de preparo de amostra possui fundamental importancia, e € um
ponto onde ainda carece de procedimentos abrangentes que garantam a fiel
reproducdo da composicéo lipidica da matriz nos dados obtidos (WU et al.,
2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir com o conhecimento quimico acerca da composic¢éao lipidica do
tambaqui (Colossoma macropomum) através de uma abordagem analitica

abrangente.

3.2 Objetivos Especificos

Produzir extratos brutos de tambaquis de ambientes selvagem e de
manejo, utilizando método capaz de extrair as classes lipidicas presentes no
peixe.

Realizar fracionamento do extrato bruto utilizando extracdo em fase solida
(SPE).

Avaliar o perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMES) e
quantificd-los pelas analises de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (GC-MS).

Avaliar o perfil lipidico por infusdo direta no espectrometro de massas
(DIMS).

Avaliar a composicao lipidica através de analises por cromatografia

liguida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de massas (HPLC-MS).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Técnicas cromatogréficas & espectrométricas

4.1.1 Extracao em fase solida (SPE)

Empregou-se pipeta pasteur de vidro ponta curta como coluna suporte, de
15 cm de comprimento e de 2 ml de capacidade volumétrica, que foi empacotada
com fase estacionaria composta por silica gel 60 (Merck®) com granulometria
entre 70 e 230 mesh (63 e 200 ym).

4.1.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A analise por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) foi realizada no laboratério de cromatografia gasosa (LABCG)
da Central Analitica (UFAM), utilizando um cromatografo modelo TRACE GC
ULTRA acoplado a um espectrometro de massas, modelo 1SQ (Thermo

Scientific), e equipado com injetor automatico modelo TriPlus RSH.

4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (HPLC-MS)

A andlise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-MS) foi realizada no laboratério LABCEM da
Central Analitica (UFAM), utilizando o cromatdgrafo Acella® (Thermo Scientific),
acoplado a um espectrometro de massas (TSQ Quantum Access - Thermo

Scientific) equipado com fonte APCI.

4.1.4 Infuséo direta no espectrometro de massas (DIMS)

A andlise de Infusado direta no espectrometro de massas foi realizad no
laboratério LABCEM da central analitica (UFAM), empregando um

espectrometro do tipo triplo-quadrupolo (QqQ) modelo TSQ Quantum Access
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(Thermo Scientific, MA, EUA) equipado com as fontes de ioniza¢do quimica a

pressdo atmosférica (APCI) e lonizacéo por electrospray (ESI).

4.2 Solventes & Reagentes

Metanol (MeOH), Cloroformio (CHCIs), Isopropanol (iPrOH), Reagente
alcool, acido acético glacial todos de grau HPLC (Tedia, OH, EUA). Agua
ultrapura, obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore, MA, EUA). Hidroxido
de aménio (NH40H) (28-30%), Acido cloridrico (HCI) (36,5-38%) e Hidroxido de
Sadio (NaOH) (97,0% de pureza) todos de grau PA da Quimica Moderna.
Trimetilsilildiazometano (TMSD) (298% pureza) e o Mix de FAMES 37
componentes SUPELCO foram comprados da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha).

4.3 Coletadas amostras

As amostras de tambaqui destinados ao estudo foram oriundos de
extrativismo animal (peixe selvagem) que foi capturado no municipio de Tefé-
Am, e o de piscicultura (peixe de manejo) foi capturado em barragem de manejo
na capital Porto Velho-Ro. Ambos obtidos na feira municipal Manaus Moderna
localizada na regido central de Manaus. De dimensfes iguais e pesando 3 kg,
que é o peso médio dos tambaquis frequentemente vendidos na cidade conforme
figura 8. Foram transportados a frio dentro de caixa térmica adequada até o
laboratorio LABCEM onde foi feito a evisceracao e o fileteamento do pescado

para a destinacéo ao preparo de amostra.

Figura 8. Amostras de tambaqui selvagem (acima) e de manejo (abaixo)
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4.4  Protocolo de preparo de amostra

O preparo de amostra foi dividido em trés partes; extracdo, derivatizacédo
e o fracionamento. Apds a finalizagdo da extracdo, apenas a amostra de peixe
de manejo seguiu para o fracionamento, enquanto que para o procedimento de
derivatizacdo ambas foram encaminhadas. Seguindo posteriormente para as
etapas analiticas devidas conforme disposto na figura 9 que ilustra o

procedimento de preparo de amostra até sua analise.

Figura 9. Protocolo geral de preparo de amostra

Amostra DIMS & HPLC-MS

Extracdo Fracionamento

1

Derivatizacao
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4.4.1 Extragao

O processo de preparo de extrato foi realizado a partir de 5g de filé do
peixe, onde foi feito a maceracao que se inicia apds o esmagamento do filé com
auxilio de gral e pistilo. Com o filé esmagado ele é condicionado a um funil de
separacao contendo 30 ml da mistura cloroférmio/metanol (1:2), sendo agitado
por 2 minutos, apos isso se adicionou mais 10 ml de cloroférmio e agitou-se por
mais 30 segundos, e em seguida se adiciona 10 ml de agua e se agita por mais
30 segundos. Ao finalizar o tempo o extrato € filtrado em papel de filtro com
auxilio de funil, o filtrado € devolvido ao funil de separagédo que € deixado em
repouso para a separacao de fases e desestabilizacdo da emulsdo. Apés isso, a
fase cloroformica mais densa é coletada em um frasco e seca se tornando o
extrato bruto (BLIGH & DYER, 1959).

4.4.2 Derivatizacao

A realizacdo da analise por GC-MS do Oleo bruto de acordo com
Topolewska e colaboradores (2015), consistiu em uma primeira etapa de
saponificacdo, onde se adicionou 2 ml solucdo metandlica de NaOH 0,5 N em
30 mg de extrato bruto, que ficou em repouso por 30 min a 50 °C em banho
maria. Apés o processo, foi adicionado 1 ml de solucdo aquosa 6 N de HCI, e 2
ml de hexano e agitou-se. Em seguida, a fase hexanica foi transferida para um
novo frasco, no qual foram adicionados 220 uL de uma solugdo 10% metanol em
acetona. Finalmente, foram adicionados 30 pL do reagente derivatizante
trimetilsilildiazometano (TMSD) 2M em hexano (Migowska et al., 2010). O
procedimento foi realizado em triplicata e as amostras foram encaminhadas para

analise por GC-MS.

4.4.3 Fracionamento

O extrato bruto foi fracionado através da técnica de extracdo em fase
sélida (SPE), utilizando se de uma pipeta pasteur de vidro empacotada com 600
mg de silica gel 60 previamente ativada em estufa de secagem a 100 °C por 30

min. Foi solubilizado 10 mg/ml de extrato bruto em Cloroférmio/Acido acético
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(100:1) e aplicado na coluna com auxilio de pipetador manual, adicionalmente
se eluiu com mais 18 ml da mesma solucéo totalizando 20 ml coletados em que
deu origem a fracéo de lipidios neutros. Apds coletadas, as fracdes foram secas
com auxilio de nitrogénio gasoso e destinadas as analises posteriores
(HAMILTON & COMAI, 1984).

4.5 Analise de perfil de FAMES por GC-MS

Foi utilizada uma coluna DB-WAX (Agilent) com dimensdes de 30 m x 0,25
mm x 0,25 um, e gas hélio como gas de arraste com uma vazao constante de
1,0 mL/min e um split de 1:50. As temperaturas do injetor e linha de transferéncia
foram de 250 °C, enquanto a temperatura da fonte de ions foi de 220 °C. O forno
foi programado com temperatura inicial de 60 °C por 5 minutos, seguido por uma
taxa gradiente de 2,4 °C/min de 60 até 240 °C em 80 minutos de anélise. O
espectrometro de massas foi programado em modo de varredura fullscan (40-
400 m/z). Os ésteres metilicos dos respectivos &cido graxo foram identificados a
partir da comparacdo de seus espectros de massas com base na biblioteca
NIST.

4.6 Analise do perfil de lipidios neutros por DIMS

Foi preparada uma solugdo estoque da fracdo neutra em iPrOH na
concentracdo de 1 mg/ml, se dilui-se até uma concentracdo aproximada de 10
ppm para a aplicacdo por infusdo direta em um espectrometro de massas
equipado com a fonte APCI no modo positivo e negativo, e adicionalmente
operando em ESI em modo positivo com o emprego de adutos de amonio
aditivando-se a amostra a ser injetada 1 pL de hidroxido de amobnio. Os
parametros analiticos utilizados foram o0s seguintes: discharge current: 5 pA;
vaporizer temperature: 320 °C; capilary temperature: 220 °C; sheath gas: 30 psi;
aux gas: 10 arb, mass range, m/z 100-1000. Os espectros de MS/MS foram
obtidos através de dissociacdo induzida por colisdo (CID) utilizando-se argonio

como gas de colisdo e energia de colisao de 35 eV.
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4.7 Avaliagao de lipidios neutros por HPLC-MS

Foi injetado um volume de 10 pL da amostra de uma solucéo estoque de
2 mg/mL, em uma coluna Phenomenex Luna Cis (2) (5 pm, 150 mm x 4,6 mm id
) (Torrance, CA, EUA), operando em sistemas de eluicdo em fase reversa nao
aguosa, com 3 canais de solventes; MeOH (A) e EtOH (B) iPrOH (C) utilizados
como fases moveis, empregando um gradiente de elui¢cdo: 0-35 min, 20-0% (A),
80-0% (B) 0-100% (C); 35-45 min 100% (C) a uma vazao de 1 mL/min. O
espectrometro de massas foi equipado com fonte APCI modo positivo e 0s
pardmetros analiticos utilizados foram os seguintes: discharge current: 5 pA;
vaporizer temperature: 350 °C; capilary temperature: 270 °C; sheath gas: 35 psi;
aux gas: 15 arb, mass range, m/z 400-1000 (BARRON & SANTA-MARIA, 1987).
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5 RESULTADOS & DISCUSSAO

5.1 Andlise do perfil de FAMES por GC-MS

Na andlise por GC-MS foram obtidos os cromatogramas ilustrados na
Figura 10, em que se identificou a presenca de 14 ésteres metilicos associados
a acidos graxos, dos quais compdem principalmente os &cidos palmitoleico
(C16:1n-7), palmitico (C16:0), linoleico (C18:2n-6), oleico (C18:1n-9) e estearico
(C18:0) que totalizam 85% da composicao do 6leo bruto do tambaqui selvagem
e cerca de 93% da composicdo do tambaqui de manejo conforme os dados da

tabela 2.

Figura 10. Cromatograma entre 30 e 50 minutos do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos
de peixe selvagem a) e de manejo b).
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Considerando o0s 4&cidos graxos presentes em maior abundancia
encontrados em ambos os peixes, foi possivel realizar a curva de calibragéo para
a quantificacéo de 6 dos principais acidos graxos conforme os dados dispostos
na Tabela 1. As principais diferenciacdes percentuais encontradas entre o peixe
de manejo e o selvagem foram principalmente na proporc¢ao de acido oleico que
estd menor no tambaqui selvagem. Em contrapartida, possui percentualmente

mais acido graxo n-6 ARA e a presenca acima de 1% dos acidos graxos n-3 EPA
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e DHA. Em termos de concentracdo absoluta, pode-se notar uma concentracéo
de acidos graxos totais muito maior para o peixe de manejo com 38,93 mg/g de
filé contra 1,10 mg/g de filé do peixe selvagem, sugerindo que o peixe de manejo

€ muito mais gordo que o peixe selvagem.

Tabela 1. Pardmetros da curva de calibracao de padrdes usados na quantificacéo.

FAME tr Faixa Coeficiente  Coeficiente r
(min) (mg/ml) Angular Linear

C16:0 35,87 0,0046875-0,6  6,54E+09 6,14E+06 0,9998
Cl6:1n-7 36,45 0,0015625-0,2 9,04E+09 -1,87E+07 0,9987

C18:0 40,34 0,003125-0,4 1,12E+10 -4, 74E+07 0,9979
C18:1n-9 40,75 0,0046875-0,6  9,66E+09 -7,17E+07 0,9976
C18:2n-6 41,72 0,00625-0,2 2,62E+09 -1,56E+07 0,9880
C20:1n-9 44,86 0,00625-0,2 1,09E+10 -8,14E+07 0,9917

Em estudos de Stone e colaboradores (2011) com manejo de trutas arco-
iris (O. mykiss) submetidas a ra¢des enriquecidas com diferentes 6leos, também
se encontrou valores de acidos graxos totais de 40 mg/g de filé a partir de 6
semanas para todos os tratamentos, cujo tratamento com Oleo de pollock
contendo 10,9 mg/g de filé para C16:0 e 13,4 mg/g de filé para C18:1n-9, se
assemelharam com valores obtidos no presente estudo com os dois acidos
graxos principais. Ainda, segundo o estudo, foi o tratamento que conseguiu
aumentar significativamente o teor de gorduras no filé, assim como modificar o
perfil de acidos graxos de trutas, alcancando maiores teores de acidos graxos n-
3, sugerindo a influéncia da alimentacdo sobre a composicao lipidica do peixe.

O perfil de acidos graxos encontrados no presente estudo corrobora em
partes com dados reportados na literatura por Maia & Rodriguez-Amaya (1992)
para tambaqui, onde, o perfil de componentes majoritarios encontrados foram os
acidos palmitico (28,8%), palmitoleico (6,3%), oleico (40%), linoleico (8,9%) e
estearico (9,8%). Por outro lado, a presenca de uma razdo de acidos graxos n-
3/n-6 abaixo de 0,1 indica uma composicao de poliinsaturados predominantes
do grupo n-6 assim como encontrados para outros peixes amaz6nicos como
Pacu (Colossoma mitrei) 0,23 e Piapara (Pseudoplatystoma corruscans) 0,51. A
composicao dos acidos graxos desses peixes é de 21 e 23% (C16:0), 40 e 32%

(C18:1n-9), 6 e 2% (C18:2n-6) respectivamente, apontando para semelhancas
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no padrao de composicao de tais 4cidos graxos entre esses peixes amazonicos
(ANDRADE et al., 1995).

Tabela 2. Perfil de FAMES presentes em tambaquis de manejo e selvagens.

Peixe de manejo Peixe selvagem

FAMES
%area mg/g de filé %area mg/g de filé

C14:0 0,68+0,04 - 0,72+0,02

C16:0 26,72+0,01 11,46+0,52  25,21+0,10 0,32+0,02
C16:1n-7 3,43+0,03 1,19+0,04 1,96+0,02 0,02+0,00
C17:0 - - 0,41+0,01

C18:0 13,32+0,17 3,62+0,18 17,00+0,03 0,13+0,01
C18:1n-9 41,76+0,29 12,64+0,47  31,59+0,05 0,28+0,01
C18:1n-7 2,52+0,03 - 2,29+0,02
C18:2n-6 8,13+0,04 9,10+0,44 9,29+0,06 0,30+0,02
C20:1n-9 1,731£0,15 0,90+0,05 1,04+0,07 0,02+0,00
C20:2n-6 0,45+0,02 - 0,38+0,03 -
C20:3n-6 0,49+0,02 - 0,63+0,09 -
C20:4n-6 0,73+0,01 - 6,20+0,12 -
C20:5n-3 - - 1,38+0,06 -
C22:6n-3 - - 1,86+0,05 -
TOTAL 100% 38,93 100% 1,10

Em estudo realizado com tambaquis de ambientes selvagens e
manejados, foi encontrado nos manejados a presenca de maiores diferenciacdes
no percentual dos seus acidos graxos majoritarios tais como palmitico e linoleico
no musculo, em que o0s manejados possuiram quantidades proximas ao
encontrado no presente estudo. Além de sugerir a maior prevaléncia de acidos
graxos polinsaturados em peixe selvagens, evidenciam as maiores
concentracfes de dos acidos graxos ARA, EPA e DHA maiores nos selvagens
de periodos de seca. Esse dado evidencia a influéncia do ambiente como a
alimentagao e origem do perfil de acidos graxos, uma vez que os tambaquis em
periodos de seca ficam em regides mais proximas dos leitos dos rios, sendo
necessario se alimentar de zooplancton alterando sua fonte lipidica (ALMEIDA;
VISENTAINER & FRANCO, 2008).

Considerando o impacto das modificacbes ambientais tais como a

sazonalidade do regime de aguas e a alimentacao sobre o perfil de acidos graxos
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encontrado em tambaqui, e comparando o perfil de 6leos de frutos de palmeiras
amazonicas do género Astrocaryum sp., nota-se que possui predominancia dos
mesmos 4 acidos graxos principais aqui reportados especialmente palmitico e
oleico em concentragfes mais acentuadas, o que sugere que tais palmeiras do
género como Astrocaryum jauari podem contribuir fortemente no perfil de acidos
graxos de peixes selvagens, uma vez que sdo uma das principais fontes
energéticas do tambaqui, podendo ser um parametro no controle de qualidade
ou até mesmo na rastreabilidade da origem do peixe (RODRIGUES; DARNET &
SILVA, 2010; LINHARES et al., 2017).

5.2  Andlise do perfil de lipidios neutros por DIMS

Na analise por DIMS com o emprego da fonte APCI no modo positivo
foram encontrados ions pertencentes a duas faixas principais, a faixa de m/z
800-1000 correspondentes a faixa de triacilglicerideos (TAGS), e na faixa de m/z
500-650 que corresponde a faixa de diacilglicerideos (DAGs) que apresentou

ions com maior intensidade conforme a figura 11.

Figura 11. Andlise DIMS com fonte APCI modo positivo.
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Por outro lado, quando se avalia 0 modo negativo da fonte APCI pode se

notar ions mais intensos na faixa de TAGs conforme ilustrado na figura 12, assim
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como na andlise com adutos de amdnio empregando a fonte ESI, que foi possivel
avaliar a prevaléncia de ions relativos a faixa de triacilglicerideos com maior
intensidade na mesma figura, diferentemente dos ions encontrados no modo
positivo APCI, onde os de maior intensidade foram respectivamente os de
diacilglicerideos indicando maior fragmentacgéo de fonte como esperado.

Figura 12. Analise DIMS com fonte APCI modo negativo (a) e ESI modo positivo (b).
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Na amostra € possivel notar a presenca de trés grupos principais de ions

moleculares, que possuem diferenga de massa de 26 Da, indicando diferenca de
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grau de insaturacdo e tamanho de cadeia carbbnica entre 0s principais
triacilglicerdis presentes na fracdo neutra, onde tal caracteristica espectral pode
ser avaliado em perfil de Oleos vegetais por DIMS com composi¢cdo majoritaria
por acidos graxos saturados presentes em 0leo de coco, em que a diferenca
encontrada é de unidades de 28 Da havendo diferencia¢cdo apenas no tamanho
da cadeia carbdnica (PIZZO et al., 2019a). Tais aspectos séo relevantes para
além da avaliacdo de perfil lipidico caracteristico na diferenciacdo entre
triacilglicerdis de diferentes naturezas, mas também para avaliagdo de
autenticidade de oOleo frente a contaminantes, assim como no rapido
monitoramento na quantificacdo desses componentes em 6leo de algas
(FASCIOTTI et al., 2019; P1ZZO et al., 2019b).

5.3 Avaliacao de lipidios neutros por HPLC-MS & perfil de fragmentacao
por DIMS

Uma vez obtidos os perfis de lipidios neutros via DIMS, e conhecendo a
predominancia de TAGs na fracdo neutra, foi realizada a anélise cromatogréafica
operando em fase reversa ndo aquosa (NARP) para se obter os ions principais
com menor efeito de matriz possivel e assim inicializar a fragmentacdo. O
cromatograma obtido é representado na figura 13, onde foram obtidos ions
relacionados a diferentes triacilglicerdis dispostos em 5 picos principais
dispostos na tabela 2, onde os picos 2 e 3 representam a maior parte da area
total dos picos. Através do perfil de fragmentacao foi possivel associar os TAGs
aos acidos graxos que os compde.

O pico 2 é o que possui maior area com dois ions majoritarios, os ions de
m/z 882 e 856 [M+H]*, em que na fragmentacéo do ion de m/z 882 ha geracao
das espécies ibnicas [M-RCO2]* em m/z 600 e 602 com perdas neutras
associadas de 282 e 280 Da referentes a residuos dos acidos oleico e linoleico
respectivamente. E na fragmentacdo do ion de m/z 856, ha a geracdo das
espécies ibnicas [M-RCO2]* em m/z 578, 600 e 574 com perda neutra associada
de 278, 256 e 282 Da referentes aos residuos de acidos linolénico, palmitico e

oleico.
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Figura 13. Cromatograma entre 0-20 min com contagem de ions totais (TIC) na faixa de m/z

700-1000.
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Figura 14. Espectro MS/MS em APCI dos ions de m/z 882 e 856 [M+H]*
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No modo negativo por outro lado 0s ions principais se apresentam em m/z
880 e 854 [M-H], na fragmentacao do ion de m/z 880 ha a geracéo dos ions de
m/z 281, 279 relativos a residuos de acidos graxos livres oleico e linoleico. Na
fragmentacdo do ion de m/z 854 h& geracdo de ions m/z 281, 255 respectivos
aos residuos de acidos graxos livres oleico e palmitico respectivamente.

Similarmente, o pico 3, que € o segundo de maior area que possui 0s ions
majoritarios de m/z 884 e 858 [M+H]*, ao se fragmentar o ion de m/z 884 ha
geracao das espécies ibnicas [M-RCO2]* em m/z 602 e 604 com perdas neutras
associadas de 282 e 280 Da respectivas a residuos de acidos oleico e linoleico
respectivamente. E na fragmentacéo do ion de m/z 858 [M+H]* ha geracéo das
espécies idnicas [M-RCOz]* em m/z 602, 576 e 578 com perdas neutras
associadas de acidos palmitico, oleico e linoleico respectivamente.

Em modo negativo os ions principais que se apresentam sdo m/z 882 e
856 [M-HJ, na fragmentacdo de m/z 882 ha geracdo dos ions m/z 281, 279
relativos aos residuos de acidos graxos livre oleico e linoleico. E na
fragmentacdo de m/z 856, ha geragdo dos ions de m/z 281, 256 e 279,
respectivos aos residuos de &cidos graxos livre oleico, palmitico e linoleico
respectivamente.

Para os ions dos picos minoritarios observou-se a mesma natureza de
perdas neutras, variando apenas o tamanho do TAG e o tipo de &cido graxo
envolvido com as perdas neutras no modo positivo [M-RCOz2]*, e no modo
negativo as espécies idnicas de acidos graxos livre. Como observado para o pico
1 onde foi identificado o ion de m/z 806 que apresentou perda neutra de 228 Da
indicando a presenca de acido miristico, ou como o pico 4 com ion de m/z 912
que apresentou perda neutra de 310 Da sugerindo a presenca de &cido
gondaico.

Com isso, a proposta do mecanismo de fragmentacdo com migracao de
carga sugerida ocorre de forma geral para os triacilglicerois, uma vez que sao
mais favorecidos a perda neutra de acidos graxos na posi¢cao sn-1/3 em modo
positivo e em modo negativo gerarem acidos graxos como ions filhos conforme

a figura 17.
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Figura 15. Espectro MS/MS em APCI dos ions de m/z 880, 854 [M-H] e 884 [M+H]*
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Figura 16. Espectro MS/MS em APCI dos ions de m/z 856, 882 [M-H] e 858 [M+H]*
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Figura 17. Proposta de fragmentagdo de TAGs em fonte APCI em modo positivo (a) e modo

negativo (b).
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Tabela 3. Dados de ions obtidos e principais fragmentos observados dos TAGs.

Pico  [M+H] MS? [M-H] MS? TAG

1 880 560,598 878 279,281 OLnL/LOLnNn
828 572,550 826 253,279 PPoLn/PLnPo
854 600,574 852 279,253 PoLL/LPoL
806 550, 578 804 255,280,228 MOP

2 882 600,602 880 281,279 LOL/OLL
856 578,600,574 854 255,281 PLnO
830 574,552 828 255,277 PPLn

3 884 602,604 882 281,279 OLO/OO0L
858 576,602 856 255,281,279 POL
832 576,550,578 830 281,255,253 OPoP

4 886 602,604,606 884 281,279,283 OSL/SOL
860 578,604 858 281,255 OOP/OPO
834 578,604 832 255,281 POP/PPO
836 552,580 834 255,283 SPP/PSP
910 628,604 908 281,305 DiOO/ODIO
912 630,602 910 281,309 GoLO

5 888 606,604 886 281,283 0O0S/0Ss0O
862 580,606,578 860 281,255,283 OSP/SOP
864 580 862 283 SPS
890 608,606 888 283,281 SSO/S0S

Abreviacdes: M (miristico), Po (palmitoleico), P (palmitico), Ln (linolénico), L (linoleico), O (oleico),

S (estearico), Di (dihomo-y-linolénico), Go (gondoico).
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O favorecimento da perda neutra de acidos graxos nas posicdes sn-1/3 é
de extremo valor pois além de contribuir para o entendimento da composicéo de
acidos graxos do TAG, viabiliza o entendimento regioespecifico estrutural sobre
o TAG especialmente quando acoplado a cromatografia liquida onde é possivel
separar isbmeros que podem ser mais facilmente caracterizados (MOTTRAM &
EVERSHED, 1996). E no caso da amostra, evidenciou a predominancia de
acidos graxos saturados como palmitico e estearico, o &acido graxo
monoinsaturado oleico e o acido graxo poliinsaturado linoleico, previamente
identificados e corroborados na analise por FAMES.

E importante salientar que os dados obtidos s&o inéditos para peixes da
regido amazonica, sendo possivel comparar somente com dados de peixes de
outros ambientes descritos na literatura. Os dados obtidos apontam para uma
composi¢do de lipidios neutros com um perfil de triacilglicerideos diferenciado
em relacdo aos organismos marinhos. Quando comparado aos TAGs peixes de
agua salgada por exemplo, ha predominéancia de acidos graxos com alto grau de
insaturagdo como os do tipo DDO e EPoM predominantemente encontrados em
anchova e os EPS e EMM predominantes em atum. Em salm&o por outro lado ja
foi encontrado niveis consideraveis de OOS e PPS (ZHANG et al., 2018).
Embora, ja se tenha encontrado outros TAGs como indicios de que o salméo do
Atlantico também possua prevaléncia de &cidos graxos de alto grau de
insaturagdo como EPA e DHA também possui niveis consideraveis de acidos
graxos palmitico, esteéaricos, oleico e linoleico que também foram
frequentemente reportados na composicdo dos TAGs de tambaqui no presente
trabalho (YEO & PARRISH, 2020).

Em contrapartida a composi¢cao do tambaqui se assemelha a composicao
de triacilglicerdis de Oleos vegetais, onde OLL/LOL e OOL/OLO podem ser
facilmente encontrados com grande abundancia, além dos POLn e POL que
também foram encontrados em quantidades menores, em 6leos como de milho,
soja e girassol (FASCIOTTI & NETTO, 2010). Tal fendbmeno pode seb r atribuido
ao ambiente e habito alimentar do tambaqui que se alimenta na natureza
predominantemente de frutos e castanhas de areas alagadas do periodo de
cheia, assimilando grande parte desses acidos graxos e 0s incorporando na
forma de triacilgliceréis para manutencdo de seu balanco energético em
periodos de seca onde ha pouca disponibilidade de alimentos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel aplicar uma abordagem eficiente de preparo de amostra na
obtencao da fracdo neutra empregando coluna SPE em sistema no modo normal
de eluicéo, que foi capaz de retirar lipidios polares que eventualmente poderiam
dificultar analises posteriores da fracao neutra.

A avaliacdo do perfil acidos graxos do Oleo bruto se mostrou Gtil para o
conhecimento do perfil de acidos graxos em tambaquis de ambientes diferentes,
demonstrando em ambos a predominancia dos acidos oleico, palmitico, linoleico
e estearico. Embora a diferenciacdo presente pela composicao maior escala dos
acidos graxos polinsaturados no peixe selvagem, bem como seu significativo
teor lipidico menor em relacdo ao de manejo.

A andlise por DIMS foi capaz de evidenciar o perfil de lipidios neutros
através da faixa correspondente aos TAGs e sua confirmacdo ao comparar em
diferentes fontes, confirmou-se a natureza predominantemente de TAGs na
amostra e sua diferenciacdo em termos da diferenca de massa entre 0s ions
principais.

O perfil de fragmentacdo foi capaz de revelar a natureza dos
triacilglicerideos principais que compde a fracdo neutra apresentando as perdas
neutras relativas a unidades de &cidos graxos das posi¢cdes sn-1/3, sendo os
principais OLL/LOL, OLO/OOL, PLnO, POL com grande semelhanca aos
encontrados em fontes de 6leos vegetais.

Na analise por HPLC-MS foi possivel avaliar a quantidade relativa dos
TAGs na amostra evidenciando os picos correspondentes aos ions principais e
também o comportamento cromatogréafico desses TAGs mostrando um padrao
na eluicdo com tempos menores para tags de menores massas compostas por
acidos graxos como o C14:0 (miristico) até a tempos maiores de acidos graxos

de cadeia longa como C20:1 (gondoico).
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Figura A16. Espectro MS/MS do ion de m/z 832 [M+H]*.

. 827
e

75 474

450

284

5 229 500

573
103 128 164 175 189 227 \“230

48
520
27308 315 353 as1 3oa 415 ads [ a5y 499‘“ L 527 ‘550 | 585 600 617 644 659 684 695 717 736 749 774 793 804
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Figura A17. Espectro MS/MS do ion de m/z 828 [M-H]J.

109 606

341 528
545

266 580 630
121 149 159 180 192 o3y 28 | 280 33 319H345 375 384 415 432 448 4p3 491 512 h |s48 I'se2 608 1632 G664 gg 714 746 774 788 802 26 ss0 |85

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
miz

Figura A18. Espectro MS/MS do ion de m/z 886 [M+H]*.
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Figura A20. Espectro MS/MS do ion de m/z 860 [M+H]*.
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Figura A21. Espectro MS/MS do ion de m/z 858 [M-H].
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Figura A22. Espectro MS/MS do ion de m/z 834 [M+H]*.
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Figura A24. Espectro MS/MS do ion de m/z 836 [M+H]"*.
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Figura A30. Espectro MS/MS do ion de m/z 888 [M+H]*.
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Figura A32. Espectro MS/MS do ion de m/z 862 [M+H]*.
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Figura A41. Espectro de HPLC-APCI-MS (modo negativo) pico 4.
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Figura A42. Espectro de HPLC-APCI-MS (modo negativo) pico 5.
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