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RESUMO

0 presente trabalho teve como objetive caracterizar e quantificar os
constituintes lipidicos e obter a composicio em aminoacidos no filé de peixes de agua
doce, visando fornecer subsidios para as dreas de nutrigio, tecnologia de alimentos,
medicina e piscicultura. Quatro espécies de peixes foram pesquisadas: pacn {Pia-
ractus mesopotamicus Holmberg, 1887}, tambaqui (Colossoma macropormum Cuvier,
1818), tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857) e curimbatd { Prochi-
lodus serofa Steindachner, 1881). As trés primeiras espécies foram criadas em ca-
tiveiro, no Centro de Pesquisa e Treinamento em Aqaicultura (Pirassununga, Sie
Paulo), enquanto o curimbatd foi coletado em sen “habitat” natural, o rioc Mogi

Guassu (Pirassununga, Sdo Paulo).

Enfase maior foi dada ao estudo dos lipidios, por serem mais sensiveis
as mudangas de temperatura, dieta e espécie de peixe, entre outros fatores, do que

os outros constituintes do masculo de peixes,

A tilapia e 0 pacu apresentaram, respectivamente, o menor ¢ o maior
teores de lipidios tofais; os teores médios de lipidios totais {(LT), umidade, proteina
bruta, .{ipfdios neutros (LN) e fosfolipidios (PL)} variaram entre as espécies de 1,4-
11,0%, 70,5-78,4%, 17,1-19,8%, 67,1-94,4% e 5,3-32,1%, respectivamente, sendo os

dois altimos calculados em relagio aos lipidios totais.
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A partir dos métodos de Metcalfe et al. (1966) e Hartman & Lago
(1973} para a metilagio de cidos graxos (AG), foi adaptado e testado um método
rapido, simples e econdmico, especialmente para Sleos de peixes. Envolveu a hidrélise -

em NaOH metandlico e esterificacio dos acidos graxos liberados com NH,Cl —
}‘12504 - MeOH.

Por cromatografia gasosa de alta resolugdo, usando coluna capilar de
silica fundida, tendo Carbowax 20M como fase liquida, obteve-se um nitmers grande
de picos nos cromatogramas, atingindo o maximo de 74 picos nos LT de curimbat4;

nesta mesma fragio, o niimero minimo foi de 46 picos em tambaqui.

Em virtude da complexidade da composicio de acidos graxos nos
peixes investigados, foi feita uma avaliacio criteriosa de virios parimetros para a
identificacdo de dcidos graxos, descritos pela literatura. Os parimeiros usados fo-
ram 0§ seguintes: a) compara¢io do temnpo de retengio, tempo de retengio corrigido,
tempo de retengio relativo corrigido e ndo corrigido; b) técnica de co-cromatografia
(“spiking”}), com 38 padrbes individuais disponiveis); ¢} uso de misturas de padroes
de origens marinha (PUFA-1) e animal {(PUFA-2); d} uso de dleo de figado de baca-
lhau, como fonte de acidos graxos padres secundérios; e) fatores de separagio; f)
ordem de eluigio em duas colunas capilares, polar {Carbowax 20M) e apolar {SE-54);
g) comprimento equivalente da cadeia (ECL); h) método grafico; i) espectrometria
de massa. Se {oremn utilizados como Gnico critério, os valores de ECL ou os espectros

de massas demonstraram ser mais confiaveis.

Os acidos graxos pressntes em maiores conceniracoes nas fragoes de
LT e LN foram praticamente os mesmos em todas as espécies, com a unica excegio
acorrendo com o curimbata, onde o 4cido linolénico ocupou o lugar do dcide linoléico,
em ambas as fragdes. As faixas encontradas foram para LT, 14:0, 1,3-4,1%: 16:0,
24,2-28,9%:; 18:0, 5,2-9,8%:; 16:1n7, 6,0-16,3%; 18:1n9, 15,3-41,0%: 18:2n8, 2,5-13 4%
e 18:3n3, 0,5-3,7%, e para LN, 14:0, 1,3-5,2%; 16:0, 24,2-28,5%: 18:0, 5,1-10.2%:
16:1n7, 6,6-16,9%; 18:1n9, 15,8-42,4%; 18:2n6, 2,6-12,9% e 18:3n3, 0,5-4,0%.

(s 4cidos graxos dos fosfolipidios mostraram uma maior diversidade
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entre as espécies de peixes. Entre os constituintes principais, o dcide docosahe-
xaenoico (DHA) esteve presente no pacu (11%), curimbata (12,2%) e tambaqui
(10,6%); o 4cido eicosapentaendico (EPA) em curimbatd (8,3%), o acido docosa-
pentaendico (DPA) em tildpia (5,4%) e o dcido linoléico em pacu {9,1%), tildpia
{14,3%) e tambaqui (9,9%). Em comum, os PL das quatro espécies tiveram os
seguintes acidos graxos: 16:0 (16,7-26,7%), 18:0 (6,9-10,7%), 1%:1n8 {8,3-17,0%) =
20:4n6 (7,6-11,6%). Tipicamente, os PL das quatro espécies de peixes apresentaram

mailores niveis de acidos graxos poliinsaturados do que os lipidios neutros e totais.

Os acidos graxos dag fracoes de LT, LN e PL de pacu ndo mostraram

alteracbes especificamente decorrentes das mudancas de temperatura da dgua,

Pela composicdo de aminocacidos, as qualro espécies de peixes
revelaram-se como boas fontes de aminoiacidos essenciais {AAEs). Constatou-se
pelo escore quimico (EQ), que apenas o total de aminodcidos sulfurados {metionina
+ cisteina) fol imitante na tildpia (EQ=0,69) e no curimbatd (EQ=0,73). Este foi

equivalente no tambaqui (EQ=1,00) e levemente superior no paca {EQ=1,08).
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SUMMARY

The present study was undertaken to characterize the lipid fraction
and determine the amino acid composition of freshwater fish fillets, with the view
of furnishing information for the areas of nutrition, food technology, medicine and
aquaculture. Four fish species were investigated: “pacu” {Piaractus mesopotami-
cus Holmberg 1887}, “tambaqui” {Colossoma macropomum Cuvier 1818), “tilapia”
of Nile (Oreochromis niloficus Linnaeus 1859} and “curimbatd” { Prochilodus scrofa
Steindachner 1881). The first three species were cultivated at the “Centro de Pes-
quisa e Treinamento em Agiiicultura” {Pirassununga, Sdo Paulo) while P. scrofa
was collected from its natural habitat, the Mogi Guassu River {Pirassununga, Séo

Paulo).

Greater emphasis was directed to the study of the lipids, which is
considered to be the constituent most sensitive to changes in temperature, diet and

species of fish, among other factors.

“Tilapia” presented the lowest total lipid content and “pacy” the
highest. The mean total lipid {TL}, moisture, crude protein, neutral lipids (NL)
and phospholipids (PL) ranges were, respectively, 1.4 - 11.0%, 70.5 - 78.4%, 17.1
- 19.8%, 67.1 - 94.4% and 5.3 - 32.1%, the last two values being calculated as
percentages of the total lipids.
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A rapid, simple and economic method was adapted from the methods
of Metcalfe et ol {1966) and Hartman and Lago (1973) for the methylation of fatty
acids, especially of fish oils, Its involved hydrolysis with methanclic NaOH and
esterification of the liberated fatty acids with NH,Cl-H,50,-MeOH.

By high resolution gas chromatography, using fused silica capillary
column with Carbowax 20M as liquid phase, a large number of peaks appeared in
the chromatograms, reaching a maximum of 74 peaks in the TL of “curimbatd”; in

this same fraction, the minimum number was 46 peaks in “tambaqui”,

Due to the complexity of the fatty acid composition of the fishes
investigated, a careful evaluation of the various parameters for the identification
of fatty acids described in the liferature was accomplished. The parameters used
were: a) comparison of the retention time, corrected retention time, corrected and
uncorrected relative retention time; b) spiking {38 individual standards were used);
¢} utilization of standard mixtures of marine (PUFA-1) and animal origin (PUFA-2);
d) use of cod liver vil as secondary standard; ) separation factors; {) order of elution
from polar (Carbowax 20M) and apolar (SE-54) columns; g) equivalent chain length
(ECL); h) graphic method; i} mass spectrometry. As the sole criterion, the ECL

values or the mass spectra proved to be more reliable.

The six fatty acids presenting higher concentrations in the TL and
NI fractions were practically the same in all species, with the single exception oc-
curring in “curimbata” where linolenic acid took the place of linoleic acid in both
fractions. The ranges encountered were: for TL, 14:0 (1.3-4.1%), 16:0 {24.2-28.9%),
18:0 (5.2-9.8%), 16:1n7 (6.0-16.3%), 18:1n9 (15.3-41.0%), 18:2n6 (2.5-13.4%) and
18:3n3 (0.5-3.7%) and for NL, 14:0 (1.3-5.2%), 16:0 {24.2-28.5%}, 18:0 {5.1-10.2%),
16:1n7 {6.6-16.9%), 18:1n9 (15.8-42.4%), 1%:206 {2.6-12.9%) and 18:3n3 (0.5-4.0%).
The PL demonstrated greater diversity among the fish species. Among the principal
constituents, docosahexaenoic acid (DHA) was present in “pacu” (11.0%), “curim-
batd” (12.2%) and tambaqui (10.6%); eicosapentaensic acid (EPA) in “curimbata”

(8.3%), docosapentaenoic acid (DPA) in “tilapia® (5.4%) and linoleic acid in “pacu”
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(9.1%}, “tilapia” (14.3%) and “tambaqui® (8.9%). The PL of the four species had in
common the following major fatty acids: 16:0 (16.7-26.7%}, 18:0 (6.9-10.7%), 1&:1n9
(8.3-17.9%), 20:4n6 (7.6-11.6%). Typically, the PL of the four species had higher
levels of polyunsaturated fatty acids than the neutral and total lipids. The fatty
acids of the TL, NL and PL of “pacu” revealed no alterations resulting specificaily

from the changes in the water temperature.

The amino acid composition showed the four fish species to be good
sources of essential amino acids (EAA}. Through the chemical score {CS) only the
total sulfur amino acid (methionine + cistine) was limiting in tilapia {CS = 0.69)
and in “curimbatd” (C8 = 0.73). It was equivalent in “tambaqui” (CS = 1.00) and
slightly superior in *pacu” (CS = 1.08).

XiX.



1. INTRODUCAO

A produgdo de peixes de 4gua doce no Brasil, uo perfodo de 1974
a 1984, passou de 114.189 para 202.624 toneladas anuais, o que corresponde a um
acréscimo da ordem de 77%. Neste mesmo perfodo, o crescimento da producio de
peixes marinhos atingiu apenas 3% (IBGE, 1976, 1985).

Apesar do aumento considerivel na oferta de peixes de dgna doce
a populagdo brasileira, muito pouco se conhece sobre suas propriedades guimicas,
nutricionais ¢ tecnoldgicas, conhecimentos bésicos indispensdveis para uma melhor

utilizagdo ou aproveitamento de qualguer matéria-prima.

No exterior, nos dltimos anos, os lipidios de peixes tem sido objeto
de numerosos estudos, por ser uma fonte rica de 4cidos graxos poliinsaturados da
série nd {AGF 13) (Kinsella, 1981; Gibson, 1983; Hearn et al., 1987; Viieg & Body,
1988; Ackman, 1989; Wang et ol, 1990). Estudos epidemiolégicos correlacionam
a baixa incidéncia de doengas cardiovasculares nos esquimds e japoneses, com o
consume destes cidos graxos provenientes de peixes marinhos (Dyerberg et al., 1978;
Dyerberg & Bang, 1979; Dyerberg, 1981; Kagawa et al., 1982; Jorgensen & Dyerberg,
1983). Pesquisas indicam que AGP n3, particularmente o acido elcosapentaendico,
interferem na producio de prostaglandina trombética, tromboxano {Budowsk:, 1881;
Bronsgeest-Schoute ef ol,, 1981; Goodnight et al, 1982} ou sao transformados em

prostaglandinas antitrombdticas (Dyerberg ef al., 1978; Needleman et al., 19781 As



tentativas de reduzir os riscos as doencas cardiovasculares enfatizam a importancia
do consumo de peixes ou de seus produtos ricos em AGP n3 e pobres em AGP 16
(Sinclair et al., 1983; Kinsella, 1986; Herold & Kinsella, 1986; Burr, 1989). Os AGP
ud e os Sleos de peixes sdo tio intimamente ligados que os peixes como um todo
sao considerados fontes ricas destes componentes. Na verdade, hd uma diferenca
marcante nos perfis de dcidos graxos entre diferentes espécies de peixes e entre as
classes (lipidios neutros, fosfolipidios e ghcolipidios) e sub-classes (triacilglicerdis,

lecitina, cefalina, etc.) de lipfdios.

No Brasil, o efeito benéfico dos AGP n3 j& esta sendo divalgado,
porém, o conhecimento da composicio de AG dos peixes brasileiros é muito res-
trita. Os excassos trabalhos encontrados sobre a composicado de dcidos graxos de
peixes de dgua doce 56 demonstram a existéncia do dcido linolénico e a possivel pre-
senca de 20:5n3 em tracos {Andrade, 1978; Castello ef al., 1980; Maia ef al., 1983;
Machado, 1989). Isso pode ser devido & baixa resolugio dos métodos analiticos uti-
lizados no pafs até agora. No entanto, a possibilidade de auséncia ou scorréncia em
niveis baixos dos AGP n3 nio estd descartada. Fsta possibilidade poderia explicar
a observacio de técnicos do Centro de Pesquisas & Treinamento em Aghicultura
(CEPTA), Pirassununga, SP, de que o tambaqui do Amazonas (peixe indigena de
dguas quentes) ndo tem se adaptado is aguas frias de Sio Paulo, wma vez que os
AGPs estio implicados no mecanismo de resisténcia e adaptagio 2s temperaturas

baixas.

Por outro lado, a porcio lipidica de alimentos pode estar associada
positiva ou negativamente s diversas propriedades dos alimentos como sabor, esta-
bilidade da cor, caracteristicas emulsificantes e contetido calorico. A diferenca enfre
espécies em relacio & composicio de acidos graxos representa uma das varidveis
mais significativas que determinam as caracteristicas de processamento, palatabili-
dade & estocagem de alimentos como peixes, carnes, frangos, etc. A diversidade ¢
quantidade de lipidios nas varias espécies de peixes tem contribuido para inimeros
problemas técnicos enfrentados pelos cientistas e tecndlogos envolvidos no processa-

mento de produtos de alta qualidade para o consumidor.



Os 4cidos graxos insaturados, especialmente os poliinsaturados, sdo
labeis & oxidagdo, um problema sério no processamento e estocagem de pescado.
Outro problema, a hidrélise de lipidios {lipdlise) com a produgio de Acidos graxos
livres, leva & desnaturacio de proteinas e causa perda geral da qualidade de peixes

congelados {(Hardy, 1980; Allen & Foegeding, 1981; Shewfelt, 1981}.

Do ponte de vista nutricional, junto com os lipidios, € Importante
conhecer a composigdo de aminodcidos das proteinas, principalmente os teores da-
queles considerados essenciais ao homem. As proteinas de peixes sdo consideradas
excelentes, tanto em fermos de quantidade como de qualidade {(Mayer, 1862; Mu-
kundan & James, 1978; Mukundan ef al,, 1981). De fato, os peixes 530 as principais

fontes de proteinas em muitos paises em desenvolvimento.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar os constituintes lipidicos e determinar a composicdo em

aminoacidos de peixes de dgua doce.

2.2. Especifico

1. Separar os lipidios totais em classes, quantificd-las e determinar suas respectivas

composigées de acidos graxos;

2. Quantificar as protefnas brutas e determinar suas respectivas composicbes de

aminoacidos;

3. Invesiigar a influéncia da espécie de peixe e da época do ano sebre os constituintes

lipidicos e protéicos,



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Classificacao Sistematica de Peixes

Conhecer a classificagio sistematica de peixes é importante para
quem estuda qualquer ramo da Ictiologia. Por exemplo, através da classificacdo
sistematica pode ser visto que pacu e tambagui sio de diferentes espécies e géneros,
mas a0 nivel de subfamilia essas duas espécies guardam entre si uma relagdo de pa-
rentesco. Conhecer as inter-relagbes entre os peixes pode ajudar a entender melhor

as dependéncias enire as espécies e os constituintes quimicos do pescado.

Baseando-se nos trabalhos de Britski (1972}, Godoy {1975}, Lagler ef
al. {1977), Bond (1978), Machado-Allison {1982}, Trewavas (1982}, Lauder & Liem
{1683) e Géry (1986}, os peixes estudados no presente trabalho podem ser inter-

relacionados dentro da “Adrvore geneallgica”, resumidamente da seguinte maneira:

MNome comum Mome clentifico Subfaxdlis Familia Dirdem

pacu FPiaracing mesopoiamicus Serrasalminae Charncidas Chareciformes
{Holmberg, 1887}

tambagui Colagsoms macropamemn Serragalminae Charaesdas Charaeiformes
{Cuvier, 1814}

curimbata Prochilodns serafa Provheladoniinge Prschiladonizdne Lharprciformes
{Steinclachner, 1881)

tildpia Orepehromis ntlotizus - Chichlidae Perciformes

do Nilo {Linnaeus, 1887}



3.2. Habito Alimentar de Peixes

A dieta alimentar do peixe tem uma grande influéncia sobre a sua
composicao quimica geral, e em especial, sobre a composigio em acidos graxos.
Por isso, achou-se conveniente apresentar algumas informacdes acerca do tipo de

alimentagio ou habito alimentar dos peixes em seu “habitat” natural.

Kstudos relacionados com a alimentagio do pacu, Colossoma mitre
{Berg, 1985} coletado no Pantanal Mato-Grossense foram realizados por Silva {1987)
e Paula et ol (1989). Para Silva {1987), o pacu se alimenta de uma vasta gama
de alimentos vegetais e animais, sendo os primeiros os mais imporfanties € carac-
terizando esta espécie como predominantemente herbivora. Os vegetals naturals,
frutos e sementes, constituem-se os componentes mais importantes na dieta, sendo
utilizados tante no periodo de enchente como da vazante, Os resultados de Paula et
al. {1989) foram concordantes com o de Silva, inclusive com relagio 4 alimentagao

secundéria, como folhas, caules, crustaceos e insetos.

Os resultados de andlises qualitativa e quantitativa do conteido es-
tomacal de tambaqui, Colossoma bidens {Spix) da Bacia Amazonica, revelaram que
a alimentagio deste peixe estd relacionada com o seu comprimento e com o mes
do ano {Honda, 1874). A presenga de frutos foi constante na época de cheta dos
rios {Janeirc-junho}, mas tornou-se rara com a diminuicdo do volume das dguas ou
periodo de seca (agosto-dezembro), onde os crustaceos planctimicos foram os alimen-
tos mais frequentes para o tambaqui. Assim, para Honda (1974}, o tambaqui pode
ser classificado como entvere, tendo crusticeos e frutos como alimentos principais,
e restos de vegetais, algas, decdpodos e insetos, como itens secundirios. Segundo
Goulding {1980), os habitos alimentares de tambaquis jovens e adultos sao diferentes.
No Rie Madeira, o tambaqui adulto procura a maloria de sens alimentos em fores-
tas inundadas onde os frutos e sementes caem dentro d’dgua, enquanto os jovens se
confinam em 4guas tirbidas de planicies inundadas, onde sua dieta é provavelmente
diferente. Ainda segundo Goulding, cerca de 2/3 do total de 15 sementes diferen-

tes encontradas no estdmago de tambaqui foram sementes de seringueira, Hevea



spruceons, e frutos da palmacea “javari”, Astrocaryum jauary.

Menos detalhada fol a investigagio dos constituintes que compdem a
alimentagao do curimbata, Prochiledus scrofe (Steindachner, 1881), mas existiu uma
concordancia entre Azevedo (1972), Godoy {1975} e Santos {1986/87} de que este
peixe deve ser classificado como ddfago ou limnéfago, tendo como fonte alimentar
hasica as algas, bactérias, fungos e ouiros microorganismos que compoem ¢ lodo ou
lama de fundo das dguas. Segundo Godoy (1973), os alevinos e os peives jovens e

os adultos consomem exclusivamente lodo.

0O comportamento alimentar de tildpia, Oreochromis nilotieus (Lin-
naeus, 1857), foi mais dificil de ser definido. Nao fol encontrado nenhum estudo
realizado no Brasil sobre este tema. Por outro lado, os dados na literatura es-
trangeira foram muito complexos para serem analisados, devido ao grande nimero
de espécies (Balarin & Hatton, 1979; Jauncey & Ross, 1882), taxonomia e espe-
cificaces das espécies pobremente definidas {Balarin & Hatton, 1979; Trewavas,
1982), diferentes hébitos ecolégicos e distribuigio geografica (Philippart & Ruwet,
1982) e diversidade de dietas naturais reportadas (Bowen, 1982; Jauncey & Ross,
1982: Phillipart & Ruwet, 1982). Como familia Cichlidae, as tilipias {nome geral
para a maioria das espécies relatadas) podem ser classificadas como sendo predomi-
nantemente herbivoras, com dietas baseadas em algas azul-verde, diatomaceas {algas

microscopicas), macréfitas e detritos amorfos.

3.3. Nomenclatura de Acidos Graxos

Os lipidios de peixes de dgua doce, a exemplo de peixes marinhos,
apresentam acidos graxos contendo de 10 a 24 dtomos de carbonos, sendo a maloria
de vadeia linear par, mas ultimamente a detecgdo de acidos de cadeias ramificadas e
cadeias impares tem anmentada com o uso de colunas capilares. Quanto ao niimero

de ligagtes covalentes entre os dtomos de carbonos, os 4cidos graxos podem ser



totalmente saturados on conter duplas ligages em numero variavel de 1 a 8, do tipo
metileno {— CH; —) interrompida (- CH = CH - CH; — CH = CH —}. As duplas
ligagbes nos acidos graxos de ocorréncia natural geralmente estio em configuragio

£1s.

Os simbolos numericos {1}, seguidos das designagoes das familias (so-
mente para acidos graxos insaturados}, posicao(des) da(s) dupla{s) ligacio(des} em
relagio A extremidade carboxilica ( COOH) (I1), nomes vulgares (111} e sistematicos

{IV) da maioria dos Acidos graxos comumente encontrados em lipidios de peixes

estao relacionados a seguir:

a} Acidos graxos saturados

I I v
10:0  caprico acide decandico
11:0  n-undecilico acido hendecandico
12:0  laarico icido dodecandico
13:0 n-tridectlico acido tridecandico
14:0  mirfstico acido tetradecandico
15:¢  n-pentadecilico  acido pentadecandico
16:0 palmitico 4cido hexadecanoico
17:0 margirico dcido heptadecandico
1803  estedrico acido octadecandico
19:0  n-nonadecilico acido nonadecandico
200 araquidico dcido eicosandico
21:0  n-heneicosdico 4cido heneicosandico
22:0  beheénico acido docosandico
24:0  lignocérico acido tetracosandico



b) Acidos graxos monoinsaturados ou monoendicos

1 11 111 v
14:1n9 5 acido Rsetérico acido-5-tetradecendico
14:1n3 g acido miristoléico acido-9-tetradecendico
16:1n7 9 acido palmitoléico  4cido-9-hexadecendico
i8:In12 6 acido petroselinico  4cido-6-cetadecendico
18:1n9 9 acido oléico acido-G-octaecendico
18:1n7 11 écido cis-vacénico acido-11-octadecensdico
20:1n11 9 acide gadoléico acido-9-eicosendico
20:1n9 11 4cido gondoico acido-11-eicosendico
22:1n1l 11 Acido cetoléico acido-11-docosendico
22:1n9 13 Acido ertcico actdo-13-docosendico
24:1n% 15 4cido nervénico actdo-15-tetracosendico

e . - - ;>
c¢) Acidos graxos diinsaturados ou diendicos

i I T v
16:2n6 7,10 - acido-7,10-hexadecadiendico
18:208 9,12 acido linoléico  &cido-9,12-octadecadiendico
2209 ]11 - acido-8,11-eicosadiendico
206 11,14 - acido-11,14-eicosadiendico

d} Acidos graxos poliinsaturados ou poliendicos {(n? duplas ligagdes > 3}

i I i v
18:3n8 69,12 acido y-linolénico acido-6,8, 1 2-oetadecatriendico
18:3n3  5,13,15 ircido o-linolénico aeido-8,12 15-cetadecatrisndico
20:3n8 58,11 dcide “mead” acido-3.8, 1 1-clcosatriendico
Z0:3n6 8,111,314 acido dihomo-v-linokaleo acido-§,11,1d-cicosatriendico
20:3n3 1%,14,17 - acido-11.14, {7-elcosairiendion
18:4n3 8.8,12,15 dcido mordtico scido-6.9,12, 15-octadecatetrasndico
20408 58,1114 dcido araquiddnico acido-5.8,11, ld-eicosateirasndico
22406 T7,10,13,16 4cido adrénico acido-7,10,13,16-docosatetraendico
2:4n3 B LKLY - acido-8,11,14,1 T-cicosatetrasndico
22:4n3 19,13,18,19 - dcido-10,13,18,19-docosatetraendico
20:5n3 5,8,11,14,17 deido timnodénico, EPA dcido-5,3,11,14, 1 T-eleogsapentaendivo
22:5nf 4.7,10,13,18 acido docosapentaendico dctdo-4.7,10,13, 16-doeosapentaendico
22:5n3 7.3,13,16,18 dctdo clupanoddnice, DPA aclde-7,18,13,18,1%-docosapentaendtco

22:6nl

4,7,10,13,16,19

acido cervdnico, DHA

acido-4.7,10,13,18, 1 S-docosahexaendico



e} Acidos graxos ramificados

Sdo considerados dcidos graxos ramificados aqueles contendo nm oun
mais grupos metilicos {— CH,) ligados a dtomos de carbonos da cadeia normal, Os
acidos saturados mono-ramificados das séries iso e anteiso sdo os mais comuns e tém

as seguintes {ormulas estruturals:

fe . CHz -~ CH - (CH),~COOH
série iso (i) i
CiH;
. . . CHy -~ CH: —~ CH -~ (CHj.—COOH
série anteiso {at): f
Cliy

Os acidos graxos ramificados de ocorréncias mais comuns em peixes

SA07

I i v
i-14:0 iso-miristico acido-12-metiltridecandico
ai-14:4 ai-miristico acido-11-metiltridecandirn
=150 s dcide-13-metiltetradecandico
al-15:0 - acido- | 2-metiltetradecancico
180  ise-palmitico deido-14-metilpentadecandico
ai~16:0 ai-palmitico dcido-13-metilpentadecandico
170 iso-margarico acido-15-metithexadecandico
at-17:  akmargérico acido-14-metilhexadecandico
i-18:0  iso-estedrico Acido-18-metitheptadecandico
— acido pristanico  acido-2,8,10, M-tetrametilpentadecandico
- acido ftanico acido-3,7,11, 15-tetrametilhexadecandico

3.4. Fragoes Lipidicas em Peixes de Agua Doce

3.4.1. Caracterizacdo das fragdes lipidicas

A determinagio do teor total de lipidios (LT}, também frequen-

temente chamado de teor de gordura ou dleo, geralmenie envolve a exiragic de
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substancias que sao soliivels em um dado solvente orginico ou numa mistura de
solventes. 0 método de Bligh & Dyer (1959) € muito usado para andlise de gordura
em pescado. Consiste da extragdo a frio dos lipidios totais, com uma mistura de clo-
roférmio-metanol-dgua (incluida a dgua muscular natural}, na proporgic de 1:2:0,8,
respectivamente. Posterior diluicio com cloroférmio e dgua, a relagdo muda para
2:2:18, ocorrendo & separagdo do homogeinado em duas camadas: a camada de clo-
roférmio contém os lipidios totals e a camada agquo-metandlica contém os compostos

nao lipidicos,

Num extrato de lipidios totais de misculo de peixes, pode existir
uma grande variedade de substincias organicas lipossoliveis, que sdo distribuidas
em trés classes principais: lipidios neutros {LN), fosfolipidios (PL} e glicolipidios

(GL).

Os lpidios neutros {Kates, 1972} ou lipidios simples (Christie, 1982)
incluem as substincias ou subclasses chamadas de triacilglicerdis ou trigliceridios
{TG), diacilglicerdis ou diglicerfdios (DG), monoacilglicerdis ou monogliceridios (MG),
alquil-diacilglicerdis, plasmalogenos neutros, esterdis (principalmente colesterol livre

e esterificado), ceras e icidos graxos livres (AGL).

Para Christie (1982), o termo fosfolipidie, que pode ser classificado
como Hpidic complexo, denota qualquer composte contendo acido fosforico, como
mono ou didster, e assim inchui os glicerofosfolipidios e esfingomielina {SPH) {um es-
fingolipfdio). As principais substancias ou subclasses de glicerofosfolipidios incluem
4cido fosfatidico (PA), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina ou lecitina (PC), liso-
fosfatidilcolina ou lisolecitina {LPC), fosfatidiletanolamina ou cefalina {PE}, lisofos-
fatidiletanclamina ou lisocefalina (LPE), fosfatidilinositol {P1), fosfatidilserina (PS),

cardiolipina {CDL), alquilacilglicerofosfolipidios e plasmalogenos fosforilados.

O termo glicolipidio, segundo Christie {1982) € usado para descre-
ver qualquer composto contendo uma ou mais moléculas de monossacaridios, unidas
através de uma ligacio glicosidica a nma parte lipidica, e assim engloba os glico-

glicerolipidios e alguns esfingolipidios {cerebrosidios, sulfatidios e gangliosidios}. Us
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glicoglicerolipidios principais sio mono e digalactosildiacilglicerois.

Atualmente, a determinacdo da composicio de acidos graxos deixon
de ser realizada apenas em termos de lipidios totais, mas sim em termos das diferen-
tes classes e subclasses {Ota & Takagl, 1977; Mai & Kinsella, 1979h; Ohshima et al,,
1982; Weihrauch & Son, 1983; Tocher & Sargent, 1984). Gragas a esta abordagem,
maiores informagdes quanto & natureza e ao comportamento destes composatos tém
sido obtidas. Foi constatado, por exemplo, que tanto a oxidagio como a lipélise de
peixe, carne e frango, etc., envolvem principalmente os fosfolipidios e que & maior
suceptibilidade & oxidacio desta classe de lipidios esta diretamente ligada a sua com-
posicio de 4cidos graxos, tendo concentragbes mais altas de insaturados {Braddock
& Dugan Jr., 1972; El-Shattory, 1979; Allen & Foegeding, 1981; Shewfelt, 1981; Wu
& Sheldon, 1988).

Uma excelente revisio sobre a composigao e aspectos hioguimicos
de Ypidios em peixes de dgua doce foi realizada por Henderson & Tocher {1987).
Esta revisio abrangeu trabalhos reportando os conteddos de lipidios tolais e suas
classes, composicio de 4cidos graxos, sintese de lipidios, metabolismo de lipidios
alimentares, o papel dos dcidos graxos essenciais, catabolismo lipidico, desenvolvi-
mento embrionario e larval e lipidios de peixes, influéncia da dieta, temperatura e

salinidade sobre os lipidios.

Na presente revisio, serio apresentados os trabalhos que relataram,
em peixes de agua doce, a composigao de lipidios em midscule ou no peixe inteiro.
Inicialmente serdo revisados os trabalhos sobre os contevdos das fragdes de lipidios,
e em segnida, a composi¢io em acidos graxos das classes e subclasses de lipidios,
bem como a influéncia de alguns fatores responsaveis pela variagio dos teores desses

componentes,

3.4.2, Contetidos das fragdes lipidicas

Os conteddos de LT, PL, esterdis e TG foram determinados em 15
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especies de peixes de agua doce de rios e lagos de Nova lorque (EUA} por Kinsella
et al. (1977a). O conteudo de LT dos filés variou de 0,7% para “rock bass”, Amblo-
plites rupestris, a 7,2% para “lake trout”, Salvelinus namaycush, com a maioria das
espécies tendo uma média em torno de 20% de LT. A quantidade de PL variou de
185 a 875mg/ 100g de filé e mostrou uma relagao inversa com os LT, Colesterol {COL)
fol o unico esterol presente, tendo variado de 50-90mg/160g de filé. A proporcio
de COL em LT aumentou quando o conteddo de LT no filé do peixe diminuiu. Os
teores de TG, que foram obtidos por diferenga (TG=LT-PL-COL) tiveram variacio
de 0,26-3,38g/100g de filé. As 4 espécies mais “magras” apresentaram 0,7-0,8% de
LT; em duas delas, “rock bass” e “sunfish pumpkinseed”, Lepomis gibbosus, os teo-
res de TG (65,7% e 59,4%, respectivamente) foram maiores do que os teores de PL
(27,2% e 31,1%, respectivamente} e nas outras duas, “burbot”, Lofa loia e perca
amarela, Perca flavescens, o inverso ocorreu, cormn os teores de PL (51,1% e 49,4%,

respectivamente) sendo superiores aos de TG (36,9% e 39,8%, respectivamente).

Uma espécie de agua doce da India, Ftroplus suratensis, teve sua
composicao lipidica estudada por Nair & Gopokuxar (1984). Os teores de LT, LN
e PL foram de 1,90g/100g, 1,16¢/100g e 0,70g/100g de misculo, respectivamente.
Dentro da fracio de fosfolipidios, PC (57,9%) foi o principal componente, sendo
seguido por PE (14,9%) e PS {7,8%); outras subclasses encontradas foram PI, SPH,
LPC e LPE, em quantidades variando de 1,3 a 3,1%.

Os lipidios de misculo escuro e brance de “white sucker”, Catesto-
mus commerseni, foram investigados por Mal & Kinsella {197%a}. O midsculo escuro
apresenton conteidos mais altos de LT e LN do que o misculo branco, totalizando,
respectivamente, 6,2% e 91,2% no primeiro e 1,4% e 76,5% no segundo. Ja o teor de
de PL foi malor no misculo branco com 22,9%, do que no miusculo escuro que teve
8,8%. Também foi constatado que no muisculo brance, a porcio ventral foi mais
rica em LT do que a porgao dorsal (1,6% vs. 1,3%). De modo geral, foram nota-
das diferencas marcantes entre os misculos escuro e branco quanto a composigio

percentual das subclasses de PL e LN, com excegio de AGL e 1,2-DG.
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A diferenca entre peixes cultivados e silvestres do Japdo, em relacio
as percentagens das fragdes lipidicas foi verificada por Ohshima ef al {1982) em
“ayu”, Plecoglossus altivelis. Em geral, foi observado que o conteiido de LT do
peixe cultivado fol malor do que o do peixe silvesire. Este resultade repetiu-se para
os LN, cuja média foi de 94,6% para o peixe cultivado contra 91,0% para o nio
cultivado. Como consequéncia, o teor de PL fol menor no peixe cultivado {5,4% vs.
9,0%). A analise da fracio LN por cromatografia liquida de slta eficidncia mostron
que as espécies moleculares de TG em “ayu” cultivado sBo diferentes daquelas do
“ayu” silvestre. Esta mesma técnica foi usada para andlise da fragdo de PL, sendo

ancontrada uma razdo PC/PE de 1,68 para “ayu” cultivadoe e de 2,26 para o silvestre.

Para Watanabe =t al. {1974a}, o nivel de 18:3n3 na dieta exerce
pequeno efeito sobre a proporgdo de lipidios polares e apolares em truta arco-iris,
Salmo gairdnert. Apds 18 meses de ensaio, os peixes alimentados com uma dieta
contendo metil laurato (12:0) e outra livre de gordura apresentaram teores de PL
ligeiramente mais altos do que 0s peixes sob uma dieta contendo linolenato e outra
contendo uma mistura de oleo de soja e dleo de figado de bacalhan. Os resultados das
4 dietas mostraram variagdes de 1,8-2, 7% para LT, 15,2-22,6% para PL e 77,4-84,8%
para LN,

De 8 diferentes dietas fornecidas para truta arco-ins, durante 15
semanas, apenas as dietas contendo 5% de metil laurato e 4,3% de metil laurato 4+
0,1% de metil linolenato influenciaram as quantidades de lipidios polares e apolares
no musculo do peixe. Com essas dietas, os teores de PL foram de 21,7% ¢ 15,5%,
respectivamente, e, os teores de LN foram de 78,3% e 84,5%, respectivamente, Nas
outras 6 dietas, os lipidios polares variaram de 10,0 a 13.,8% e os apolares de 878 a
90,0%. O menor conteiido de LT (4,4%) aconteceu para a dieta com 12:0, seguido
por 5,2% para a dieta com 4,9% 12:0 + 0,1% 18:3n3, e variou de 3,9% a 5,0% para
as demais dietas (Watanabe et al, 1974b},

O efeito de duas gorduras alimentares (“tallow” e “menhaden oil”)

sobre os niveis de LT, TG, PL e AGL em musculo de “channel catfish”, fetalurus
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punctatus, foi estudado por Gibson & Worthington {1977). Os teores de LT néo
foram significativamente influenciados por nenhuma das dietas fornecidas acs peixes.
s valores médios de LT foram de 30,53% {g LT/100g de tecido liofilizado) para os
peixes recebendo leo de “menhaden” e de 29,6% para aqueles recebendo “tallow”.

Aproximadamente 77% dos LT eram de TG, 1,85% de PL e 0,25% de AGL.

Mudancas pronunciadas na razdo molar entre PC e PE foram ob-
servadas nos fosfolipidios mitocondriais da linha lateral de misculo de “goldfish”,
{Carassius auratus, aclimatados em temperaturas de 5%, 20° e 30°C; um decréscimo
em PC foi encontrado em baixa temperatura de aclimatagdo, mas sendo compen-
sado por um aumento aproximadamente igual de PE. Os principais PL foram PC,
PE e CDL, que juntos somaram 90% do total de fosfolipidics. Outras subclasses
encontradas foram: PI, PS, SPH, PA, PG, LPC, LPE e LPA, em teores variando de
tracos a 3,1% {van den Thillart & de Bruin, 1981).

Satoh ef al. {1984) investigaram o efeito do jejum e da temperatura
ambiental sobre a composicio de lipidios em Tilapia nilotice, cultivada no Japio.
Os peixes foram mantidos com uma dieta comercial suplementada com dleo de mitho
e depois privados de alimentos durante 82 dias, em tanques sob temperaturas da
dgua de 15% e 20°C. A quantidade de lipidios polares no peixe inteire for pratica-
mente constante durante o jejum, nio sendo afetada pela temperatura da dgua. O
decréscimo de lipidios totais no tecido foi principalmente devido ao decréscimo de
trigliceridecs. No inicio do experimento, com os peixes pesando em média 43,3g e
a temperatura da dgua de 20°C, os seguintes teores foram encontrados (g/100g de
peixe inteiro): LT, 8,30; PL, 0,86; TG, 7,38; AGL, tragos; esterdis livres, 0,04 DG,
0,03 e tragos de MG.

3.4.3. Composicic de dcides graxos das fragbes lipidicas

Segundo Henderson & Tocher (1987), a composigdo de dcidos graxos

em lipidios totais é obviamente influenciada pelas classes de lipidios constituintes.

15.



Os tecidos ricos em gordura tém os triacilglicerdis come principais constituintes,
enquanto os fosfolipidios predominam naqueles de baixos teores de lipidios. Conse-
quentemente, comparagoes entre diferenfes peixes e tecidos, através da composigio

de dcidos graxos de lipidios totais séo de limitados valores.

A maioria dos irabalhos relataram apenas a composicao de acidos
graxos de hipidios {ofais. Nesta revisdo, serdo relatadas as publicagbes que investiga-
ram a composicdo de acidos graxos em lipidios totals, juntamente com no minimo,

mais uma fragio lipidica.

A composigio de acidos graxos de LT, TG, PL, PE ¢ PC de filé ¢
musculo desossado mecanicamente {MDM) de “white sucker”, Catostorus commer-
sont, foi determinada por Mai & Kinsella (1979b). A concentragdo de PL foi mais
alta em MDM com 543mg/100g de tecido, do que no filé, que teve 370mg/100g
de tecido, mas ndo houve diferenca significativa entre filé e MDM, em termos da
coraposicao de acidos graxos, tanto em PL como em LT. As fragbes de PL contém
mais dcidos graxos poliinsaturados. PE de MDM contém mais acidos poliinsatu-
rados por causa do elevado teor de 22:6n3. Acidos palmitico, palmitoléico, cléico,
araquidonico, BEPA e DHA foram os componentes principais de AGL. Exceto quanto
ao contetdo de 22:6n3, as percentagens de dcidos graxos na subclasse AGL de filés

e MDM foram muito semethantes.

(s lipidios totais de misculo escuro e brance de “white sucker” foram
fracionados por cromatografia em camada delgada {CCD) e a composigido de dcidos
graxos de cada subclasse foi estudada por cromatografia gasosa. Os principais acidos
graxos presentes em LT, TG, PL, MG, 1,2 DG, 1,3 DG, AGL ¢ COLE foram 16:0,
16:1a7, 18:189, 20:503 e 22:6n3. O musculo branco apresentou percentagens mais

altas de AGPs do que o miisculeo escuro {Mai & Kinsella, 1979a).

A composicio de 4cidos graxos de LN e PL de Eiroplus suratensis
da India foi determinada por Nair & Gopakumar (1984). Os totais de 4cidos graxos
saturados, monoendices, diendicos ¢ poliendicos foram, respectivamente de 37,2%,

33,8%, 74% e 21,6% nos lipidios neatros e de 32,68%, 19,9%, 5.4% e 42,3% nos
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fosfolipidios. Os PL foram mais ricos em AGPs comparados com os LN, que por
sua vez apresentaram malores teores de acidos graxos saturados, monoendicos e

diensdicos.

A composicao de acidos graxos de fosfolipidios isolados do misculo
de “goldfish”, Carassius auratus, aclimatado nas temperaturas de 5°, 20° e 30°C, foi
determinada por van den Thillart & de Bruin (1981). Esta classe de lipidio foi ca-
racterizada por uma grande quantidade de 4cidos poliendicos, dominado pelo dcido
docosahexaendico. Em temperatura de aclimatacio mais alta, foi encontrado um
decréscimeo significante em 22:6n3. Contudo, o efeito resultante da termnperatura am-
biental sobre o grau de insaturacio foi pequeno, em contraste com o efeito marcante
sobre o comprimento médio da cadela de 4cidos graxos. Nas temperaturas de 57,
20° e 30°C, os indices de insaturacdes foram de 249,5 £ 9,3, 239,6 £ 11,4 e 2106 &
4.1, respectivamente, e os comprimentos médios das cadeias foram de 20,09 = 0,97,

18,62 4 0,08 e 17,72 4 0,02, respectivamente.

Visando conhecer a influéneia da criagio de peixe em calivelro, a
composicao em acidos graxos de LT, LN, PL, PC e PE de “ayu”, Plecoglossus alti-
velis, foi determinada em peixes silvestres e cultivados por Ohshima et ol (1982).
Em LT e LN, as percentagens de 16:0, 18:1 ¢ 18:2 em “ayu” cultivado foram mais
elevadas do que aquelas no peixe silvestre, enquanto a percentagermn de 18:3n3 foi
menor no “ayn” cultivado. Os Acidos graxos de cadela {mpar 15:0, 17:0 ¢ 19:0 esti-
veramn presentes em niveis mais altos no “ayu” silvestre, comparados com aqueles no
cultivado, Em PC, as percentagens de 16:0 e 22:6, no peixe cultivado foram malores
do que no peixe silvestre, enquanto as percentagens de 18:1, 18:2 € 20:5 no cultivade
foram mais baixas do gue no silvesire. Em PE, os 4dcidos 16:0 e 18:]1 estiveram
presentes em altas percentagens no peixe silvestre, enquanto a percentagem de 22:6

foil mals alta no “ayu” cultivado.

Yu & Sinnhuber {1972) estudaram o efeito de virios teores de 18:303
e 92:6n3 adicionados a uma dieta livre de gordura, sobre a composi¢ic em dcidos

graxos de truta arco-iris, Saimo gairdneri. O grupo de peixe controle, que néo
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foi alimentado com AGP n3, revelon um aciimulo de 20:3n9 na fragio PL. O nivel
diminuiu quando 18:3n3 ou 22:6n3 foram incluidos na dieta. Analises mostraram que
o 18:3n3 da dieta foi rapidamente convertido pelo peixe para 22:6n3, com uma alfa
concentracao em PL. Houve uma relacio direta entre o teor de 22:6n3 alimentar,
(0,25%, 0,50% e 1,00%) e a concentragdo deste dcido nas fragdes de PL (16,8%,
21,0% e 26,7%, respectivamente) e de LN (2,9%, 5,2% e 7,1%, respectivamente).

Alevinos de truta arco-iris foram mantides com uma dieta livre de
gordura ou suplementada com metil laurato (12:0), metil linolenato {18:3n3) e uma
mistura de éleo de soja e dleo de figado de bacalhau para verificar o efeito dos lipidios
alimentares sobre a composicao de acidos graxos em lipidios do corpe do peixe, A
dieta lvre de gordura e aquela suplementada com 12:0 induziram uma eleva¢do na
proporgao de AG monoendicos, especialmente 16:1n7 e 18:1n9. O 18:3n3 ahimentar
ou os acidos n3, abaixaram o nivel de monoendicos e elevaram o de 22:6n3. Estas

mudancas foram mais notdveis em PL do que nos TG (Watanabe et al., 1974a).

Nove dietas, cada uma contendo diferentes niveis de dcidos Huoléico
(18:2n6) e linolénico {18:3n3}, foram fornecidas para trutas arco-iris durante 14
semanas e a composicic em dcidos graxos da gordura neutra e de fosfolipidios fol
determinada por Yu & Sinnhuber (19753}, visando conhecer o metabolismo lipidico
deste peixe. A composigdo de AG dos lipidies do corpo refletiu a de lipidios na
dieta: altas concentracdes de n6 no corpo foram encontradas em peixes alimentados
com dietas ricas emn 18:2n6. Uma alta concentragdo de 20:308 esteve presente nos
PL dos peixes, sob duas dietas contendo altos teores de 12:0 (5,9% e 5,5%) mais
18:3n3 (0,1% e 0,5%), indicando uma deficiéncia de acide graxo essencial (AGE).
Nenhuma quantidade de 20:3n9 foi detectada em tecido de peixe ahmentado com
dieta contendo 5% de 18:206. O acido 18:2u06 alimentar fol metabolizado através
de elongacio e dessaturagdo em AGs da familia n6, 18:3, 20:2, 20:3, 2004 e 2535,
enquanto 18:3n3 alimentar foi convertido em 18:4, 20:4, 2005, 22:5 e 22:6 da familia
n3. Em certa extensdo, o 18:3n3 da dieta inibiu a conversio de 18:2n6 em 22:506,
enguanto o metabolismoe de 18:3u3 também foi inibido pelo 18:206 da dieta, mas em

menor grau.
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A influéncia da gordura alimentar (Sleo de “menhaden” e “tallow”)
sobre a distribuicio de acidos graxes em TG, PL e AGL e da estocagern congelada a
-18°C sobre a composicao de dcidos graxos de AGL em “channel catfish”, fefalurus
punctatus, fol pesquisada por Gibson & Worthington (1977}, Os lipidios presentes na
dieta afetaram fortemente os perfis de dcidos graxos em todas as fragdes de lipidios.
Tendo dleo de “menhaden” como dieta, 18:1 surgiu como principal dcido graxo na
fracio de TG, seguido por 16:1, 18:2, 20:5 & 14:0. A composigao de AGL foi quase a
mesma de TG, exceto que 18:0 ocupou o hugar de 14:0, na dltima colocagao; nestas
duas fragdes, os teores de 22:6a3 foram de 3,6% e 4,2%, respectivamente. A fragdo
de PL teve 16:0 como acido graxo majoritédrio, seguido por 18:1, 22:6, 20:5, 18:0,
16:1 e 18:2. Com a dieta “tallow”, as fragdes TG, PL e AGL tiveram os mesmos
primeiros 4 cidos graxos principais, 18:1, 16:0, 18:2 e 18:0, ersbora apresentando
teores ligeiramente diferentes, exceto para 18:1, que teve menor valor em PL com
30,4%, em relacdo aos valores de 48,7% em AGL e 51,7% em TG. Completando a
relagio dos & principais, apareceram 16:1 e 14:0 em TG, 22:6 ¢ 16:1 em PL e 16:1 e
- 22:5 em AGL.

A composicao de acidos graxos das fragdes LT, LN e PL foi deter-
minada nos lipidios do corpo inteiro de Tilapia nilotica, por Takeuchi ef al. (1983).
O objetivo era comparar o efeito de seis diferentes dietas lipidicas no preenchimento
do requerimento de dcidos graxos essenciais deste peixe. O melhor ganho de peso
aconteceu quando o peixe recebeu uma dieta contendo 0,5% ou 1% de 18:206; am-
hos, 20:4n6 ¢ AGPs n3, nio foram essenciais para a tildpia. Os teores de 22:6n3
foram mais elevados em PL (8,3-21,0%) do que em LT {1,3-7,6%) e LN (0,5-6.1%),
sendo essas variacoes devidas as dietas. Em geral, em cada dieta, a composicio de
écidos graxos de PL foi diferente daguela de LT ¢ LN, enquanto a composigio de

dcidos graxos de LN refletin aquela de LT.

Satoh et al. {1984) pesquisaram o efeito da privagaoe alimentar na
composicio de LT, TG e PL. A Tilapia nilotica, que havia sido previamente ali-
mentada com uma dieta comercial suplementada com dleo de mitho foi deixada em

jejum por 82 dias em tanques sob diferentes temperaturas da dgua de 157 ¢ 20°C. A
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distribuigio de AGs nos lipidios foi afetada em alguma extensdo pela teraperatura
da Agua, no periodo de jejum. A percentagem de 22:6n3 aumenton em PL do peixe
jeinando em temperatura da 4gua mais baixa, embora a quantidade de fosfolipidios
no corpo do peixe tenha permanecido quase constante durante periodo de jejum.
A composicin de AGs de TG ndo mudou com o jejumn, em ambas as temperatu-
ras, embora no peixe em temperatura mais baixa, a percentagem de 13:2n6 tenha
diminuido. Os resultados sugerem que os acidos graxos utilizados para a energla
durante o jejumn foram diferentes de espécie a espécie e dependentes da temperatura

ambiental.

A infludncia da temperatura (13°, 19° e 25°C) e da dieta lipidica
(adigio de 18:2n6 e 18:3n3) sobre a composi¢io de acidos graxos em “goldfish”,
Carassius auratus, foi investigada por Reiser ef al. {1963}, Em periodo de deplegio,
sob dieta de baixo teor de gordura, a temperatura ndo afetou a composigio de acidos
graxos nos TG; o efeito em PL foi questionavel. Apds o periodo de deplecao, com
uma dieta contendo cido linoléico, a temperatura novamente ndo afetou oz teores de
acidos graxos de TG. A dieta contribuiu para o aumento de 18:2, 18:3 (y-linoléico) e
20:4. Nos AG de PL, em temperaturas mais altas, houve um aumento em 18:1, 18:2
e 18:3 e uma diminuicio questiondvel em 20:1, 20:2, 20:4 e 20:5. A dieta provocou
um aumento nos teores de 18:2 e 20:4 & uma reducao em 18:3 e 20:3. Sob dieta de
4cido linolénico {18:3n3), a temperatura também nio afetou a composigio de AG em
TG: o teor de 18:3 no PL foi malor a 13°C. Em decorréncia da dieta, 18:3 aumentou

tantc nos TG como nos PL: houve redugdo de 20:4, 22:2 e 22:3 em PL.

3.5. Composicdo em Aminoacidos de Peixes de

figua Doce

De acordo com Guha {1962), o pescado contém proteinas de alto
valor bioldgico, comparével com aquelas de ovo, leite e carne, e que, as proteinas

de diferentes espécies e variedades de peixes diferem em alguma extensio em sua
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composigao de aminoacidos,

O teor de protefna bruta em peixes de dgua doce varia de cerca de 12
a 28% (Dupont, 1958; Lantz, 1966; Gurgel & Freitas, 1972; Mai ef ol,, 1980; Suzuki
et al., 1990). Diferentes espécies (Dupont, 1958; Lantz, 1966; Mai et al., 1880) e tipo
de misculo, branco ou escuro {Suzuki et al., 1990), podem ser os fatores responsavels
pela amplitude observada nos valores de proteinas desses peixes. Por outro tado,
Gurgel & Freitas {1972), verificaram que os teores de proteinas de 12 espécies de
peixes foram aproximadamente iguals, entretanto, o cangati, Trachycorystes sp. e
o mandi, Pimelodus clarias, com teores de proteina abaixo de 15% diferiram das
demais. Para Maia et al. (1983), o teor de proteina bruta ndo apresestou diferengas

significativas com a época e local de captura de curimbata, Prochilodus serofa.

Comumente, 21 o-aminoacidos estdo presentes em proteinas na-
turais, e todos pertencem & série estereoquimica L. Os aminodcidos [AAs) sao
usualmente designades por simbolos de trés letras, que sdo as seguintes: acido
aspartico (ASP), dcido glutdmico (GLU), alanina (ALA), arginina {ARG), aspara-
gina {ASN), cisteina (CYS), cistina (CY8-);, fenilalanina (PHE), glutamina (GLN),
glicina (GLY), histidina {HIS), isoleucina (ILE), leucina (LEU), lisina (LYS), me-
tionina (MET), prolina (PRO), serina {(SER}, treonina {THR), triptofano {TRP),
tirosina {TYR) ¢ valina (VAL).

A asparagina e a glutamina, que sao, respectivamente, amidag do
icido aspartico e do 4cido glutdmice, por agio de écidos e bases sio facilimente bi-
drolisadas aos respectivos 4cidos aspartico e glutémico, enquanto a cisteina ocorre
muitas vezes nas proteinas em sua forma oxidada, a cistina, na qual os grupamentos
tidlicos das duas moléculas de cisteina foram oxidadas a dissulfeto, produzindo uma
ligacio cruzada entre elas (Lebninger, 1976). Esses trés aminoacidos, num hidroli-
sado 4cido, sio quantificados como ASP, GLU e 1/2CYS, respectivamente. Sirapson
et al. (1976) descreveram um procedimento para determinar a composicao completa
de aminodcides de uma proteina, incluindo o conteddo de grupos - SH livres e das

ligagbes dissulfidicas.



A cisteina e cistina, embora dieteticamente dispensiveis porque o
organismo tem a capacidade de sintetiza-las, sio consideradas importantes j& que a
sintese delas se faz no organismo 4 custa da metionina {(aminodcido essencial), Esta
inter-relagao agrava ainda mais a deficiéncia de metionina (Sgarbieri; 1987). Segundo
ainda o mesmo antor, uma inter-relagio idéntica ocorre também com a tirosina
{aminodcido dispensdvel) e fenilalanina {aminodcido indispensével). Por isso, as
vezes, esses aminodcidos sio computados aos pares, como aminoacidos sulfurados
totais (MET+CYS) e aromdticos totais (PHE4TYR), durante a apresentacio de

dados sobre a composigice de aminodcidos.

Poucas alteragdes na ordem dos sels primeiros AAs presentes em
malores concentragGes em misculos ocorreram com peixes de dgua doce, pesqui-
sados em véarios paises. Em 11 espécies de peixes da Indonésia {Dupont, 1958),
os seguintes teores médios, em gAA/16gN, foram obtidos para os seis aminodcidos
presentes em maitores concentragdes (principals AAs) (entre parénieses, os teores
minimo e maximo): GLU, 17,5 (6,8-20,2); LEU, 8,1 (6,9-9,1); ARG, 7.4 (5,7-9,3);
LYS, 7,1 {6,1-8,1); ILE, 6,0 {(5,3-6,7) e ALA, 5,9 (5,2-6,7). O teor de 4cido aspartico
nao fol relatado, e apenas em Cyprinus earpio, o acido glutimico, com um teor
de 6,8g/18gN (bastante baixo em relacio i faixa deste AA), nds apareceu como o
primeiro da lista, sendo substituido pela leucina com 7,7g/16gN {valor normal den-
tro da faixa deste AA). As outras espécies analisadas foram: Tilapia mossambica,
Puniius javanicus, Osieechifus.hasseifé} Trichochaster trichopterus, T. pectoralis,
Monopterus albus, Helostoma temmincki, Osphronemus goramy, Chanos chanos e
Hyriopsis velthuizeni. Os fotais de sulfurados e aromaticos foram de 4.2g/18gN e
8,38/16gN, respectivamente, e, completando a relacio dos aminodcidos essenciazis
{AAEs), apareceram VAL, 5,3; THR, 4,8; PHE, 4.5; MET, 3,0; HIS, 1,8 ¢ TRP,
1,2g/16gN,

A composigdo de seis espécies de peixes de dgua dece do lago Cayuga
{Ithaca, NY) foi determinada por Mai et al. (1980}, Os peixes constaram de “white
fish”, Catostomus commersoni, “burbot”, Lota lota, “black crappie”, Pomoxis ni-

gromuaculatus, truta arco-ixis, Salmo gairdneri, “walleye pike”, Stizostedion vitreum e
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“vellow perch”, Perca flavescens. Pouca variagdo na composigao foi encontrada entre
as espécies, e as seguintes concentracdes {g/100g proteina) foram relatadas: GLU,
13,1 (11,7-15,7); ASP, 8,7 (7,7-10,2); LEU, 7,3 (6,6-8,5); LYS, 7,2 {6,1-8,3); ARG,
54 (4,8-6,7) e ALA, 4,8 (4,2-5,7). O teor de cistina ndo foi relatado, sendo o teor
de MET de 2,6¢/100g proteina, enquanto os aromaticos totals somaram 6,7/100g
protefna. Os teores médios dos outros AAEs foram: VAL, 4,4 PHE, 3.6; ILE, 3.5,
THR, 3,5; HIS, 2,0 e TRP, 1,0g/100g proteina.

A composigio de AA do corpo inteiro de “goldfish”, Curassius au-
ratys, “golden shiner”, Notemigonus crysoleucas e “fathead muinnow”, Fimephales
promelas cultivados nos Estados Unidos foi investigada por Gatlin 111 (1987). As
trég espéeies apresentaram um perfil de aminoacidos muito semelhante, com GL,
14,4 (14,39-14,46) como AA principal, sendo seguido por ASP, 9,3 (9,1-9,5); LYS,
8,8 (8,6-8,9); GLY, 8,0 (7,5-8,6); LEU, 7,6 (7,5-7,8) e ALA, 6,8 {6,6-7,1}. Os totais
de AAs sulfurados e aromdticos foram de 4,0 e 7,5g/100gAA e os demais AAEs
tiveram os seguintes teores: THR, 4,9; VAL, 4,4; PHE, 4,4; iLE, 4.1; MET, 3,1
HIS, 2,6 e TRP, 1,0g/100gAA.

Wilson & Cowey (1985) determinaram a composicao em aminoacidos
do corpo inteiro de truta arco-iris, Salmo gairdneri e de salmao do Atlantico, Safmo
salar & compararam com a composicio de “coho salmon”, “cherry salmon” e “chan-
nel catfish” relatada pela literatura. Nenhuma diferenca significativa foi observada
quando o contetido de cada AA foi comparado entre estas dnas espéciea. Em adigio,
nenhuma diferenca aparente foi encontrada quando os dados foram comparados com
a composicao de AA do corpo inteiro dos peixes relatados pela literatura. Os prin-
cipais AAs na truta foram (em g/100gAA): GLU, 14,2; ASP 9,9, LYS, 8,5, GLY,
7.8, LEU, 7,6 e ALA, 6,6. Os sulfurados e aromaticos tiveram 3,7 e 7,82/ 100g de
AA, enquanto os outros AAEs apresentaram os seguintes teores: ARG, 6.4; VAL,
5,1; THR, 4,8; PHE, 4,4; ILE, 4,3; HIS, 3.0; MET, 2,9 ¢ TRP, 1,82/100g de AA.

Duas espécies de tildpias de dguas tropicais da India foram investi-

gadas por Hoffman et ol. (1977}, Tilapia esculenta e T, lidele. Algumas diferencas
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na ordem dos principais aminoacidos foram encontradas, embora suas concentracoes
estivessern muito préximas. Em comumn, essas duas espécies apresentaram apenas
o primeiro (GLU) e o dltimo (ALA) AAs principais, com 13,5gGLU/16gN para T
esculenta e 15,0gGLU/16gN para 7. lidole e de 6,08 ALA/16gN para T. esculenia e
5,9¢ALA/16gN para 7. lidole. A ordem dos outros AAs principais foram: T, escu-
lenta, ASP, 9,2; LYS, 8,5, LEU, 6,9 e GLY, 6,3. O teor de ARG foi de 5,2g/16gN. 7.
lidole, LYS, 10,2; LEU, 9,9; ASP, 9,6 e ARG, 6,9. O teor de GLY foi de 5,1g/16gN.
Os teores de sulfurados, de arométicos e dos outros AAFEs nas duas espécies foram
muito equivalentes. Os teores de AAEs de “Bolti fish”, Tilapia nilotica (=Ureoch-
romis nilotica} também foram muito préximos dos valores descritos acima {(Khalil

et al., 1980},

Os peixes de dguas tropicais parecem estar mais sujeitos as variagdes
na composicao de aminoacidos, do que os peixes de dguas temperadas, como mos-
trado nos pardgrafos anteriores. Como que confirmando esta observagio, a com-
posicio em aminoacidos de “pearl spot”, Ftroplus suratensis, reportada por Mu-
kundan & James {(1978), fol diferente daquela relatada para as tildpias, e tambem,
bastante diferente daguelas de peixes de dguas temperadas. GLU ainda aparecen
em primeiro lugar com 12,3g/100g de proteina, sendo seguido por LEU, 5.8 LYS,
9.6, ASP, 7,1; TYR 6,51 e THR, 6,46, Os totais de AAs sulfurados e aromaticos
foram de 3,4 = 10,3 g/100g de proteina, valores wm pouco mais elevados do que os
relatados anteriormente. Os demais AAEs apresentaram os seguintes teores: VAL,
5,6; MET, 4.5 {(alto em relagio aos outros peixes); ILE, 4,2; ARG, 3,8%; PHE, 3.5
HIB, 2.6 # TRP, 1,3g/100g de proteina.

No Brasil, a composigdo em aminoacidos de peixes de dgua dove
também foi investigada. Machado {1989) determinou por cromatografia de troca
idnica a composicio de AAs de pacu, Colossoma mitrei (Berg, 1895) {=FPiaractus
mesopotamicus), destacando-se como principais, os seguintes aminodcidos, eunjos te-
ores foram expressos em g/16gN: GLU (18.8), ASP (10,58}, LYS (10,0}, LEU (8,8),
ARG (6,8) e ALA {5,1). Os totais de AAs sulfurados e aromdticos foram de 3,6

e B,1g/16gN, respectivamente. 0 teor de TRP ndo fol determinado, enquanto os

24,



demais AAEs tiveram os seguintes teoves: ILE (4,5}, PHE (4,3}, VAL (3,9), THR
(3,8); MET (2,8) e HIS (2,2).

Através de método microbioldgico, Lessi (1968) quantificou 8 amino-
acidos essencials e cistina, em muisculo de curimbaté coletado no rio Mogi-Guassu
(Pirassununga, Sio Paulo}, encontrando os seguintes valores, em ¢/100g de proteina:
ILE (17,9), LYS (10,4), LEU (8,9), MET (5,5), VAL (5,4), THR (4,3), PHE (3,9] e
TRP {0,4). O total de amincacidos sulfurados foi de 5,9g/100g de proteina.

Este mesmo peixe, também proveniente do mesmo rio ¢ local, ol
investigado por Mala ef al. (1983) através de cromatografia por troca idnica. Por
esta técnica, 18 aminoacidos foram quantificados (g/16gN). Os seis AAs presentes
em majores concentracoes foram: GLU (18,6), ASP (12,9), LYS (11,4}, LEU {87},
ALA (7,8) ¢ ARG (7,8). Os outros AAEs apresentaram os seguintes teores: VAL
(6,8), ILE (5,7), THR (5,4), PHE (5,2), HIS (3,0), MET (2,7) e TRP (1,3). O total
de AAs sulfurados foi de 2,8g/16gN. Segundo os aufores, a proteina de curimbata
fol rica em lisina e metionina, mas pobre em cistina/cisteina. Estes dois trabalhos
mostraram nma boa concordancia entre os teores de THR, CYS, VAL, LEU, PHE
e LYS: no trabalho de Lessi (1968), os teores de ILE, MET e sulfurados foram
maiores, enquanto TRP foi superior no trabalho de Maia e colaboradores. Para
Guba (1962), as concentragdes de AAs podem variar de acordo com o método de

analise empregado.

Lajolo ¢f al. {1975), nsando cromatografia por troca idnica, analisou
os AAEs em misculo de tildpia, 7. melanopleurs, encontrando os seguintes valores,
em g/100g de protefna: LYS (8,8), LEU (7,3), ILE (4,7), THR {4,5), VAL 4,4},
PHE (4,0), MET (2,3) e TRP (1,6). Os totais de AAs sulfurados ¢ aromalicos
foram, respectivamente de 3,3 e 7,3g/100g de protelna. O teor de histidina ndo fol

relatado,



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras de Peixes

{Juatro espécies de peixes foram pesquisadas: pacu, Plaractus me-
sopotamicus (Holmberg, 1887) (Pal-Pa7), curimbata, Prochilodus scrofe {Steinda-
chner, 1881) (Cb1-Cb3), tildpia, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1857) (Til-Ti3) e
tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) (Th1-Th3). Dades sebre época
de coleta, nttmero de exemplares por amostras, peso total e rendimento em filé estdo
apresentados na Tabela 1. As amostras de pacy, tildpia e tambaqui foram coleta-
das no Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicultura (CEPTA), Pirassununga,
Sao Paulo, de tanques de criagio medindo 20m de comprimento x 8m de largura x
1,5m de profundidade. Durante o periodo de cativeiro (margo a agosto), os peixes
foram alimentados com uma racio de “manutengio comum”, tendo 25% de proteina
bruta, 2.600 kcal de energia digestivel e a seguinte formulagio: 10% de farinha de
peixe; 33% de farelo de soja; 17% de farelo de trigo; 38% de milho; 1% de “premix”
vitaminico; 1% de “premix” mineral; 50 g de cloreto de colina; 50 g de vitamina C;

e 01,8 g de violeta de genciana.

Nesse perfodo de cativeiro, a temperatura média mensal da agua nos
tanques de criagio foram as seguintes: margo, 25,8 £ 0,9 (n=8); abril, 23,0 £ 2,9
(n=10); maio, 17,5 & 1,8 {n=11); junho, 15,0 & 1,9 (a=12}; julko, 6,9 % 1.0 (n=26)
e agosto, 7,2 £ 0,7 (n=22}.



As amostras de curimbatd foram capturadas na Cachoeira de Emas,

Rio Mogi Guassu, Pirassununga, Sio Paulo.

Para a realizacio dos testes preliminares de separacio das classes de
lipidios, foram utilizadas 2 amostras de pacu {um exemplar em cada amostra), 3
de curtmbatd (um exemplar em cada amostra), um exemplar de tilipia e outro de

tambaqui, adquiridos no Frigorifico Tavares {Campinas, 530 Paulo).

Para fins comparatives, em termos de composigio de acidos graxos,

um exemplar de tambaqui, pesando 1.600g foi adquirido em Manaus.

Para a avaliacio da técnica de metilagao, foram utilizadas uma amos-
tra de sardinha, Sardinella brasiliensis (4 exemplares, tendo peso médic de 90g),
adquirida no Frigorifico Tavares e outra composta por 3 alevinos de tambaqui,
Colossoma macropornum {peso médio de 20g), obtida de um cultive intensivo na

UNICAMP.
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Tabela 1 Dados sobre as amostras de pacu, Pigractus mesopotiamicus, curim-
batd, Prochilodus scrofa, tildpia, Oreochromis niloticus & tambagui,

Colessoma macropemum, provenientes de Plrassununga, 53c Paulo.

Data Nimero Peso total {g) Rendimentos
de de em filé {%).
Amostra coleta  exemplares  amplitude média & dp  média £ dp
Pal 14/03/90 06 600-1300 1142 £ 1580 340425
Pa2 28/03/90 06 765-2000 1299 £ 527 32,6 £ 4.3
Fa3 16/04/90 06 539-950 664 + 147 350 £ 2,1
Pacu Pa4 11/05/90 06 740-1700 1077 £ 36% 36,1 = 1.B
PaS 18/06/90 06 520-1060 725 £ 220 37,24 2.2
Pab 10/08/90 06 596-2154 1044 £ 575 360 £ 2,0
Pa7 27/08/90 06 657-3124 1670 1 1015 4324572
média  dp - 1089 £ 575 364 £ 43
Cbl  16/04/50 06 805-1220 1030 £ 141 4024 21
Curimbatd (b2 11/05/90 06 735-1765 1274 £ 380 423 4 2.6
(b3  18/06/90 06 1080-2380 1671 £ 511 439+ 18
média + dp - 1328 £ 444 420 £ 2.6
Til  16/04/90 06 190-510 3/2 £ 102 201403
Tildpia T2  11/05/90 10 275-585 444 4 B85 263+ L1
Ti3  18/06/90 10 240-590 447 + 116 nd
média & dp - 424 + 106 292079
Thl 16/04/90 06 675-1065 905 + 130 36,1 £ 1.4
Tambagui Tb2 11/05/90 06 7155-1050 894 + 102 344410
Th3 18/06/90 06 600-1115 861 4 176 35,3 £ 0,9
média £ dp - 887 £ 132 B3I £ 1.3

Abreviaturas;

dp - desvio padrio; nd - ndo determinado
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Fm laboratdrio, as amostras especificadas na Tabela 1 foram sub-

metidas & seguinte sequéncia de andlises:
Peixe intebro
Pesagem
Filetagem

Moagem

1 . -
Polpa de Prixe  ——v Determinacio dos teores de
umidade e de proteina

Extragio de Lipidios

Determinaciio de composigiio Polpa Lipfdics ___... Determinacio da composicio
de aminodcides por cromato- Desengordurada Totais de dcidos graxos por cromate-
grafia de troca idnica grafia gasosa

Cromatograha em coluna para
Separacic das classes de lipidios +

Lipidios Meutros Fosfolipidios
Determinacio da composicio Dsterminacio da composigio
de dcidos graxos por cromato- de dcidos graxos por cromate-
grafia gasosa grafia gasosa

+ A priori, também fol investigada a presenca de glicolipidics, mas esta classe de

lipidic nio foi detectada nas amostras analisadas.
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4.2. Preparacao da Polpa de Peixe

Para cada amostra, constituida de filés, sem pele, de 8 a 10 exempla-
res, fol preparada uma polpa de peixe {uma pasta de tecidos musculares contendo
fragmentos de espinhas intra-musculares) em meedor de carne de marca Britdnia,
contendo um disco com furos de aproximadamente 4mm de didmetro.Porgdes desta
poipa foram utilizadas para as determinacoes dos teores de umidade, proteina bruta,

lipidios totais e composi¢des de dcidos graxos e aminoacidos.

4.3. Determinacgao do Teor de Umidade

0 conteido de dgua presente no tecido muscular do peixe foi deter-
minado, em triplicata, por secagem em estufa a 100-110°C, até atingir peso constante

{Umemoto, 1972).

4.4. Determinagao do Teor de Lipidios Totais

Empregou-se 0 método de Bligh & Dyer (1953) para a extragio, em
duplicata, dos lipidios totais da polpa de pescado, levando-se em conta as proporgoes
recomendadas entre os solventes metanol, clorofdérmio e dgua tissular. A guantidade
de lipidios nas amostras fol determinada a partir de teés aliquotas de 3ml cada, do
extrato de cloroformio, evaporando-se o solvente em estufa a 100°C por 30 minutos.
Apds resfriamento em dessecador sob vacuo, procedeu-se a pesagem. O tempo
de secagem de 30 minutos mostrou-se suficienfe para atingir peso constante, O
extrato restante foi concentrado a vdcuo em roto-evaporador com banho de dgna na
temperatura de 32-34°C e o concentrado {lipidios em cloroférmio) foi estocado em

™

“freezer” (temperatura: -19 a -23°C}) para utilizagdo posterior, num perfodo maximo
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de uma semana.

4.5. Determinacao do Teor de Proteina Bruta

O teor de proteina bruta foi determinado, em duplicata, pelo método
semi-micro Kjeldahl (Pearson, 1973}, utilizando-se o fator de 6,25 para conversio

de nitrogénio total em proteina bruta.

4.6. Separacao das Classes de Lipidios por

Cromatografia em Coluna

Apds varios testes preliminares (ver item 5.1.1. em Resultados e

Discussio), o seguinte procedimento foi estabelecido:

As aliquotas de lipidios totais (0,35-1,37g) foram fracionadas em
lipidios neutros e fosfolipidios por cromatografia em coluna, num tubo cromatografico
de vidro de 30cm de comprimento por 2,0cm de diametro interno, centendo 25g de
silica gel 60 (70-230 mesh, Merck) como adsorvente, de acordo com especificagbes

de Johnston et al. (1983).

0 adsorvente foi submetido a um pré-tratamento que consistiy, ini-
cialmente, de uma lavagem com metanol e, em seguida, com cloroférmio. A relagio
exata entre o peso do adsorvente e os volumes de solventes nio precisava ser fixa,
mas do ponto de vista pratico, a mistura devia ser de tal ordem, a permitir a fdcil
agitagao com agitador magnético. O tempo de agitagao foi de uma hora para cada
solvente. Findo o perfodo de agitagio, os solventes foram removides por filtracao
com trompa d’dgua. (O adsorvente lavado com cloroférmio foi celocado em desseca-
dor a vécuo até apresentar-se com aspecto bem seco. Uma guantidade grande de

adsorvente fol tratada e estocada em recipiente fechado para posterior utilizagao.
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Viate e cinco gramas do adsorvente pré-tratado foram misturadas
com 60ml de cloroférmio. Apds o empacotamento, uma camada de lem de sulfato
de sédio anidro foi colocada no topo e a altura total do leito foi de aproximadamente

12cm.

Utilizou-se a seguinte sequéncia de eluicio para separagio das classes
de lipidios na coluna cromatogréfica: 1) Fragao I: lipidios neutros - elufda com
200m] de 20% acetona em cloroférmio. 2) Fragio H: fosfolipidios — eluida com

200ml de metanol.

O teor de lipidios de cada fragao eluida foi determinada gravimetni-
camente. O solvente de eluicio foi evaporado em roto-evaporador e, com auxilio de
um pequeno volume de cloroférmio, o extrato foi transferido para um frasco pre-
tarado. O solvente foi parcialmente evaporado com nitrogénio (N} e a secagem total
completada em dessecador a vicuo, até atingir peso constante. As percentagens de
lipidios neutros e fosfolipidios foram calculadas em relagdo ao peso de lipidios totais

adicionado na coluna. As determinacdes foram realizadas em duplicatas.

() monitoramento das fracdes {oi realizado por CCD, de silica gel G
de 0,25mm de espessura e ativada a 120°C por 30 minutos. O sistema de solventes
de desenvolvimento constou de éter de petréleo: éter etilico: dcide acético (100 :
30 : 1,5, v/v) para a fragio de lipidios neutros e cloroférmio: metanol: dgua (65
: 25 : 4, v/v) para a de fosfolipidios. As manchas foram reveladas com iodo como
revelador universal, azul de molibdénio para fosfolipidios e difenilamina, antrona-
icido sulfirico e fenol-dcido sulfiirico para glicolipidios (Skipski & Barclay, 1969

Krebs ef al., 1968).

4.7, Composicao de Acidos Graxos por Cromatografia

(Gasosa

As amostras de lipidios totais, lipldies neutros e fosfolipidios foram



saponificadas e os Acidos graxos metilados pelo método de Metcalfe et al. {1966},
usande uma solucio 14% de trifluoreto de boro em metanol (BF;—MeOH) ou por
am métodeo desenvolvido nesta tese, no qual o BFy—MeOH foi substituido pelo re-
agente esterificante de Hartman & Lage (1973), composto de cloreto de amodnio,
4cido sulfirico e metanol (NH,CI-Hy8504MeOH) na proporgio de 1:1,5:30, respec-

tivamente, conforme procedimento descrito no Anexo 1.

A cromatografia gasosa foi realizada em Cromatdgrafo VARIAN, mo-
delo 3300, equipado com detector de ionizagio de chama, injetor do tipo “split/split-
less” e coluna capilar de silica fundida (50m de comprimento x 0,22min de diimetro
interno, WCOT, SGE, Australia), contendo polietileno glicol {Carbowax 20M) ou
5% fenilmetilsilicone (SE-54,) como fase lquida. Apds otimizagdo, foram fixados os

seguintes pardmetros de operagao:

Para coluna de polietileno glicol:

Temperatura do detector : 280°C.

Temperatura do injetor : 250°C.

Temperatura da coluna : 200°C por 42 min,, programada a 2°C/min. até

210°C.

Gds de arraste : hidrogénio (Hy) (pressio de 21-23 psi} = 0,8ml/min na

coluna.
- (i4s “make-up” : Ny = 30ml/min.

Técnica de injecdo : “split” (com razdo de “split” de 100:1).

Para a coluna de fenilmetilsilicone:

- Temperatura do detector : 280°C.
- Temperatura do injetor : 250°C.
- Temperatura da coluna : programada de acordo com 2 especie de peixe

analisada {ver cromatogramas).



- (i4s de arraste : H; (pressdo de 21-23 psi) = 0,8ml/min na coluna.

- Q4s “make-up” : Ny = 30ml/min.

- Técnica de injecio : “splitless” de Grob, tendo hexanc como solvente e

periodo de “splitless” de 0,75 min.

Os dados sobre os tempos de retencgio e as percentagens dos ésteres
metilicos de dcidos graxos {EMAG) foram obtidos através de um integrador proces-
sador INTRALAR 4290, acoplado ac cromatégrafo contendo a coluna de Carbowax
20M.

A identificacio dos dcidos graxos realizou-se de acordo com os se-

guintes procedimentos:

a) Comparagio do tempo de retengio (¢,] e do tempo de retengao corrigido {#) de

EMAG de amostras e padrdes.

Os seguintes 38 padrdes individuals de Acidos graxes foram adqui-
ridos da Sigma e PolyScience, USA: 18 dcidos graxos saturados {(7:0 2 24:0), 9
4cidos graxos monoinsaturados (11:1, 14:in3, 18:1n7, cis-18:1n9, frans-18:1n8,
18:1n12, 20:1n9, 22:1n9 e 24:1n9), 2 4cidos graxos diinsaturados (18:2n6 e
90:2u6) e 9 4cidos graxes poliinsaturados {18:3n3, 18:3nb, 18:4n3, 20:3n3,
20:3n68, 20:4n6, 20:5n3, 22:3n3 e 22:6n3 ).

Obtém-se o ¢, subtraindo do i, o tempo morto da coluna {tar):
£ = %, - tpr. O tempo morto foi calculado matematicamente pela férmula

descrita por Hansen & Andresen (1968):

32
ﬁr,n - t"sn‘-ﬁ X fr,ﬂ—f-?

tay =

& . H
2 X tr,ﬂ. - tr,n—-? - zr,n-}-?

onde trn-2, rn € trpyz SAD 08 tempos de retencio de acidos graxos saturados
contendo n — 2, n e 7 + 2 dtomos de carbonos, respectivamente. No presente
trabalho, 5 foi determinado usando-se os ¢, de 14:0, 16:0 e 18:0, naturalmente

presentes em todas as amostras de peixes e disponivels como padroes,
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b) Comparagio do tempo de retengao relativo (t.) & do tempo de retengio relativo

corrigido () de EMAG de amostras e padroes.

O composto de referéncia escothide fot o 18:2n86, disponivet como

padrio e encontrado naturalmente em todas as amostras de peixes.

Os t,, e . foram calculados da seguinte maneira:

F1
;o= by ¥ bz
e — e I

Ir18:2n6

y , onde
7,18:2n8

[ tempo de retengdo de um acido graxo de interesse;

t,, = tempo de retencio corrigido de um acido graxo de interesse;
tyisome = tempo de retencao de 18:2n6; e
Y same = tempo de retengdo corrigido de 18:2n6.

&) Técniea de co-eluicio (“spiking”) de adrées junto com a amostra.
5 1

d) Comparagio com EMAG de origem marinha (PUFA-1) e de origem animal
(PUFA-2) da Supelco (USA}.

e) Comparagio com EMAG presentes em Sleo de figado de bacalhau {Sigma, C-
5650}, recomendado como padrio secundéario. Os acidos graxos presentes neste
$leo foram identificados com base nos trabalhos de Ackman & Burgher {1965},
Ackman et al. {1967a,b), Jangaard et al. (1967), Addison ef al. {1968),
Ackman (1969}, Ackman & Eaton (1978), Ackman (19872} e Christie {1988},

e também com os padroes disponivels.

f) Fatores de separagdo descritos por Kates {1972}.

Para calcnlar os fatores de separagio definidos abaixo, usou-se 03

t. et de EMAG padrGes ¢ de amostras de peixes,



i, Fator de separacio de dois grupos CH; (F?) = razéo entre
os tempos de refencio de pares de dcidos graxos de séries
homélogas contendo n e n + 2 dtomos de carbonos;

ii.  Fator de separagdo iso e anteiso = razdo entre os tempos de
retencio de acidos iso ou anteiso e o dcide graxo saturado
normal, de mesmo nimero de carbonos;

iii. Fator de separacio monoeno = razdo entre os tempos de re-
tengao de acidos graxos contendo uma dupla ligagdo € o cido
graxo saturade normal, de mesmo comprimento da cadeia;

iv. Fator de separacio dieno = razio entre os tempos de retengao
de 4cidos graxos contendo duas duplas ligagtes e v dcido graxe
saturado normal, de mesmo comprimento da cadeia, e

v. Fator de separacioc polieno = razéo entre os tempos de re-
tencio de Acidos graxos contendo de 3 a 6 duplas ligacoes e
o 4cido graxo saturado normal, de mesmo comprimento da
cadeia.

g) Fatores de separagio descritos por Ackman (1963a) e Ackman & Burgher (1 §63).

Segundo Ackman {1963a), o fator de separagio pode ser obtido
dividindo-se o ¢, ou o ., de umn EMAG pelo i, ou t,, de um outro compesto de
mesmo comprimento de cadeia. Neste trabalho, optou-se pelo uso do tempo
de retencio corrigido relativoe ao 18:2n6 (1],). Os trés tipos de fatores de
separacio sugeridos pelos autores acima foram calculados e sao definidos das

seguinies maneiras:

36.



i.  Tipo I = razdo entre 0s 1}, de pares de dcidos graxos de mesmo
compriumento da cadela, mesma familia e nimero de duplag
ligagtes consecutivas;

ii.  TIPO I = razdo entre os i, de pares de icidos graxos de
mesmo comprimento da cadela, mesma posicac da primeira
dupla ligacio em relacio ao grupo carboxilico e diferentes
familias; e

Hi. TIPO I = razdo entre os £, de pares de dcidos graxos de
mesmo comprimento da cadeia, mesmo nimerc de duplas
ligagoes e diferentes familias.

h} Comparacio da ordem de eluigio de EMAG em coluna capilar SE-54 {apolar) e
Carbowax 20M (polar).

i) Comprimento equivalente da cadeia (ECL).

Os valores de ECL foram calculados pela seguinte formula {Miwa

et al., 1960; Bannon et of, 1938):

2 x {logt] , —logt; .}

ECL =n+

- P onde
Iog t’f‘,ﬂ+2 — 10g ir,n

n= numero de dtomos de carbonos em dcidos graxos saturados normais (n=10,

12, 14, 16, 18, 20 e 22)

log £/ = logaritmo do tempo de retencio corrigido de um acide graxo
oY p
eluindo entre dois Acidos graxos com n e n + 2 dlomos de
carbonos;
log il = logaritmo do tempo de retengdo corrigido de umn 4cide graxe

com n afomos de carbonos;

logtl,..» = logaritmo do tempo de refencio corrigido de um dcido graxo
com 1 + 2 dtomos de carbonos;
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Os valores de ECL foram determinados experimentalmente em nxs-
turas de acidos graxos padrdes, Slec de figado de bacalhau, PUFA-Z e nos
lipidios totais, lipidios neutros e fosfolipidios de todas as amostras de peixes.
Fsses valores experimentais foramn comparados com aqueles descritos na lite-
ratura, usando-se a mesma coluna Carbowax 20M ou equivalente {Flanzy ef

al., 1976; Kramer e al., 1985; Ackman, 1987b; Christie, 1988).

i) Método grifico no qual os valores dos dados de retengio dos picos sdo plotados
contra o nimero de dtomos de carbono de dcidos graxos saturados de séries

homologas,

1} Espectrometria de massa

Um sistema cromatdgrafo gasoso-espectrémetro de massa Shimadzn
QP 2000A foi usado para a obtengdo dos espectros de massa. Os EMAG sepa-
rados em colunas capilares de Carbowax 20M (25m de comprimento X (.25mm
de didmetro interno) ou metilsilicone (25 ou 50m de comprimento X 0.25mm
de didmetro internc) foram fragmentados por impacto eletrénico a 70eV. Os
ésteres metflicos de padrdes individuais e lipidios totais, lipidios neutros e fos-

folipidios de amostras de peixes tiveram seus espectros de massas registrados.

4.8, Composicio de Aminoicidos por Cromateografia

de Troca I6nica

A determinacio da composi¢io de aminodcidos foi realizada em
analisador automatico Beckman 119-CL, seguindo os procedimentos padronizados

(Beckman Instruments, 1977; Maia ef al., 1983).
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4.9, Ansalise Estatistica

Os resultados sobre a comparagao de métodos de metilagio foram
submetidos & andlise estatistica (ANOVA) pelo procedimento de modelos lineares

gerais, aleatorizado {um fator, dois niveis & 3 repeticbes), usando-se o pacote es-

tatistico SAS.

Os dados mensais sobre a composicio de acidos graxos foram sub-

metidos & comparacdo mdltipla pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAOC

5.1. Aprimoramento dos Procedimentos Analiticos

5.1.1. Separacio das classes de lipidios por cromatografia

em coluna

As principais classes de lipidios presentes num dleo ou gordura sio

os lipidios neutros, os fosfolipidios e os glicolipidios.

A primeira parte da presente pesquisa foi dedicada ac estabeleci-
mento do procedimento para a separagao das classes de lipidios, Inicialmente tentou-
se utilizar o 4cido silicico na cromatografia de coluna, adsorvente este usado por
virios pesquisadores {Rouser et al., 1967; Kates, 1972; Kozukue & Kozukue, 1981;
Christie, 1982; Osagie & Kates, 1984). No entanto, o dcido silicico precipitado seco
(Artigo 657 da Merck), inicialmente utilizado, foi descartado, tendo em vista que
algurnas caracteristicas {isicas, tais como, quantidade de adsorvente, altura do leito
de adsorvente e Auxe dos solventes de elni¢io ndo foram adequadas e compativeis

com aquelas descritas pela literatura.

Muma segunda etapa, fot seguido o procedimento descrito por Johns-
ton ef al. {1983), que utiliza silica gel 80 (70-230 mesh, artigo 7734 da Merck} como

adsorvente e cloroférmio, acetona e metanol, como solventes de eluigao.
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Os seguintes resultados foram obtidos com uma amsstra de curim-

batéa:

1} Peso de lipidios totais = 1,1g.

2) Peso das fragdes = 0,9466¢ (recuperagio de 86%).

Fragio I = 0,8985g — 94,9% (eluida com 200ml de cloroférmio).
Fragio II = 0,0064g — 0,7% (eluida com 50ml de acetona),
Fragio Il = 0,0417g — 4,4% (eluida com 100m! de metanol}.

O monitoramento das fracdes realizado por CCD revelou que a fragao
I se constituia principalmente de Hpidios neutros, porém contaminada com algumas
substancias que apresentaram teste positivo com azul de molibdenio. A fragdo II
nio era formada de glicolipidios, sendo provavelmente constituida de lip {dios neutros,

enquanto uma coloragdo azul caracteristica de fosfolipidios se revelou na fragéo I

Tendo em vista que ¢ método de Johnston ef al. {1983) quando
aplicado a nossa amostra, nio foi adequado para separar as frages livres de con-
taminacio, procedeu-se a algumas modificagbes no método, principalinente com

relacio a0 pré-tratamento do adsorvente e aos solventes de eluigao das fragdes.

Verificou-se em varias ocasides que o adsorvente comercial ndo pode-
ria ser utilizado diretamente, pois continha impurezas amareladas que eluiam juntos
com as fracdes lipidicas. Portanto, houve necessidade do pré-tratamento como des-

crito em Material e Métodos,

Com relacdo aos solventes de eluigdo das fragdes, as seguintes com-

posigdes foram utilizadas:

Fragio I = 200ml de cloroférmio.

Fracio II = 200ml de 20% de acetona em cloroférmio.
Fracio [II = 100mi de acetona.

Fracio IV = 200mi de metanol.
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Estas modificacbes foram testadas em 6 exemplares de diferentes
peixes {2 pacus, 2 curimbatés, uma tildpia e um tambaqui}, obtendo-se recuperages
das 4 fragdes que totalizaram 79,7 a 101,7%, com 0,220 a 1,398g de LT adicionados

nas colunas.

O monitoramento das fracdes em CCD e o uso de reagentes es-

pecificos de 1dentificacda revelou:

a) A aunséncia de glicolipidios em todas as amostras investigadas;
b) As fracdes I e Il eram constituidas de lipidios neutros; e

c) As fragdes 11l e IV eram constituidas de fosfolipidios.

Com base nas observacbes anteriores, chegou-se ao estabelecimento
definitivo do procedimento para a separacao das classes de lipidios por cromato-
grafia em coluna, como descrito em Material ¢ Métodos. Com este procedimento a

recuperagio média foi de 99,7% (98,4-101,0%) (Tabela 9).

5.1.2. Téenica de metilagho para cromatografia gasosa

Com o desenvolvimento de instrumentos altamente sofisticados, sen-
siveis e precisos, as etapas anteriores 4 medida instrumental tornarain-se os passos
mais passiveis de erros, portanto, limitantes na obtengao de dados exatos. Erros
cometidos nestes passos preliminares nao sdo corrigidos na etapa instrumental por

mais moderno e sofisticado que seja o instrumento.

A determinacio da composicio de dcidos graxos por cromatografia
gasosa é uma analise largamente realizada em varias areas da ciéncia. Acidos graxos
de cadeia curta podem ser injetados diretamente no cromatdgrafo. Acides graxes de

cadeia longa, no entanto, nde sfo suficientemente volabeis para uma analise direta,
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necessitando a sua transformacio em ésteres. Duas fontes de erros devem ser evita-
das nesta derivagio: {1} a conversio incompleta dos dcidos graxos (ligados ou livres)
aos ésteres desejados; e (2) alteragio da estrutura durante a liberagio e esterificagao

dos acidos graxos.

Existern vérios métodos para a preparagio de ésteres metilicos de
4cidos graxos, cada um tendo vantagens e desvantagens. Envolvem wma transeste-
rificacio ou uma hidrélise (saponificagio) da amostra, seguida de esterificagio dos
4cidos graxos livres. O método de Metcalfe et ol. (1966), amplamente utilizado in-
ternacionalmente, envolve a hidrdlise com hidréxido de sédio e a metilagdo dos &cidos
graxos liberados com BF3-MeOH. A anlise é stmples, rdpida e realizada em tubo
de ensaio. O reagente BFs-MeQH, porém, ¢ caro (importado), téxico e tem uma
vida 1til curta. Quando envelhecido, pode causar a produgdo de artefatos. Como
alternativa, a metilagio pode ser efetuada com scido cloridrico ou dcide sulfurico
metandlico. No Brasil, fot introduzido em 1973 o método de Hartman & Lago
(1973), que emprega reagentes comuns, como uma solugio de cloreto de amounia,
icido sulfiirico e metanol para esterificagio. Requer, no entanto, mais vidrarias
{inclusive condensador de 4gua) e maiores manipulagbes. Aproveitando os aspectos
vantajosos dos dois métodos citados, foi experimentado nm novo metode que pro-
porciona rapides, simplicidade e baixo custo. Utilizow-se o reagente esterilicante de
Hartman & Lago e as demais etapas descritas por Metcalfe e colaboradores, sendo
que todas as operagdes foram realizadas em tubos de ensaios, permitindo assim a

andlise simultanea de um nimero grande de amostras.

O novo método foi comparado com o de Metcalfe e gl (1566) uti-
lizando lipidios totais musculares de pacu e sardinha, cujas composigdes de acidos
graxos sao diferentes (Tabela 2). Os cromatogramas obtidos pelos métodos Metcalfe
e colaboradores e o proposto nio mostraram nenhuma diferenca perceptivel, tanto
para pacu como para sardinha. Os resultados quantitativos foram submetidos a
andlise de variancia {ANOVA) pelo procedimento de modelos lineares gerals, aleato-
rizado {um fator, dois niveis e 3 repetices), usando-se o pacote estatistico SAS. Nao

houve diferenca significativa, a nivel de 5%, nas percentagens de 18 dcidos graxos
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Tabela 2 - Composiciio percentual de acidos graxos de lipidios totais de pacu, Fi-
aractus mesopotamicus' e sardinha, Sardinella brasiliensie . Com-
paracio entre os métodos A e B de metilacdo®.

{rontinua}

Pico Acido Pacu Sardinha

n2 graxo método A método B métada A método B
2 11.0 - 007+ 0,01 007 £5,01
4 12:0 - - 0,25+ 06,01 025+ 0,03
14 14:0 4034+ 022 3694023 7,60 & 0,09 7,684 047
13 14:1n5 0,45 + 0,02 0,42 + 0,04 - -

i4 -15:0 - - 6,00+ 600 0,10 0,01
17 15:0 0,18+ 0,01 0,17£ 001 0,40 £ 0,01 0,39 £ 5,02
20 1-16:0 . - 0,054 0,00 005+ 0,01
21  16:0DMA 0,20 + 6,01 021 £ 0,01 - -

23 16:0 26,33 + 0,43 25,544 0,31 20,60 £0,22 20,90 £ 0,59
25 16:1n7 8,12 + 0,15 9,12+ 0,13 8,79 + 0,03 83824 0,30
27 i-17:0 - - 0,38 & 0,02¢ 0,44 = 0,02°
28 16:2n7 0,43 £ 0,02% 0,48 + 0.,02¢
32 16:2n4 - - 1.2+ 0,02 1,26 £ 0,03
34 17:0 0,194+ 001 020£002 0,42+ 0,02 0,454 0,01
35 17:1n11 - - 137 £ 010 1,38 £ 005
36 17:1n9 0,10 + 0,01 6,20 £ 0,02 - -

39 i-18:0 - - 0,11 +001 0,11x002
41 16:4n3 - - 225 4+ 0,07 237 £ 0,12
45 18:0 3,19+ 0,16 8§03 £ 0.20 3,94+ 0,02 3,83 %007
47 18:1n9 38,16 + 0,54 39,65+ 1,06 11,264 0,06 11,37 + 0,10
50 18:1n4 - - 0,40 £ 0,06 0,35 £ 001
52 18:2n8 9554+ 0,13 9,40 £ 0,05 0,83+ 0,05 0,79 0,01
53 18:2n4 - - 0,30 4+ 0,06 0,25 4 0,01
54 18:3n6 8,10 £ 0,02 0,11 £ 6,04 0,26+ 0,12 0,18 £ 004
56 19:1n11 - - 0,004+ 8,01 008£ 0062
58 18:3n3 0,51+ 0,03 048 % 0,02 0,63 4+ 0,61 0,50 & 5,07
5% 18:4n3 - - 252 £ 0,04 247 006
&0 19:2n6 - - 0,36 £ 0,01 0,35 £ 5,01
83 20:0 - - 6,28 + 0,01 0,26 £ 4,02
65 20:1n9 0,66 £ 003 0,70+ 0,05 1,54 + 03,05 143+ 009
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Tabela 2 - Composicio percentual de dcidos graxos de lipidios totais de pacu, Pi-

aractus mesopotamicus’ e sardinha, Sardinella brasiliensist, Com-
paracio entre os métodos A & B de metilacio®.

(com%uséa}

Pico  Acido Pacu Sardinha

n¥ graxe método A método B método A método B

69  20:2n8 0,19£003 0,18+004 0464001 045+ 0,03

70 20:2n6

+ + 0,61 + 0,09 6,64 £0,03 0,004+ 001 008 £ 0,01

71 20:3n9

75 20:4nb 0,86 £0,03 076009 149+0,04 1514005

78 20:4n3 - - 0,86 £ 008 0,79 & 0,06

79 20:8n3 - - 17,77 + 0,11 17,67 £ 3,70

81 22:1nll - - 0,86 £ 0,06 076 0,14

89  22:5nb - - 0,22 4+£001 0224 05,02

91  22:5n3 - - 1,68 £ 0,04 168 £ 0,10

92 22603 0,47 + 0,01 5504 0,11 10,28+ 0,08 10,09 20,53

1 Amostra proveniente de Pirassununga, 530 Paulo (abril/90). Os valoves
s3o médias e desvios padrbes de determinacdes em triplicatas para cada
método, a partir de um lote composto por & peixes.

2 Amostra proveniente do Frigorifico Tavares, Campinas, 530 Faulo. Os va-
lores sio médias e desvios padrBes de determinacBes em triplicatas a partir
de um lote composto por 4 peixes, tendo peso total médio de 90g,

3 A - Método de Metcalfe et al. (1966).

B - método proposto.

4 Significativamente diferentes ao nivel de 5%, porém sem diferenca significa-
tiva ao nivel de 1%. Os teores dos demais dcidos graxos ndo apresentaram
diferencas significativas ao nivel de 5%.

Abreviaturas: i - iso; DMA - dimetilacetal.



Tabela 3 - Composicao percentual de dcidos graxos de lipidios neu-

tros ¢ fosfolipidios de pacu, Piaractus mesopotamicus’ .

Comparac3o entre os métodos A ¢ B de metilagdo®,

Pico Acido Lipidios neutros Fosfolipidios

n2 graxo método A método B método A método B
10 14:0 39 4,1 0,8 4,6
13 14:1n5 0.5 0.4 - -
17 15:0 4,2 0,2 - «
18 15:1n9 0,6 0,4
21 16:0DMA - - 6,4 6,2
23 16:0 26,9 27,0 23,1 20,5
25 16:1n7 9,2 9,1 2,5 2.3
34 17.0 0,2 0,2 - .
36 17:1n9 0.2 0,2 . -
40  18:0DMA - - 1.4 i3
43 18:1DMA - - 0.9 Y
45 18:0 8.2 21 16,0 3.4
47 18:1n8 40,1 40,1 16,5 14,7
52 18:2n6 9.6 9.6 8,9 8,7
58 18:3n3 0,5 0.5 - .
65 20:1n9 0,6 0.5 - -
73 20:3n86 - . 28 2,9
75 20:4n8 - - 6.6 11.0
83 22:5nb . - 52 §,1
82 22:6n3 . - 8,5 4.8

Amostra proveniente de Pirassununga, S0 Paulo {abril/80).
Os valores foram obtidos de uma determinacio para cada
métado, a partir de um lote composto por G peixes.

2 A - Método de Meteaife et al. (1966).
B - método proposto.
Abreviatura: DMA - dimetilacetal.



Tabela 4 - Composic3o percentual de dcidos graxos de lipidios neu-
tros = fosfolipidios de curimbatd, Prochilodus scrofa’,
Comparacio entre os métodos A e B de metilacio®.

{continua)

Pico Acido Lipidios neutros Fasfolipidios
n¥ graxo método A método B método A método B
4 12:0 0.3 0,3 - -
5 . §) 0,1 8,1 . -
7 13:0 0,5 0.5 - -
8 i-14:0 0,4 0.4 - -
10 14:0 55 54 a,7 0.7
iz 14:1n7 4,1 81 - -
13 14:1n5 0,1 0.1 - -
14 i-15:0 1.8 1.8 - -
15 ai-15:0 0,7 8,7 - -
16 X3 9,2 0.2 - -
17 15:0 2,9 29 1,2 1.2
18 15:1n9 0,2 8,2 0.4 0,4
19 15:1n7 0,2 0,2 - -
20 i-16:0 0,8 0.8 - -
21 16:0DMA . - 3.0 33
23 16:0 22,1 22,0 24,3 24,6
25 16:1nT 15,0 14,9 3,7 37
26 16:1n5 1.2 1,2 0,8 0.8
27 -17:0 1,6 16 0.4 G,5
30 ai-17:0 1.0 1.0 8,5 0.6
34 17:0 1,9 i9 1,2 1.1
36 17:1n8 1.6 1.6 0.4 4,5
39 -18:0 8,7 8,7 . -
40 18:0DMA - - 1,1 i1
42 17:2n5 0.4 0,4 - -
45 18:0 5.1 5,2 15 7,4
47 18:1n9 13,7 13,7 8.4 8,3
52 18:2nb 2,9 2.8 2,2 2,2
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Tabela 4 - Composicio percentual de dcidos graxes de lipidios neu-
tras e fosfolipidios de curimbatd, Prochilodus scrofe’.
Comparacio entre os métodos A & B de metifacic®.

(concluséc)

Pico Acido Lipidios neutros Fosfolipidios

n?  graxe método A método B método A meétodo B
54  18:3nb 4,4 8,3 - -
55 19:0 0.4 0,3 - .
56  19:1nll 0.5 0,4 - -
58 18:3n3 4.6 4,3 2,2 1,8
59  18:4n3 1.0 1,0 - .
63 20:0 4.5 4.5 - -
65 20:1n9 1.7 1,9 - -
70 20:2nb

+ + 0,6 0,6 -

71 20:3n9

73 20:3nb 0,5 0.6 - -
75 20:4nb 2.4 2,5 12,2 12,3
76 20:3n3 0,6 0,7 - -
78 20:4n3 1,5 1,5 - -
79 20:5n3 2.2 2.4 6,5 6,8
89 22:5n6 . - 6,0 5,4
g1  22:5n3 - - 2.6 3.1
g2  22:6n3 2,0 2,2 14,3 13,6
} Amostra proveniente de Pirassununga, 3o Paule (abril/90).

Qs valores foram obtidos de uma determinacio para cada
método, a partir de um lote compasto por & peixes.

2 A - Método de Metcalfe e al. (1966).
B - métado proposto.

Abreviaturas: X - ndo identificado; 1 - is0;
ai - anteiso; DMA - dimetilacetal,
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Tabela 5 - Composicio percentual de dcidos graxos de fipidios neutras e fos-

folipidios de tildpia, Oreochromis nifoticus’, Comparagio entre os

métodos A e B de metilacio®.

{continua)
Pico Acido Lipidies neutros Fosfolipidios
n® graxo método A método B método A método B
4 12:4 8,1 01 - -
10 14:0 5,6 59 1,0 10
i4 i-15:0 0.3 0,3 - -
17 15:0 0.3 0.3 0,2 0,2
21 16:0DMA - - 2,5 2.6
23 EURY 28.6 29.0 24,2 27.8
25 16:1n7 7.3 7.7 1.8 1.9
27 +17:0 0,1 8,1 - «
30 ai-17:0 8,1 0.1 - -
34 17:0 0,2 0,2 0,2 0,2
36 17:1nd 0,2 0,2 0,2 0,2
40 18:0DMA - - 0,8 4.9
43 1&1DMA - - 1.2 1.5
45 18:0 5,6 8,5 3.4 8.6
46 18:1n11 0,1 0,2 - -
47 18:1nB 31,2 31,1 17,0 16,4
49 18:1nb 0.1 4,1 - -
50 18:1n4 3,2 8,2 - -
82 18:2nb 12,9 131 14 % i4,0
54 18:3n 0.6 0,6 9,3 g3
hE 18:3n3 0,6 0,6 0,2 0.2
63 20:0 0,2 0,2 - -
65 20:1n8 1,9 1.4 8,3 ERSY
10 20:2nf
+ -+ 1.0 8,7 1.5 16
71 20:3n9
73 20:3nb 4,6 0.6 2.0 2,2
75 20:4n6 8,7 0.6 7.4 7.8
87 22:4n6 8.6 8,5 - -
35 22:5nb 4,4 0,4 4,9 5.5
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Tabela 5 - Composicio percentual de dcidos graxes de lipidios neutros € fos-
folipidios de tldpia, Oreschromis niloticus*. Comparagio entre os
métodos A e B de metilac3o®.

{conclusic)

Pica Acido Lipidics neutros Fosfolipidios

n?  graxo método A método B método A métodoe B
891 22:5n3 . . 0,4 0,7
92  22:6n3 05 0,3 4,9 5.8

1 Amostra proveniente de Pirassununga, 530 Paulo {abrili/90}. Os va-
lores foram obtidos de uma determinacio para cada métoda, a partir

de um lote composto por § peixes.
2 A - Método de Metcalfe et al, (1966).
B - método proposto.
Abreviaturas: | - is0; ai ~ anteiso; DMA - dimetilacetal.
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Tabela 6 Compasicio percentual de dcidos graxos de lipidios neutros e
fosfolipidios de tambaqui, Colossemae macropomum’. Com-
paragio entre os métodos A e B de metilacio®.

Pico Acido Lipidios neutros Fosfolipidios

n? graxo método A método B método A método B
10 14:0 15 1,7 -

13 14:1n5 0.1 8,1 - -
17 15:0 0,1 0,1 - -
21 16:0DMA - - 54 58
23 16:0 29.6 30,4 19,9 21,6
25 16:1n7 6.3 6,6 1,7 2.4
34 17:0 0.2 0,1 . -
36 17:1n9 - - 1.3 1.3
45 18:0 10,7 16,4 13,9 11,7
47 18:1n9 40,5 39,9 219 22,1
52 18:2n6 8.5 85 10,4 10,8
58 18:3a3 0.6 0.5 - -
65 20:1n9 1.3 1.2 - -
73 20:3n6 0,4 0,3 3,7 3,3
ih 206:4nH 8,2 0,2 8,8 8.9
85 22:5n6 - . 3,0 3.1
g2 22:6n3 - - 10,0 8.9

Amostra proveniente de Pirassununga, Sde Paulo (abril/90}. Os va-
lores foram obtidos de uma determinacdo para cada método, a partir
de um lote composto por & peixes.

A - Método de Metcalfe et al. (1966).

B - métado proposto.
DMA - dimetilacetal,

Abreviatura:



Tabela T - Composicio percentual de 3cidos graxos
de lipidios totais de tambaqui, Clolos-
soma macropornum’, Comparacio entre os
métedes B e C de metilagdo®.

Pico Acido Lipidios totais

n€ graxo método B método €
10 14:0 1,3 1,2
17 15:0 6,2 0,2
21 16:0DMA 0.5 0,6
23 16:0 28,3 29,1
25 16:1n7 5,9 5,2
34 i7:0 0,2 0,2
40  18:0DMA 0,2 8,3
45 18:0 8,2 8.9
47 18:1n9 30,6 31,4
52 18:2n6 16,7 16,0
54 18:3n6 0,2 4,2
B8 18:3n3 0.8 0,7
65 20:1n9 0.8 1,0
70 20:2n6

+ + 0.8 0.8
71 20:3n9

73 20:3n8 0,9 0.9
75 20:4n6 14 1,3
89 22:5n6 0,6 8,6
92 22:6a3 i2 1,2

Amostra proveniente de cultivo intensivo na UNI-
CAMP, Campinas, Sic Paulo. Os valores foram
obtidos de uma determinacio para cada método,
a partir de uma amostra composta por 3 alevinos,
tendo peso total medio de 20g,

8 - métode proposto.

C - Método de Hartman & lags (1973},
Abreviatura: DMA - dimetilacetal.

oh
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Tabela 8 - (omposicio percentual de dcidos graxos de lipidios totais de pacu, Fr-
aractus mesopolamicus, curimbatd, Prochilodus serofa, tildpia, Ore-
ochromis niloticus e Tambaqui, Colossoma macropemum®. Com-
paracio entre as técnicas de injecBo “split” e “splitless”?.

{continua)
Pacu Curimbata Tilapia Tambagui
Pico Acido

n2 graxo split splitless  split splitless  split splitless  split  splitless
4 i2:0 tr tr §,2 0,2 r 0,1 tr tr
7 13:0 nd nd 0,5 0,4 rd nd tr tr
] -14:0 nd nd 0.4 0,4 nd nd nd nd
19 i4:0 3.6 3,5 4,9 4,4 44 4.0 15 1.4
12 14:1n7 nd nd 8,1 01 nd nd nd nd
13 14:1n5 tr tr 0,1 0,1 redd 0.3 nd nd
14 i-15:0 0,5 0,4 1,6 1,5 i tr 8,1 g.1
17 15:0 0,2 0,1 2.8 2,5 0,3 0.3 0,1 8,1
18 15:1n9 tr tr 0,3 6,2 nd nd nd nd
18 15:1n7 tr tr 0,2 0,2 tr 31 tr tr
20 -16:0 rid nd 0,7 0,6 nd tr nd tr
21 16:0DMA 4,2 0,1 0,3 0,3 4,7 46,5 0,3 8,2
22 15:2n% nd 4,2 tr 0,2 nd 8,2 nd 0,1
23 16:0 24,6 245 214 200 28,7 282 29,2 276
25 16:1n7 9.4 8,3 i34 14,0 548 55 6,3 6.2
7 i-17:0 tr tr 1.4 1.5 tr 0,1 tr tr
30 ai-17:0 0,1 tr 0.8 1,0 tr 4,1 tr 01
33 16:3n6 nd nd 0,6 0.9 tr tr ir tr
34 17:0 0,2 0,2 1,7 1,7 8.2 0,2 0,2 4,1
35 17:1n9 0,2 0,2 1,5 1,7 tr 3,2 0,2 0,1
39 -18:0 tr pid 0.6 0.6 ir tr tr tr
42 17:2n8 tr tr 8,3 G.4 .2 4.2 nd ad
43 18:1DMA tr tr tr ir 4.3 4,3 tr .1
45 18:0 7.9 8,2 4.9 4,9 &5 7,0 10,1 10,6
47 18:1n9 390 383 121 124 282 2548 3849 332
51 18:1n3 tr 0,2 8,1 0,2 ty 4,3 nd nd
52 18:2n6 9,1 9.2 2,6 2,6 134 123 8,7 8.8
54 18:3n6 8,2 0,2 0,3 4.3 0.6 0.7 8,1 8,1
kR 140 nd tr 0.3 4.3 ir tr nd rid
56 19:1n11 nd tr 0,4 G.4 nd nd nd nd




Tabela 8 - Composiclo percentual de dcidos graxos de lipidios totais de pacu, Pi-
arectus mesopotamicus, curimbata, Prochilodus scrofa, tildpia, Ore-
ochromis niloticus ¢ Tambagui, Colessorna macrepomum®. Com-
paracio entre as técnicas de injeclo "split” e “splitless”?,

{conclusio)

Pacy Curimbatd Tildpia Tambaqui

Pico  Acido
graxo split  splitless  split splitless  split splitless  split  splitless

58  18:3n3 0,5 0.5 4,0 3,9 4,5 8.5 0.6 0,6

59 18:4n3 0,1 0.1 0.8 0,9 nd 0,1 4,1 0,1
63 20:0 0,1 0,1 0,2 0,4 0.3 g,2 2,1 g,1
65 20:1n9 3.8 0.8 1.5 1,7 1.2 1,1 1.0 1,4
69 20:2n9 0,2 8,2 0,2 g1 iy g,2 0,1 0,1
70 20:2n6

+ + 0,6 0,6 0,5 3,5 04,7 1,0 0,4 8.5
71 20:3n9

73 20:3n6 0,4 0.4 0,6 4,6 4,9 11 4.4 0.6
75 20:4n6 0,7 0.8 2,9 3,2 2.4 2.5 45 0,7
76 20:3a3 nd tr 0,6 0,6 ir 8.1 nd tr
78 20:4n3 nd tr 1.4 1,4 nd ir nd tr
79 20:5n3 0,1 0,1 25 2,7 nd ir tr g,2
81 22:1n1l nd tr ir 0.4 nd tr nd tr
87 22:4n6 tr 0,1 0.4 0.6 4.9 1,2 tr 01
89 22:5n6 0.3 0,3 14 1,9 1.2 1.3 3,2 0,3
g1 22:5n3 114 0,1 1,1 1,3 0.4 0.4 nd 0,1
g2 22:6n3 0,5 0.6 2,8 2.9 1.6 21 0.8 0,8

1 Aostras provenientes de Pirassununga, 530 Paule. Os valores foram obtidos de
uma determinacio para cada técnica de injeciio, a partir de um lote composto por
H peixes.

2 Coluna: Carbowax 20M: Raz3o de “split”: 1/100; periode de “splitless: 0,75 min.

Abreviaturas: tr - traco; nd - ndo detectado; i - iso; IMA - dimetilacetal; ai - anteiso.



de pacu submetidos A andlise estatistica. De 36 Acidos graxos de sardinha, apenas
ern dois acidos graxos {picos 27 e 28} obteve-se uma diferenga significativa, a nivel
de 5%. Mesmo para estes dois 4cidos graxos, a diferenga ndo fol significativa a nivel

de 1%, portanto, os dois métodos foram considerados ecquivalentes.

O novo método teve desvios padrdes em geral um pouco majores do
que o método de Metcalfe et al. (1966). De acordo com AGAG (1990), a diferenca
entre os resultados para os dcidos graxos principais {>5%), obtidos no mesmeo dia,
pelo mesmo operador e com a mesma amostra, nao devem diferir por mais de 3%
relativo e valor absoluto de 1%. Para pacu, os desvios mesmo para o novo método
ficaram dentro destas especificacbes, Para a sardinha, nenhum desvio absoluto fol
superior a 1%, mas os desvios relativos foram superiores a 3% para 14:0 (6%), 20:503
(4%) e 22:6n3 (5%). No entanto, no decorrer do trabalho, as duplicatas obtidas pelo

novo método ficaram dentro das exigéncias da AQAL.

Os dois métodos também foram aplicados &s fragdes lipidios neutros
e fosfolipidios de pacu e de outras espécies (curimbatd, tildpia e tambaqui) {Tabelas
3 a 6). Todas as amostras revelaram-se muito semelhantes, demonstrando a ampla

aplicabilidade do método proposto.

Fste método foi também comparado com o de Hartman & Lago
(1973), em uma amostra de tambaqui (Tabela 7), demonstrando a equivaléncia dos

dois métodos.

5.1.3, Avaliaciio das condigbes em cromatografia gasosa

Os dados obtidos em relagio 2 composigio de acidos graxos de
lipidios totais de pacu, curimbati, tilipia e tambaqui, utilizando injegdo “split”
ou “splitless”, mostraram-se bastante semelhantes {Tabela 8). Portanto, qualquer

uma destas técnicas pode ser utilizada.

Para os demais pardmetros de operagic em cromatografia gasosa de
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alta resoluciio foram adotadas e otimizadas para as nossas condigdes, as melhores
opcdes recomendadas pela literatura internacional {(Flanzy ef al, 1976; Jaeger ¢f
al., 1981; Kramer ef al, 1985; Rannon et al., 1987; Traitler, 1987; Christie, 1988},
como a utilizacdo de: a) colunas capilares de silica fundida; b) H; como fase mével
ao invés de Ny; ¢) gés “make-up” {N,) para anmentar a sensibilidade do detec-
tor; d) programacae de temperatura; e} modelos recentes de cromatdgrafo a gis e

integrador.

Tanto a coluna SE-54 como a de Carbowax 20M apresentaram cro-
matogramas {Figuras 7 a 34) de boa resolugio. Optou-se pela Carbowax para a
quantificagio dos acidos graxos pois proporcionou uma separa¢ao nitida entre os

pares de acidos 18:1n9/18:3n3; 20:1n9/20:3n3 e 22:1n9/22:3n3.

5.2. Teores de Umidade, Proteina e Lipidios

Na Tabela 9 estao apresentados os resultados dos teores de umi-
dade, proteina bruta, lipidios totais, neutros e fosfolipidios nas diversas amostras

investigadas.

Para as 7 amostras de pacu {n=42 peixes}, tendo peso médio de
1.089g (520-3.124g), a média dos teores de urnidade, lipidios e proteina correspon-
deram a 70,5% (68.5-74,7%), 11,0% (6,4-13,1%) « 17,6% (16,3-18,5%), respectiva-
mente. A maior variagdo ocorreu no teor de lipidios {CV=23,6%), seguido em menor
grau por proteina {CV=>51%) e umidade (CV=33%). Os teores de lipidios mos-
traram uma flutuacio irregular em relagio & época de coleta dos peixes, indicando
que nio se trata de variagho sazonal. Por outro lado, esta Hutuagdo parece estar
relacionada com o peso dos peixes. Os menores teores de gordura estio associados
a0s peixes com pesos menores € vice-versa. Esta relagdo também pode ser observada
no trabatho de Machado {1989) com 6 lotes de pacu {n = 26 peixes} provenientes

do CEPTA {Pirassununga, 520 Paulo}. As amostras tendo pesos medios de 1.050g
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Tahela 8

- Dados sobre umidade, proteina total e Hpidios de pacu, Pigractus meso-
potamnicus, curimbatd, Prochilodus scrofa, tildpia, Oreochromis niloticus
e tambaqui, Colossoma macropomum, provenientes de Pirassununga, Sdo

Paulo!?.
Fpoca de  Umidade  Proteina Lipidios (%)

Amostra  coleta (%) total (%) totais neutros  fosfolipidios
Pal 14/03/90 688407 174+£05 126403 952405 49403
Pa2 28/03/90 69,0+ 0,7 175+£0,0 1390%02 959+£12 51402
Pa3 16/04/90 747414 189403 81401 935£13 62%02
Pad 11705/90 709 %02 175+ 13 11,0406 854402 456+£01
Pab 18/06/90 73,9401 179+£08 64400 904241 30+£03
Pab 10/08/90 71,0+01 175407 123+16 941+£03 43106
Pa7 27/08/90 685404 163+£01 131£01 961406 40x02

média £ dp 705+£23 176409 11026 944420 53%13
Ch1 16/04/90 740403 212401 53%03 8704031 133x10
(b2 11/05/90 73602 195+01 5001 865406 138101
Ch3 18/06/90 728402 188+ 06 78x0,1 97066 84L 03

média +dp 73.4+06 198111 60+14 831421 118127
Til 16/04/90 782+£00 174401 1500 673403 319108
Ti2 11/05/90 784403 16901 13+£01 65706 339+ 0.8
Ti3 18/06/60 786+ 00 180x046 1401 68314006 305% 0,2

médiatdp 784402 174+06 14£01 671412 321x106
Thl 16/04/90 73,1416 180+03 63+01 813+£06 83+ 04
Th2 11/05/90 74,04+£03 168+00 68+£00 920403 T5+01
Th3 18/06/90 755+ 0.2 168+ 03 494+902 887+06 10ix 0.6

média +dp 742+ 13 17,14+07 6009 90716 8.7+ 12

1 As percentagens de umidade, proteina total e lipidios totais foram calculadas em relacéo
a 100g de miisculo “in natura”’; para os teores de lipidios neutros e fosfolipidios, as
percentagens foram calculadas em relacdo a 100g de lipidios totais.

umidade e em duplicatas para proteina total e lipidios.

Valores médios e desvios padrBes {dp) de determinacBes mensais em triplicata para



e 3.840g, tiveram, respectivamente, 16,6% e 18,2% de lipidios. Teores médios de
13,0% para proteina bruta e de 67,7% para umidade obtidos por Machado (1588}

foram ligeiramente inferiores aos conseguidos no atual trabalho.

Junk {1985) relatou Hutuagoes sazonais pronunciadas nos teores de
lipidios (2-12%) e de umidade (80-72%) para o pacu brance Mylossoma duriveniris
{n=>55 peixes), embora nio tenha havido controle da procedéncia e as variagoes
no mesmo més foram amplas. O contetido de proteina variou de 17 a 19%, sem
qualquer sazonalidade. Os peixes foram adquiridos em diferentes pontos comerciais

e de pescadores em Manaus, Amazonas.

As amostras de curimbatéd (n==18 peixes) apresentaram os seguintes
valores médios: umidade, 73,4% (72,8-74,0%); lipidios, 6,0% (5,0-7,8%); proteina
total, 19,8% (18,8-21,2%) e peso, 1.328g (735-2.380g). Semethante a0 pacu, a maior
variagio ocorreu nos lipidios (CV=23,3%), seguido por proteina (CV=5,5%) e umi-

dade (CV=0,8%).

Num trabalho anterior (Maia et al., 1983}, 6 amostras de curimbata
{n=26 peixes), variando de 1 a 8 exemplares, coletadas em diferentes épocas e locais
do Estado de Sio Paulo, apresentaram os seguintes valores médios: umidade, 76,5%
(73,6-80,0%); lipidios, 2,3% (0,7-4,0%), proteinas, 20,4% {19,0-21,5%) e peso, 500g
(280-1.100g). A discrepancia nos teores de lipidios encontrados no trabalho anterior e
atual, pode ser atribuida, entre outros fatores (ja que as amostras eram de diferentes

épocas e procedéncias), ao tamanho dos peixes.

A relagio entre gordura e peso do peixe também foi observada por
Gurgel & Freitas (1977) com a curimatd comum (n=64 peixes} coletada no agude
Ords {Orés, Ceard). Em 2 anos de analises, o teor médio de gordura foi de 11,1%

(3,3-34,4%), variacdo esta ndo correlacionada com a épaca de captura dos peixes.

Em filés de curimatd {n==59 peixes) de Manaus, Amazonas, os contei-
dos médios de umidade e gordura flutuam entre 76-82% e 0,5-4,0%, respectivamente,

e, para Junk {1985) isto ndo ocorren devido & variagao sazonal. O conteido de
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proteina manteve-se num nivel de 20%, diminuinde, transitoriamente, para cerca de

17%, nos meses de margo e abril.

A composicdo quimica da tilapia, diferentemente de pacu e curim-
batd, permaneceu razoavelmente constante durante os 3 meses de andlises. Os va-
lores médios foram de 78,4% (78,2-78,6%) para umidade; 17,4% (16,9-18,0%) para
protefna e 1,4% (1,3-1,5%) para lipidios, em amostras com peso médio de 424g

(190-590g).

A mesma espécie capturada no acude “Paulo Sarasate” {Reriutaba,
Ceara) foi analisada durante 2 anos por Freitas et al. (1979). As amostras {n =
97 peixes) com peso médio de 499g (138-1.789g) forneceram os seguintes resultados:
umidade, 77,1% (74,0-82,4%); proteina, 20,0% (14,3-22,3%) e lipidios, 1,9% (0,3-
5,5%). Os autores observaram nio existir relagio entre os resultados das andlises

quimicas e a época de captura dos peixes.

Hibridos da tilapia criados em tanques da Fstaglo de Piscicultura
da Centrais Energéticas do Estado de Sao Paulo {CESP) em Promisséo, Sao Paulo,
com peso médio de 750g, tiveram 5,4% {3,7-7,5%) de lipidios totais (Nunes, 1981),
enquanto os mesmos hibridos oriundos do CEPTA (Pirassununga, 530 Paulo), com
peso médio de 154g {n=30 peixes}, apresentaram um teor médio de lipidios de apenas
1,67% (1,4-2,2%) (Neto, 1984). Para os hibridos da CESP, os teores médios de
umidade e de proteina corresponderam a 75,7% (74,3-76,4%) e 18,1% (16,6-20,1%),
respectivamente, enquanto aqueles do CEPTA, a umidade foi de 78,5% (77,5-79,8%)
e proteina de 18,6% (18,58-18,61%).

A exemplo da tilipia, os resultados pars o tambaqui também nao
variaram apreciavelmente. Asamostras (n:=18 peixes) com peso médio de 887g {600-
1.115g), tiveram teores médios de umidade, lipidios e proteina de 74,2% (73,1-75,5%)
e 6,0% (4,9-6,8%) e 17,1% (16,8-18,0%), respectivamente.

Tambaquis jovens {n = 28 peixes) com pesoc médio variando entre

1,000-1.400g foram investigados por Saint-Paul {1924}, Os peixes foram coletades
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pe Lago Manaquiri {Manaus, Amazonas) nos meses de julbo a janeiro. Segunde
o autor, as analises realizadas nos filés revelaram que os conteidos de gordura e
dgua permaneceram razoavelmente constantes, enquanio que a proteina diminuiu
significativamente de julho a janeirc, A média de 80,0% ({72,0-88,3%) para umidade
foi superior ao obtido em nosso trabalbo. Os teores de gordura e proteina expressos
em base seca, no trabalho de Saint-Paul, impedem comparacdes com os resultados

atuais.

Uma diferenca sutil pode ser notada quando se comparam os teores
de umidade e proteina de tambaquis jovens e adultos, adquiridos no comércio de
Manaus, Amazonas {Junk, 1985). Os peixes jovens {n=48 peixes} com peso médic
de 1.181g (350-2.710g) e adultos (=32 peixes) com peso médio de 7.171g {3.800-
11.300g), apresentaram, respectivamente, 81,3% e 79,2% de umidade e 17,8% e
18.5% de proteina. Mesmo sendo considerados peixes magros, ainda foi possivel
notar uma nitida diferenca entre os teores de gordura dos tambaquis jovens (0,2%)

e adultos (1,5%).

Para Freitas & Gurgel (1985}, a composicio centesimal do filé de
tambaqui (n = 43 peixes) criado em cativeiro (Pentecoste, Ceard), variou pouco
durante o ano. As percentagens médias para peso, umidade, gordura e proteina
foram de 1.318g {994-1.594g), 76,8% (71,5-79,2%), 1,4% (0,5-3,5%) e 21,0% (19.0-

23,0%), respectivamente.

Na sua revisio, Henderson & Tocher {1987} enumeraram 56 peixes
de 3gua doce {a maloria proveniente de paises com clima temperado), cujos filés
o musculos apresentaram teores de lipidios totais de 0,7-25,8% (base rmida). Em
11 peixes da Grécia, os conteddos totais de lipidios variaram de 0,6 a 7,6 (Lazos
al., 1989). Os teores nos peixes investigados neste trabatho encaixam-se nas faixas

mencionadas.

Na grande maioria dos peixes citados por Henderson & Tocher {1487},
néo foi determinada a composigio das classes de lipidios. Trés exemplos de peixes

da Koréia analisados por Kim & Lee (1986) {Apud Henderson & Tocher, 1987) fo-
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ram citados. O filé de “snakehead” continha 0.9% de lipidios totais dos quais 72%
eram de lipidios neutros, 25% de fosfolipidios e 3% de glicolipidios; Anguila jepo-
nica apresentou 22% de lipidios totais, sendo que 88% eram lipidios neutros; carpa
comum teve 1,5% de lipidios totals, consistindo de 77% de lipidios neutros, 22% de
fosfolipidios e 2% de glicolipidios. Por sua vez, Mai & Kinsella (197%) relataram
em “white sucker”, 2,99% de lipidios totais, dos quais 12,0% eram fosfolipidios. No
peixe japonés “ayu” cultivado, os teores de lipidios totais, neutros e fosfolipidios
eram 7,5-10,8%, 93,4-95,3% ¢ 4,7-6,6%, respectivamente {Chshima et al, 1982). O
“milkfish” das Filipinas continha 1,7% de lipidios totais, compreendendo de 76,7%,
20,7% e 2,4% de lipidios neutros, fosfolipidios e glicolipidios, respectivamente {Be-

nitez & Gorriceta, 1983).

Nos guatro peixes estudados, esta relagio também fol demounstrada.
s lipidios do peixe mais gorduroso, pacu {11,0%), consistiram de 94,4% de lipidios
neutros & 5,3% de fosfolipidios. Por cutro lado, a tildpia, com apenas 1,4% de lipidios
totals, continha 67,1% de lipidios neutros e 32,1% de fosfolipidios. Os peixes com
conteddos intermedidrios de lipidios totais, curimbatd e tambaqui, apresentaram

#8,1% e 90,7% de lipidios neutros e 11,8% e 8,7% de fosfolipidios, respectivamente.

5.3. Identificacao de Acidos Graxos

5.3.1. Tempo de retengao

Na Tabela 10 estio apresentados os resultades sobre os tempos de
retencio (£, ) e os tempos de retengéo corrigidos () de EMAG de amostras de peixes
e padroes, separados pela coluna de Carbowax 20M, na temperatura de 200°C/42

min., programada a 2°C/min. até 210°C,

Numa analise cromatografica, o tempo de retencao é frequentemente

usado para a identificacdo provisdria de compostos cujas identidades definitivas de-
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Tabela 10 -

Dados sobre tempo de retencdo {1} & tempo de retenc3o corrigido
(£} de ésteres metilicos de dcidos graxos de amostras de peixes e

de padrdes, separados por cromatografia gasosa em coluna capilar de
Carbowax 20M!,

{continua)
Pico  Acido amostras padries
n® graxo i, (min) # {min) n* 1 {min} £ (min) =m
1 10:0 2,91 0,81 1 2,85 0,71 1
2 11:0 314 £ 005 1,14 %004 2 3,11 0,97 i
3 11:1 311 40,02 1,15+£0,03 3
4 12:0 3544008 1504006 16 3584 40,12 1384011 3
6 X2 3,74 1,8 1
7 13:0 412+ 0,12 202+£007 4
8 i-14:0 4424+ 0,06 2364005 &
9  14:0DMA 4,49 2,48 1
10 14:0 483 +0,14 277 0,13 37 4784012 263+£011 7
11 14:1n9 4,94 2,87 1
12 14:1n7  5,02£ 0,07 388007 4
13 14:1n5 521 4+0,16 3,194+ 0,18 18 508 £ 0,02 290+£004 3
14 150 528+ 0,07 323005 9 5,18 3,04 1
15 ai-15:0 5,414+ 0,08 328+ 0,058 11
15 X3 5554 0,04 352£007 2
i7 15:0 586 + 0,17 382%£017 32 5,70 3,58 i
18 15:inY 6,16 + 0,18 4,07 + 0,14 18
19 15:4n7 6,224+ 0,062 41240601 2
20 -16:0 647 +£ 0,10 443 £ 0,06 12 6,37 4,23 i
21 16:0DMA 678+ 0,24 4724023 25 5,73 4,59 1
22 15:2nb 6,73 4,74 1 8,74 4 60 1
23 16:0 7354+ 024 528+ 0,22 37 7,234 0,21 5094020 7
24 16:1n9 806 £0,24 59831+028 9
25 16:1n7 7821026 5,76+ 0,24 37 7714022 5574021 7
26 16:In5 8,07 £ 0,28 5987+024 3
27 1700 823+ 0,22 617 £ 0,18 21 8,02 5,88 1
28 16207 831+0,15 634+014 3
28 16:2n6 8,63 £ 0,22 65741618 9
30 aib-17:0 846 £ 026 540022 17 8,31 5,17 1
31 15 864 £ 0,18 664 £018 2
32 16:2n4 8,85 £ 0,10 680 £ 0,07 10 8,70 6,56 1
33 16:3n6 9,04 £ 0,09 6,99 £007 4 3514+ 0,12 67834+0,13 3
34 17:0 931 +0,32 7264030 35 928 +£0,37 7,12+£036 4
3%  171nll 9604 0,10 7534008 8 9,39 7,25 1




Tabela 10 - Dados sobre terapo de retencdo (.} & tempo de retenciic corrigido
(£.) de ésteres metilicos de dcidos graxos de amostras de peixes e
de padrdes, separados por cromatografia gasosa em coluna capilar de
Carbowax 20M1,

{continua)
Pico Acido amostras padrdes
n2 graxo t. {min) . (min) n? te {min) # {min) n
36 17:1n8 987+ 0,30 783030 33 9,57 7,43 1
38 16:3n3 10,334 0,13 8284+ 0,16 18
39 18:0 10,56 £ 0,13 850£ 0,08 10
40 18:0DMA 11,04 £ 0,38 886+ 0,33 22 10,96 8,82 1
43 16:4n3 10,79 8,80 1 10,78 8,64 1
42 17:2n5 11,15 8,04 1
43 18:1DMA 1156 041 948+ 0,36 21 11,70 9,36 i
44 X4 11,96 £ 052 9,85+ 0,44 4
4% 18:0 12,16 - 0,43 10,10 4 041 37 1887 £ 0,37 9821036 7
46 18:1n11 1327 £ 0,07 11,11 4006 2
47 18:1n9 12,87 £ 0,45 10,814+ 0,43 37 1266 £ 040 10520395 7
48 18:1n7 1346+ 053 1134+ 054 11 12,81 10,78 1
49 18:1n56 13,80 4058 11,78 £ 460 7 12,99 10,85 1
50 18:1n4 13,94 + 051 11,89 £ 045 11
51 18:1n3 1402 £ 0,11 11,98 0,14 3
52 18:2n6 14,46 + 0,53 1241 £ 4,50 37 1424 4 046 1208045 7
53 18:2n4 15,04 £ 017 1208 1+ 016 @ 14,75 12,61 i
h4 18:3n6 1559+ 0,49 13524 0,46 27 15,54 &+ 0,66 13,38 £ 0,65 4
55 19:0 1872+£0,17 13691 0,13 & 15,78 £ 0,72 1363+ 0,71 4
56 16:1n11 1628 4+ 0,20 14,23 £ 0,15 10
57 19:1in8 16,51 14,56 1
58 18:3n3 17,134+ 0,63 1508 £ 0,60 35 16,92 £ 0,60 14,78 £ 0,58 6
59 18:4n3 18,32+ 059 1633+ 058 19 1836 £ 0,66 16211065 6
60 19:2n6 18,65 16,66 1
61 16:2n5 19,25 17,24 1
63 20:0 21,23 £ 0,76 18,20+ 0,74 25 21,18 £ 0,94 19,02 £ 083 4
65 20:1n9 2251 £ 0,86 20,45+ 082 37 220074 2005073 7
66 20:1n8 2453 £ 0,04 2237 +0063 2
&7 20:1n7? 23,234+ 0,84 21,20+ 06,78 7
69 20:2n9 24,16 £ 077 22,13+ 0,73 22
70 20:2n6 2748 £ 028 2526+ 025 2 2548 £ 1,13 23324+ 1,12 4




Tabela 10 - Dados sobre tempo de retenco (#,) e tempo de retencde corrigido
(£} de ésteres metilicos de dcidos graxes de amostras de peixes e
de padries, separados por cromatogratia gasosa em coluna capilar de

Carbowax 20M*,

{conclusdo)

Pico  Acido amostras padrdes

n?  graxo t, {min} £ {(min}  n* £ {min) £, (min) 7
71 20:3n9 27,68 £ 042 25464039 2

72 20:2n3 26,24 £ 0,10 2421 £0,07 2 26,48 24,34 1
73 20:3n6 27,56 1,06 2553+ 103 37 27,30 £ 125 25234+ 124 4
74 21:0 28,56 + 1,57 2639t 1,56 3
75  20:4n6 20,33 4+ 1,12 27,27+ 1,09 37 2801 + 1,06 2676+ 1,05 6
76 20:3n3 30,52 £ 0,78 2847+ 0,74 12 30,66 £ 1,70 2850 £ 168 3
78 20:4n3 32,60 4+ 047 3054 4 0,42 i1 31,91 28,77 1
79 20:503 3395 % 149 32,72% 101 25 34,06 + 0,84 32634+ 1,18 7
80 22:0 37,00 35,01 1 3854 + 1,79 3638+ 178 4
81 22:1n11 3935+ 053 3735050 4 39,04 £ 067 3691 +£068 4
82 22:1n9 40,75 +£ 2,36 3858 £ 235 3
86 230 50,06 + 2,05 4789+ 2,03 3
87 22:4n6 50,91 £ 1,50 4883 £ 144 26 50,21 & 0,47 48,07 & 047 2
88  2Z:3n3 52,79 + 2,21 50,63+ 2,20 3
BY  22:5n6 54,00+ 1,66 5193 % 1,62 30 51,43 49,29 1
91 22:523 5816+ 141 5809+ 136 24 55,85 54,71 1
92  226n3 £203+ 175 5997 +1,72 36 81,63 £ 1,61 59,494+ 1,59 7
a3 24:0 63,30 £ 2,16 61,24 + 2,14 3
94 24:1n9 64,21 62,22 1 65,20 + 2,43 63,04 242 4
1 . o . 200 fmin o

temperatura da coluna:  200°C/42min ~ —  210°C.

2 n = frequéncia de deteccdo do EMAG em 37 e 7 cromatogramas analisados de
amnsiras e padrdes, respectivamente.

Abreviaturas: i - iso; ai - anteiso; DMA - dimetilacetal; X - n3o identificado
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verdo ser confirmadas por outros métodos mais conclusivos, come por exemplo, es-
pectrometria de massa. Pordm, para que o5 tempos de refengdo sejam uteis, devem

ser reprodutiveis,

Os dados apresentados abaixo, que sio um resumo dos resultados da
Tabela 10, mostram a baixa reprodutibilidade das medidas dos tempos de retencao

e tempos de retencio corrigides.

coeficiente
temperatura variagic do de variagao
amostra (°C) parametro desvio padrio mdxime {%)
padroes 200 £ 4,062 - 2,36 5,8
peixes 200 ¢, 0,02 - 1,49 4.4
padrdes 200 i 0,04 - 2,35 8,0
peixes 200 i 0.01 - 1,08 5,6
padroes 210 i, 047 - 2,43 4.2
peixes 210 t 141 - 175 3,1
padries 210 i 0,47 - 2,42 4,3
peixes 210 £ 1,36 - 1,72 3.1

Os valores méximos dos desvios padrdes e coeficientes de variagoes
foram de 2,43 minutos e 8,0%, respectivamente. De acordo com Freeman (1981},
para a reprodutibilidade das medidas do tempo de refencio ser considerada boa,
usando cromatdgrafos gasosos de alta resolugdo, os desvios padiBes obtidos devem

estar na faixa de 0,01-0,10%.

A imprecisio das medidas de £, ¢ t] chegaram a ser tao acenfu-
adas gue, por exemplo, houve uma inversio dos valores médios de retengdes en-
tre os seguintes pares de dcidos graxos: 11:0/11:1, 16:109/16:1n7, 16:206/ai-17:0,
18:0DMA /16:4n3, 20:1n8/20:1n7 e 20:1n8/20:2n9 (Tabela 10).

Qutros pares de Acidos grasos que requerem cuidados na identi-
ficacio proviséria, por causa da dispersio das medidas de 2, e ., foram os segnintes:
14:1n5/i-15:0, 16:1n5/i-17:0, i-17:0/16:2n7, ai-17:0/16:2n5, 16:3n6/17:0, 16:30d/i-
18:0, 18:0DMA/X4, 18:1n3/18:1n4, 18:1n4/18:1n3 ¢ 20:2n6/20:3n9.
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A soma dos desvios padrdes dos tempos de retencio dos EMAG das
amostras (37 dp == 26,8) e padrdes (7. dp = 31,0) e dos tempos de retengao cor-
rigidos das amostras (¥, dp = 25,5) e padrdes (3. dp = 30,1) mostram que a
reprodutibilidade das medidas de #, foi apenas ligeiramente superior as medidas de
t,. Uma reprodutibilidade bem melhor dos tempos de retencio corrigidos seria espe-

rada. Como isto ndo aconteceu, a reprodutibilidade do tempo morto foi verificada.

0 tempo morto foi determinado de duas maneiras: {a) medido pelo
tempo de retencio do metano; {b) calculado através da séria homdloga dos EMAG

14:0, 16:0 e 18:0 ou f5; matemaiico {(Hansen & Andresen, 1968).

A reprodutibilidade do #ys assim determinada foi de 2,26 & 0,05 min.

com o gis metano e de 2,08 + 0,07 min. com a série homdloga.

Optou-se pelo tp da série homdloga porque: (a) existe uma grande
divergéncia de opinido sobre o uso do metano como uma indicagio do (b} oiy
medido com o metano foi superior ao tyy matemdtico; (¢} os dcidos graxos usados
no calculo do fa, encontravam-se naturalmente presentes nas amosiras de peixes,
estando assim sujeitos s mesmas condigdes de temperatira e pressdo que os demais

acidos graxos, em cada corrida cromatografica.

Portanto, a forma de cilculo de £y teve uma pequena contribuigho

na diminuicio de reprodutibilidade dos tempos de retengio corrigidos.

De acordo com a literatura {(McNair & Bonelli, 1969; Goedert &
Guiochon, 1970; Ackman, 1972; Ettre, 1973; Krupcik ef al, 1976; Preeman, 18315
Alexander et al., 1985) as principais cansas de erros na determinacéo do tempo
de retencio sio: mudancas de temperatura e pressio do gas de arraste, queda de
pressio, estimativa do tempo morto, sobrecarga de amostra na coluna, resolugao

incompleta e perda de eficiéncia da coluna.

Variacbes na pressio o gés de arraste {21,5-23,5 psi), queda de

pressio imprevista durante a corrida cromatogrifica, volume de amostra injetada
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{1,0-2,5ml} e perda de eficiéncia da coluna de Carbowax 20M durante 6 meses de
usa continuoe, talvez sejam as causas principals, nesta pesquisa, da baixa reproduti-

bilidade das medidas dos tempos de retencio corrigidos ou nao.

Uma excelente reprodutibilidade na determinacio do tempo de te-
tencio de dcidos graxos foi obtida por Alexander et ol (1985}, usando uma coluna
capilar SP2560 (100m x 0,25mm) durante 4 meses de andlises, injetando regular-

mente 0,5ml de amostra e controlando bem a taxa de fluxo e a razdo de “split”.

As diferencas dos tempos de retencgao dos padrdes e dos correspon-
dentes 4cidos graxos nas amostras demonstram o efeite da complexidade da amostra
sobre este pardmetro, fato j4 bem relatado pela literatura, e dai a necessidade da

co-cromatografia (“spiking”).

Cabe lembrar que, mesmo se houvesse uma boa reprodutibilidade,
o tempo de retencio e “spiking” serviriam apenas para uma confirmagao negativa
conclusiva. A coincidéncia do tempo de retencdo entre padrdes ¢ amostras nao pode

ser considerada uma confirmacio definitiva da identidade da amostra.

5.3.2. Tempo de retencio relative ac 18:2n6

Devido as dificuldades para obter os tempos de retencio reprodutiveis,
na pratica é mais conveniente trabalhar com os tempos de retencao relativos, gue
s30 independentes das pequenas flutuagdes, no dia a dia, das condigbes de operagoes
de temperatura e taxa de fluxo do gés de arraste. Ele depende da fase liquida usada,
da temperatura da coluna e do padrio de referéncia selecionado (McNair & Bonell,

1969 Kates, 1972).

Neormalmente, na analise de dcidos graxos por cromatografia gasosa,
os dados sobre os tempos de retencio relativos 530 caleulados em relagao aos dcidos
palmitico {16:0), estedrico (18:0) ou oléico (18:1n8) (Miwa et al, 1960; Woodford &
van Cent, 1960; Ackman, 1963b, 1969; Ashes et al, 1978; Alexander et al, 1985).
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Tabela 11 Dados sobre tempo de retencio relativo {¢,,) ¢ tempo de retencao
relativo corrigido (£., )} de dsteres metilicos de dcidos graxos de amos-
tras de peixes e de padres, separades por cromatografia gasosa em
coluna capilar de Carbowax 20M%,
{continua)
Pico Acido amostras padrdes
n% graxe tpr {min) £, (min}  n° trr {min) #, {(min} n
1 10:0 0,192 0,062 1 0,204 8,060 1
2 11:0 0,221 4 0,001 0,094 £ 0,001 2 0,223 0,082 1
3 11:1 0,223 4+ 0,001 0,097 £ 0,002 4
4 12:0 0,246 £ 0,003 0,122 £ 0,004 16 0,247 & 0,004 0,113 £ 0,002 4
6 X2 0,268 0,150 1
7 13:0 0,284 £ 0,003 0,162 £ 0,006 4
8 -14:0 0,309 4 0,001 0,193+ 0,004 &
4  14:0DMA 0,316 0,203 1
10 14:0 0,334 4+ 0,603 0,223 £ 0,004 37 ¢,336 + 0,002 0,218 £ 0,601 7
i1 14:1n9 0,349 (1,237 1
i2 14:1n7 0,353 4 0,000 0,244 + 0,002 4
13 14:1n5 0,359 £ 0,002 0.255 4+ 0,005 18 1,363 4+ 0,003 0,247 4 0,001 3
14 -15:0 0,370 £ 0,001 0265+ 0,003 9 0,372 0,258 1
15 ai-15:0 0,382 £ 0,001 $278 £ 0,003 11
16 X3 0,386 + 0,001 06,28 £ 0,004 2
17 15:0 0,406 + 0,002 0,308 &+ 0,004 32 0,408 0,302 1
18 15:1nQ0 0,428 4 0,002 0,331 £ 0,003 18
19 15:1n7 0,436 + 0,000 9,339 £ 0,001 2
26 .16:0 0,456 &£ 0,001 0,365 £ 0,003 12 0,457 - 0,358 1
71 16:0DMA 0,470 4 0,002 0,382+ 0,004 25 0,471 0,377 i
22 17:2nb 5,482 3,386 1 0,484 0,390 i
23 166 0,508 + 0,002 0,426 + 0,004 37 0,508 £ 0,002 0,420 £ 0,002 7
24 16:1n8 0,532 + 0,002 0,455 £ 0,006 9
25 16:1n7 0,541 4 0,002 0464 £ 0,004 37 6,542 4 0,002 0,460 £ 0001 7
26 16:1n5 0,554 £ 0,003 0,479 £ 0,002 3
27 -17:0 0,573 £ 0,002 0,502 £ 0,002 21 0,575 0,498 1
28 16:2n7 0,589 £ 0,003 0,522 £ 0,004 3
29 16:2n6 0,591 £+ 0,002 0524 £ 0,003 5
30 ai-17:0 0,594 £ 0,003 0,525 £ 0,003 17 3,596 0,523 1
31 16:2n5 0,808 £ 0,601 0,544 £ 0,002 2
32 16:2nd4 0,621 + 0,001 0,557 £ 4,002 10 3,624 0,556 1
33 16:3n6 0,632 + (0,004 0,571 4+ 0,004 4 0,631 & 0,001 0,565 £ 0,001 3
34 17:.0 0,645 £ 0,001 0,586 £ 0,003 35 3,648 4+ 0,002 0585 £ 6,000 4
35 17:1n11 0,672 £ 0,001 0,617 £ 0001 8 0,674 0,614 i
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Tabela 11 - Dados sobre tempo de retenco relative {1,,) e tempo de retencio
relativo corrigido {1, ) de ésteres metilicos de dcidos graxos de amos-
tras de peixes e de padrdes, separados por cromatografia gascsa em
coluna capilar de Carbowax 2003,
{continua)
Pico Acido amostras padrdes
n2 graxo ter {min) £, {min) n? trr {min} t.. {min) n
36 17:19 0,686 1+ 0,002 0,634 £ 0,003 33 0,686 0,630 1
38 16:3n3 0,734 2 0,003 0,688 4+ (0,004 10
39 i-18:0 0,741 £ 0,002 0,698 + 0,002 10
43 18:0DMA 0,766 4+ 0,001 0,726 £ 0,002 22 0,766 0,725 1
41 16:4n3 0,772 0,735 1 0,773 0,732 i
42 17:2n5 0,781 0,743 1
43 18:1DMA 0,802 £ 0,001 0,768 4+ 0,001 21 0,804 0,770 1
44 X4 0,821 4 0,000 0,790 4 6,000 4
45 18:0 0,840 £ 0,001 0,814 £ 0,002 37 0,841 & 0,001 0,812+ 0001 7
46 18:1n11 0,868 £ 0,001 0,846 £ 0,001 2
47 18:1n9 0,889 + 0,003 0,871 & 0,004 37 0,889 £ 0,001 0869 L0002 7
48 18:1n7 0,902 £ 0,001 0,886 £ 0,001 11 0,803 0,886 1
44 18:1n5 0,936 X 0,004 0,925+ 0004 7 0,932 0,919 1
50 18:1n4 0,864 4+ 0,001 0,858 £ 0,002 11
51 18:1n3 0,980 £ 0,002 0,976 £ 0,002 3
52 18:2n6 1,600 1,000 37 1,000 10600 7
53 18:2n4 1,088 £ 0,002 1,068 £ 0,603 8 1,058 1,069 1
54 18:3n6 1,080 £ 0,002 1,094 £ 0,003 27 1,084 £ 0,001 1,099 £ 0,002 4
55 18:0 1,106 £ 0,002 1,124 £ 0,003 6 1,108 £ 8,001 1,128 £ 0,002 4
56 19:1n11 1,143 £ 0,001 1,167 + 0,002 10
57 19:1n9 1,156 1,181 1
58 18:3n3 1,186 £ 0,003 1,217 £ 0,064 35 1,180 + 6,002 1,222+ 0003 6
58 18:4n3 1,283 + 0,006 1,329 % 0,008 19 1,390 &£ 0,002 1,342 L0001 6
60 19:2n6 1,335 1,391 1
&1 19:2n5 1,374 1,437 1
63 20:0 1,473 4+ 0,004 1,550 £ 0,007 25 1,478 £ 0,003 1,563 £ 0,001 4
65 20:in8 1,555 4 06,004 1,648 + 0,007 37 1,559 £ 0,002 1658+ 0002 7
66 20:1n8 1,605 4 0,004 1,704 £+ 0,004 2
67 20:in7 1,620 £ 8,005 1,722 x 0,007 7
69 20:2n% 1,684 £ 0,006 1,796 + 0,008 22
70 20:2n6 1,779 £ 0,004 1,800 £ 0,006 2 1,778 £ 0,805 1,816 £ 0,004 4
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Tahela 11 Dados sobre tempo de retencio relative {f,,) e tempo de retengdo
relative corrigido {1} de ésteres matilicos de dcidos graxos de amos-
tras de peixes e de padrdes, separados por cromatografia gasosa em
coluna capilar de Carbowax 20M1.
{conclusdo)
Pico  Acido amostras padrdes
n? graxe ter {min} tr. {min} n2 trr (mmin} t, {min} e
71 20:3n9 1,792 % 0,013 1,924 1 0,016 2
72 20:2n3 1,846 £ 0,004 1,986 £ 0006 2 1,852 2,002 1
73 20:3n6 1,907 4 0,006 2,058 + 0,010 37 1,911 4+ 0,006 2,073+ 0,008 4
74 210 . - - 1,891 4 0,007 2,168 £ 0,003 3
75 20:4n6 2,027 £ 0,007 2,198 X 0,012 37 2,032+ 0,005 2,216 £ 0,007 b
76 20:3n3 2,131 £ 0,007 2,321 £ 0,008 12 2,138 4 0,008 2,341 £ 0,002 3
78 20:4n3 2,293 £ 0,008 235114 0,011 11 2,289 2,523 1
79 20:503 2,436 + 0,010 2,679 £ 0,016 25 2,442 & 0,006 2,698 + 0,004 7
80 22:0 2,658 2,935 i 2,689 4 0,014 2989+ 0013 4
81 22:1nll 2,781 £ 0,010 3074 £ 0016 4 2,756 £+ 0,050 3,068 £ 0,060 4
82 22:1n9 - . - 2,841 £ 0,018 3,169 £ 0,003 3
86 23:0 . - . 3,492 4+ 0,038 3,936 £ 5,067 3
87  22:4n6 3,523 4 0,028 3,943 £ 0,039 26 3,556 + 0,031 4,013 £ 0047 2
a8 22:3r3 - - . 3,682 4 0,037 4,161+ 0,068 3
86  2Z:5n6 3,731 £ 0,030 4,186 £ 0,080 30 3,689 4,177 1
91  22:5n3 4,053 £ 0,030 4,570 £ 0,043 24 4,078 4,636 1
g2  22:6n3 4,314 £ 0,091 4842 £ 0073 36 4,320 £ 0,036 4,921+ 0,061 7
a3 24:0 - . - 4,367 £ 0,029 4,955 £ 0,082 3
84 24:1n9 4,596 5,194 1 4550 + 0,028 5182 £ 0,058 4
1 temperatura da coluna:  200°C/42min AT

n = frequéncia de detecgio do EMAG em 37 e 7 cromatogramas analisados de
amostras & padries, respectivamante,

Abreviaturas:

i - iso; ai -~ anteiso; DMA - dimetilacetal; X - nfo identificado
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No trabalho atual, o acido linoléico {18:2n6) foi escolhido como re-
feréncia pelas seguintes razdes; {a) facilidade de aquisicdo comercial do padréo, com
pureza superior a 39%; (b} ser enconirade na maioria das amostras naturais de
origem vegetal ou animal; (¢} apresentar quantidades moderadas, com picos dentro
da escala do papel do registrador e permitindo determinar seu tempo de retengdo
com maior precisdo); {d) apresentar picos adjacentes, em quantidades insignificantes

{nd-0,2%} que néo prejudicaram a resolugéo e defivigio do ¢, do 18:2n6.

Os resultados na Tabela 11 mostram os tempos de retencao relati-
vos {{.r) e os tempos de retencdo relativos corrigidos {i,} de EMAG de amostras
de peixes e padries, separados pela coluna de Carbowax 20M, na temperatura de

200°C/42min., programada a 2°C/min. até 210°C.

Pode ser visto pela comparacic das médias de 4., e 1/ gue existiu
uma. boa concordancia entre as medidas das retengGes relativas dos acidos graxos
de amostras e padroes, embora algumas exceqdes tenham ocorrido, principalmente

com os acidos graxos eluindo na temperatura de 210°C.

As medidas dos tempos de retengio relativos (f,, e £, ) foram consi-
deravelmente mais reprodutivas do que as medidas dos tempos de retengio (5.3.1),
como se pode constatar pelos dados relacionados a seguir, que sdo um resume dos

resultados da Tabela 11.

coeficiente
temperatura variacio do de variagao
amostra {°C) parametro desvio padrao maximo (%)
padroes 200 ter 6,001 - 0,050 1,81
peixes 200 - 0,000 - 0,013 1,20
padrbes 200 (4 0,000 - 3,060 1,96
peixes 200 £ 0,000 - 8,016 3,70
padries 210 . 0,028 - 0,038 1,09
pelxes 210 trr 0,628 - 3,091 2,10
padroes 210 i, 0,047 - 0,068 1,70
peixes 216 i 0,039 - 0,072 1,51
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Os valores méaximos dos desvies padries e coeficientes de variagoes
foram de 0,001 unidades e 3,70%, respectivamente. (s desvios padrdes na tempe-
ratura de 210°C foram consistentemente maiores do que aqueles na temperatura de
200°C. A reprodutibilidade dos tempos de retencao relativos obtidos neste trabalho
foi inferior Aquela conseguida por Alexander ef al. (1983}, que encontraram desvio

padrio e coeficiente de variagio maximo de 0,004 unidades e 0,23%, respectivamente.

Em contraste com os resultados duvidosos dos tempos de retengao, 0s
dados de t.. e t,, revelam que nenhuma inversdo ocorreu entre os valores crescentes
de qualgquer par de acido graxo. Contudo, por causa da dispersdao das medidas
e proximidade dos picos, precaugdes devem ser tomadas durante as identificagoes
tentativas dos seguintes pares de dcidos graxos: 11:0/11:1, 16:2n7/16:206, 16:2n6/ai-
17:0 e 20:206/20:3n9.

A soma dos desvios padrdes dos tempos de retencio relativos das
amostras (Y dp = 0,356) e padrdes (I dp = 0,360} ¢ dos tempos de retengao rela-
tivos corrigidos das amostras {3 dp = 0,462) e padrdes (7. dp = 0,480) mostram
que a reprodutibilidade das medidas de i, fol inesperadamente superior 4s medi-
das de ¢/, {Tabela 12}, indicando assim um comportamento diferente em relagio as
medidas dos tempos de retencio, lsso indica que, sendo valores relativos, com os
efeitos das pequenas mudancas cromatograficas ja corrigidas, o cdlculo do tempo

morto tornou-se mais critico.

A melhor performance das retengdes relativas em relagio aos tempos
de retencio confirma as observages de que, em geral, o tempo de retencao relativo
depende da temperatura da coluna e independente de flutnacdes, no dia a dia, da

temperatura e pressio do gis de arraste na coluna, do volume da amostra injetada

e de perda de eficiéncia da coluna (McNair & Bonelli, 1569; Kates, 1972).

Em sintese, os dados dos tempos de retengles relativos foram muito
mais nteis na identificagio provisdria de dcidos graxes em amostras complexas de
peixes. Os tempos de retengdo relativos, junto com o uso de colunas de diferentes

polaridades (Jaeger et al, 1981}, método grafico, hidrogenagio e CCD (Slover &
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Lanza, 1979) e espectrometria de massa { Alexander ef al; 1985} foram usadoes para

a identificaggo conclusiva de acidos graxoes.

5.3.3. Comprimento equivalente da cadeila

Os valores de comprimento equivalente da cadeia calculados em
relacio acs tempos de retengio nao corrigides (ECL) e corrigidos (ECL’), para os
EMAG de amostras de peixes e padrdes, separados pela coluna de Carbowax 20M,
na temperatura de 200°C/42min, programada a 2°C, até 210°C, estio apresentados

nas Tabelas 12 e 13.

A série homologa composta pelos acidos graxos 14:0 (m'ir{si:ica), 16:0
{palmitico}, 18:0 (estedrico) e 20:0 (araquidico) foi usada para calcular o compri-
mento equivalente da cadela dos demals acidos graxos das amostras de peixes e
padroes. Os valores de ECL e ECL’ de membros da série homdloga sdo, por definicdo,
nimeros inteiros e ignais ao nimero de atomos de carbono na cadela carbbnica dos
icidos, on seja, 14,00, 16,00, 18,00 e 20,00, respectivamente {Miwa ef al., 1960;
Woodford & van Gent, 1960).

As linearidades das relagdes log i, e log#, versus ndmero de carbo-
nos das séries homdlogas (principio béasico para o cileulo de ECL), usadas para as
determinagdes de ECL e ECL’, foram confirmadas pelos coeficientes de correlagdes

de 0,988 ¢ 0,899998, respectivamente.

O exame dos dados da Tabela 12 revela que, a exemplo dos tempos
de retencao relativos, também houve uma boa concordincia dos valores médios de
ECL e ECL’ entre os acidos graxos das amostras de peixes e padrdes, Para a maioria
dos componentes, a diferenca tipica foi de 0,02 unidades de ECL e ECL’, embora
variacoes de até 0,15 unidades de ECL e ECL’ foram verificadas para os acidos
graxos 10:0 e 11:0, respectivamente. Segundo Krupcik f al. {1972}, para se obter
precisdo da ordem de £0,02 unidades de ECL, fol necessario cromatografar, em

quantidades aproximadamente iguais, a mistura de padroes, seguido hmediatamente
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Tabela 12 - Dados sobre comprimento equivalente da cadeia calculados em
refacio ac tempe de retencdo (ECL) & tempo de retencio corrigido
{ECL’) de dsterns metilicos de acidos graxos de amostras de peixes e
de padrBes, separados por cromatografia gasosa em coluna capilar de

Carbowax 20M1!,

{eontinua)
Pico  Acido amostras padrées
n2 graxo ECL ECL n ECL ECLT n?
3 10:0 11,43 10,04 1 11,58 10,12 1
2 11:0 12,60 £ 0,01 11,22 £001 2 12,00 11,07 1
3 11:1 12034001 1128£002 3
4 12:0 12,54 £ 0,02 12,10 £ 0,04 16 12524+ 0,02 1202+£0,02 3
6 X2 12,80 12,64 1
7 13:0 13,20 £ 0,02 13,03+ 0,03 4
8 i-14:0 13,60 £ 0,00 1354 £ 001 6
9  14:0DMA 13,72 13,68 1
10 14:0 14,60 14,00 37 14,00 14,00 7
11 14:1n9 14,18 14,20 1
12 i4:1n7 14,24 4 0,01 1426 £ 0,02 4
13 14:1n5 14,354 0,02 1439+ 0,02 18 14364+ 0,01 1439 £ 001 3
i4 -15:0 1447 £ 0,01 1451 4+001 2 14,47 14,52 i
15 ai-15:0 14,614+ 0,01 14,66 £ 0,01 11
16 *3 14,68 £+ 0,01 14,74 0,00 2
17 15:0 14,93 £ 0,01 14,88 £ 0,01 32 14,94 15,00 i
13 15:1n% 15,18 £ 0,01 1523 £ 0,01 18
19 15:1n7 1526 £ 0,01 1532+ 0,01 2
20 -16:0 15,48 £ 0,03 1551+ 0,02 12 15,47 15,52 1
21 16:0DMA 1563 £ 0,01 1566 £ 001 25 15,62 15,66 1
22 15:2n5 15,72 15,75 i 15,75 15,78 1
23 16:0 16,00 16,60 37 16,00 16,00 7
24 16:1n9 16,20 008 1821 £ 000 ¢
25 16:In7 16,25 + 0,01 1626 £ 0,01 37 16,26 £ 0,01 1627 = 001 7
26 16:1n5 16,35 £ 0,01 16,37 £ 0,01 3
27 +17:0 16,47 £ 0,01 16304 5,01 21 16,49 16,52 i
28 16:2n7 1657 £ 0,02 1660 £0,02 3
29 16:2n6 16,614+ 0,01 1664 £ 001 9
30 ai-i7:% 16,61 £ 0,02 1665 £ 0,01 17 16,63 16,66 1
31 16:2n5 16,70 £ 0,01 16,74 40,01 2
32 16:2n4 16,78 + 0,01 1682 £ 0,01 10 16,82 16,85 i
33 16:3nb 16,87 £ 002 1690£ 0,03 4 16,86 & 0,01 1580+ 0,01 23
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Tabela 12 - Dados sobre comprimento equivalente da cadeia calculados em
relacio ao tempo de retencio {(ECL) e tempo de retencio corrigido
{ECL") de ésteres metilicos de dcidos graxos de amostras de peixes e
de padrGes, separados por cromatografia gasosa em coluna capilar de

Carbowax 20M!,

{continua)
Pico Acido amostras padries
n¥ graxo ECL ECL n ECL ECL n?
34 17:0 16,954+ 0,01 1698+ 0,01 35 16,86 £ 0,01 1700+ 001 4
3% Ifinll 17,10+ 000 17,14+ 000 8 17,12 17,18 1
36 17108 17,194+ 0,01 17,23 £0,01 33 17,19 17,23 1
a8 16:3n3 17,46 £ 0,01 1746 £ 001 10
39 18:0 17,503 0,01 17524001 10
40 18:0DMA 1763+ 0,01 17,654+ 0,01 22 17,63 17,65 1
41 16:4n3 17,66 17,68 1 17,67 17,68 1
42 17:2n5 17,70 17,72 1
43 18:1DMA 17824+ 001 1783001 21 17,83 17,83 1
44 X4 1790+ 0,01 1791 +£0,00 4
45 18:0 18,00 18,00 37 18,060 18,00 7
46  18:1nll 1812+ 0,01 18131000 2
47 18:1n9 18,20 £ 0,01 1821 £ 0,01 37 18,20 £ 0,00 1821 £ 001 7
48 18:1n7 18,25 % 0,00 18,26 +£ 0,00 11 18,25 18,27 1
49 18:1n5 1838 0,01 18404002 7 18,37 18,39 1
50 18:In4 18,49 £ 0,00 1851 +0,01 11
51 18:1n3 1854 £ 001 1856+ 0,01 3
52 18:2n6 18,62 £ 0,01 1864 + 0,061 37 18,624 0,00 1864 £ 0,01 7
53 18:2n4 18,82 £ 0,01 1884 £ 0,01 9 18,82 18,86 1
54 18:3n6 18,904+ 0,01 18,92 £ 0,01 27 1890+ 000 18934000 4
55 19:0 18,98 £ 0,00 1800+ 001 6 13,98 £ 0,60 1900 £ 0,01 4
56  19:1nll 19,09 £ 0,00 16114000 10
57 19:1n8 19,14 19,16 i
58 18:3n3 1923+ 0,01 18,251 0,01 35 1823 £ 0,00 1926+ 0,00 &
59 18:4n3 19,51 £ 0,01 19524 002 19 18,52 £ 06,01 1854+ 001 6
60 18:2nb 19,64 15,65 1
61 19:2n5 19,75 18,76 1
63 20:0 20,00 20,00 25 20,00 20,00 4
65 20:1n9 20,194 0,01 20,194 0,01 37 20,15 £ 6,00 20,19 £ 0,01 7
66 20:1n8 2028+ 0,00 20281001 2
67 20107 2033 4£ 001 2033+£001 7
60 20200 2048+ 0,01 2046 £ 002 22
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Tahela 12

Dados sobre comprimento equivalente da cadeiz caleulados em
relacdo ao tempo de retenciio (FCL} e tempo de retengio comigido
{ECL'Y de dsteres metilicos de dcidos graxos de amostras de peixes e
de padrdes, separados por cromatografia gasosa em coluna capilar de

Carbowax 20ML.

{conclusio}

Pico  Acido amostras padrdes

n?  graxo ECL ECL n ECL ECL n?
W 20206 20,66 4+ 0,02 20624002 2 20,65 £+ 0,01 20624000 4
71 20:3n9 20,68 £ 0,04 20654004 2

72 20:2n3 20,80+ 0,00 2076001 2 20,80 20,76 1
73 20:3n6 20,924+ 0,01 2088+ 002 37 20,81 4 0,00 20,86 £ 0,00 4
74 21:0 21,06 £ 0,01 21,00 £001 3
75 20406 21,14 1 001 21,094+ 0,02 37 21,13 £ 0,01 2108 +£0,02 6
76 20:3n3 21314001 2124+ 001 12 21,31 40,01 21,234+£001 3
78 20:4n3 21584+ 001 21,49+ 001 11 21,58 21,52 1
79 20:5n3 21,800,001 21,704 0,02 25 21,78 £ 0,00 2169+ 002 7
80 22:0 22,15 22,01 1 22124001 2198 £ 0,01 4
81 2ZIn1l 2226 £ 0,01 2212%£001 4 2222007 2210£008 4
82 22:In9 22324001 2215% 006 3
86 23:0 23,054 0,07 22821006 3
87 22:4nb6 23,10+ 0,06 2289005 26 23,13 £ 006 2294 008 2
88 22:3n3 2324 £ 0,07 2994006 3
£9 22:5n6 23,31+ 005 2308+005 30 23,28 23,09 i
91 22:803 23,60+ 005 2334 +£005 24 23,65 23,41 1
92 22603 23811005 2354+ 006 36 23,834+ 0,06 2353005 7
a3 24:0 23,85 £ 0,05 23,52+004 3
94  24:1n9 24,02 23,71 1 23,994+ 0,06 23,66 £ 0,04 4

1 . " . 2P0 [man ¢
temperatura da coluna:  200°C/42min > 210°C.

n = frequéncia de deteccio do EMAG em 37 e 7 cromatogramas analisados de

amaostras e padrbes, respectivamente.

Abreviaturas:

i - iso; al - anteiso; DMA - dimetilacetal; X - ndo identificado
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da andlise dos Acidos graxes de misturas naturals.

Abaixo estd apresentado um resumo das informagdes da Tabela 12,
sobre a reprodutibilidade das medidas de ECL e ECL’ dos EMAG de amostras de

peixes e de padroes.

coeficiente
temperatura variagao do de variagio
amostra {(°C} pardmetro  desvio padrio  méximo {%)
padries 200 ECL 4,00 - 0,07 0,32
peixes 200 ECL 4,00 - 0,04 0,19
padroes 200 ECL’ 0,00 - 0,08 0,36
petxes 200 ECL’ (4,00 - 0,04 0,33
padroes 210 ECL 4,01 - 0,07 0,30
peixes 210 ECL 0,05 - 4,06 0,26
padroes 210 ECL 3,04 - 0,08 .35
peixes 210 ECL’ 4,05 - 0,06 (0,25

Os valores maximos dos desvios padries e coeficientes de variagio
foram de 0,08 anidades de ECL e 0,36%, respectivamente. Os desvios padrdes na
temperatura de 210°C {foram consistentemente maicres do que aqueles na tempera-

tura de 200°C.

A soma dos desvios padrbes dos ECLs das amostras (3 dp = 0, 94)
e padrdes (3" dp = 0,57) ¢ dos ECL's das amostras {I. dp = 0,94) e padrdes
(3> dp = 0,63) mostram que ndc houve diferenca entre a reprodutibilidade das
medidas de ECL e ECL’ nas amostras de peixes e que a reprodutibilidade foi melhor

para 08 ECL’ dos padroes,

Os coeficientes de variagdo mais baixes para os pardmetros de com-
primento equivalente de cadela, em relagdo aqueles dos pardmetros de tempo de
retenciio relativo, atestam para o methor desempenho dos ECLs na identificagio
tentativa dos dcidos graxos nas amostras de peixes. (s pares de dcidos graxos
11:0/11:1, 16:2n7/16:206, 16:2n6/ai-17:0 e 20:206/20:3n9 puderam ser identificados

com mais seguranca pelos valores de ECL e ECL..
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Para conseguir ECLs mais reprodutivos, recomenda-se usar o tempo
de retencdo corrigido no lugar do tempo de retencio (Krupcik et al, 1972, 1876;
Ashes et al., 1978; Dorris ef ol, 1982; Bannon et al., 1988), Todavia, os resultados
descritos na Tabela 12, mostram que basicamente nao houve diferencas entre os va-
lores de ECLs corrigidos ou ndo. Bannon et al. (1988} consideraram a determinagio
do tempo morto da coluna e desvios de linearidade da relagio log#! versus nimero
de carbono, como os dois fatores principais de erros no cilculo de ECL’. Variagdes
extraordinariamente baixas nos valores de ECLs {CV ,,.=0,07%) foram conseguidos
por Ashes et al. (1978), quando o 43 foi acuradamente estimado através da série
homologa de ésteres metilicos de acidos graxos Cy4-Cyy, sem desvios aparentes da

linearidade.

Além de apresentar uma melhor performance do que os parimetros
anteriores, na identificacio dos acidos graxos de amostras de peixes, o valor do
comprimento equivalente da cadeia mosirou-se mals conveniente, por indicar ime-
diatamente a posi¢do de um dado dcido graxo em relacio aos dcidos graxos satu-
rados da série homdloga, usados ou ndo nos calculos de ECLs. Por exemplo, o
acido i-15:0 {ECL=14,47} foi encontrado entre os dcidos 14:0 {ECL=14,00) e 15:0
{ECL=:14,98), enquanto o acido 20:4n6 (ECL=21,09} eluin imediatamente apds o
acido 21:0 (ECL=21,00).

Na Tabela 13 estao apresentados os valores do comprimento equiva-
lente de cadeia obtidos experimentalmente neste trabalho, com a coluna de Carbo-
wax 20M e agueles descritos pela literatura para as colunas de Carbowax 20M (I -
Christie, 1988; I - Flanzy et al., 1976; IV - Kramer ¢f al., 1985) e Supelcowax-10 {11
- Ackman, 1987b) (polaridade eguivalente & Carbowax 20M}. Os dados experimen-
tals sdo médias & valores minimos e maximos dos ECL’s (baseados nos ternpos de
retengio corrigidos) dos EMAG observados nos cromatogramas de amostras de pei-
xes (pacy, curimbatd, tilapia, tambaqui e sardinha)} e padrdes {mistura de padrdes
individuais, PUFA-2 e “cod liver oil”}. Nos dados de literatura, apenas duas fontes
{1 e II} especificaram a ufilizagdo de tempeo de retencdo corrigido nos cilenlos dos

ECLs.



Tabela 183 - Valores de comprimento equivalente da cadeia {ECL') de ésteres
metilicos de dcidos graxos obtidos experimentalmente e de literatura,
erm coluna capilar de polietifeno glicol,

{rontinua}
Pico  Acido ECL' experimental® ECL’ literatura®
g graxo média faixa n? | H tit Y
1 10:0 10,09 10,04-10,12 3 - -
2 11:0 11,16 11,07-311,22 4 - - . -
3 11:1 11,28 11,26-311.31 3 - - - .
4 12:0 12,02 11,89-12.04 34 - - - -
5 X1 12,10 12051217 4 “ - - -
& X2 12,61 12581264 2 - - - -
7 13:0 13,063 13,01-13.07 12 - - - -
8 -14:0 13,54 13,53-13,5% 12 - 13,53 -
8  14:0DMA 13,68 - 1 . - - -
10 14:0 14,004 - - 14,00 14,00 . -
11 14:1a9 14,20 14,20-1421 2 - 1420 14,22 -
12 14:1n7 14,27 14241428 9 - 14,31 14,28 -
13 14:1a5 14,38 14,37-1440 53 14,37 14,40 1440 -
14 i-15:0 14,51  14,50-14,53 28 1452 14,51 1453 -
15 ai-15:0 14,67 14,65-14,68 24 14,68 14,67 14,67 -
16 X3 14,74 1473-147% & - 14,75 - -
i7 15:0 14,98 14,66-15,03 83 15,00 15,00 - -
18 i5:1n9 15,23 15,21-1525 52 - 15,25 - -
19 15:1n7 15,31 15,31-15,32 6 - - - -

20 i-16:0 15,50 15,48-15,52 36 - 15,45 1553 -
21 16:0DMA 1566 15641568 77 - - « .
22 15:205 15,76 15751578 6 - - -

23 16:0 16,00% - - 16,06 16,00 - "
24 16:1n9 16,21 16,17-16,23 39 16,18 16,12 16,21 16,17
25 16:1n7 16,27 16,25-16,28 119 19,25 156286 16,27 16,22
20 16:1n5 16,38 16,36-16,43 14 16,37 16,40 - .
27 i-17:0 16,50 16,48-16,52 56 16,51 16,58 14,83 -
28 16:2n7 16,60 16,58-16,61 14 - 16,62 - -
29 16:2n6 15,64 16,62-16,65 17 - - -
30 ar-17:0 16,66 15,64-1668 34 16,68 16,70 16,67
31 16:2n5 18,74 16,7316,75 4 - 16,77 -
32 16:2nd 16,83 16,81-16,84 25 16,78 16,88 16,85
33 16:3n6 16,9¢ 16,87-16,94 19 - - - -
34 17:0 15,98 16,86-17,03 66 17,00 17,06 - -
35 17 1a1l 17,34 17,08-17,16 24 .
36 17:1n8 17,22 17191725 390 17,19 1725 17,23 -
37 17:1n7 17,31 17303731 3 - - 17,26 -
38 16:3n3 17,40 17,47-1750 18 iree 1731 - -
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Tabela 183 - Valores de comprimento equivalente da cadefa (ECL') de ésteres
metilicos de dcidos graxos obtidos experimentalmente ¢ de literatura,
em coluna capilar de polietileno glicol,

{continua)

Pico  Acido ECL' experimentai! ECL’ fiteratura®

n¥ graxo média faixa n? ! H Hi v
39 i-18:0 17,82 17,51-17,53 23 . 17,50 17,53 -
40  18:0DMA 17,66 17,63-1768 66 - - - -
41 16:4n3 17,68 17,67-1769 18 17,62 17,60 - -
42 17:2nb 17,72 177217173 6 - 17,76 17,74 -
43 18:1DMA 17,83 17.81-1785% 57 - - - -
44 X4 1792 1781-1795 9 - - - -
45 18:0 18,004 - . 18,00 - - -
46  18:In11 1812 18,09-18,13 ¢ 18,14 18,15 - -
47 18:1n9 18,21 18,19-18,25 120 18,16 13,17 18,20 18,18
48 18:In7 18,26 18,26-1830 36 18,23 18,29 18,26 18,21
49 18:1n5 18,39 18,38-1842 24 . 18,41 18,40 -
50 18:1nd 18,51 18,50-1852 34 - 18,50 -
51 18:1n3 18,56 18,56-1857 11 - - 18,85 -
52 18:2nb 18,64 18,62-1866 119 18,58 18,67 18,63 18,60
53 18:2n4 18,84 18,83-1886 23 18,79 18,87 18,87 -
54 18:3n6 18,92 18,90-1894 76 18,85 18,97 18,81 18,85
55 19:0 15,00 18,98-18,91 19 - 19,00 - -
56 1%1Inil 19,12 15,11-1813 25 - - 19,11

57 19:1n% 19,15 19,18 3 19,18 - - .
58 18:3n3 19,25 19.23-19,28 105 18,18 19,29 19,25 19,17
59 i8:4n3 18,53 18,46-1556 53 18,45 19,860 19,53 -
60 19:2nb 19,65 19,64-1968 8 - - 18,64 -
61 19:2n8 19,76 19,76-18,77 3 - - - -
62 X5 16,86 . 1 - - - -
63 20:0 20,00 - - - 20,00 - -
64  20:inil 20,34 20142015 3 20,08 20,12 20,12 20,12
65 20:1n9 20,20 20,17-20,25 115 20,14 20,17 20,17 20,20
66 20:in8 20,28 20,26-2030 4 20,22 2026 20,25 -
67 20:1n7 20,33 20,32.20,35 12 - - 20,42 -
68 20:1n5 20,38 . 1 - - -
69 20:2n9 20,46 20,42-2053 55 20,38 - - -
70 20:2n6 20,83 20,62-2065 19 20,56 20,64 20,61 20,60
71 20:3n@ 20,67  20,66-20,69 10 20,66 - 20,65 20,80
72 20:2n3 20,77 20,76-20,80 12 - - 20,74 {n5) -
73 20:3n6 20,88 20,84-2096 111 26,78 20,61 20,86 20,80
74 21:0 21,00 20992101 % - - - -
75 20:4n6 21,89 21,03-21,17 117 20,86 21,12 21,06 21,03
76 20:3n3 21,24 21,22-21,20 27 20,85 21,31 21,22 21,18
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Tabela 13 - Valores de comprimento equivalente da cadeia {ECL’) de ésteres
metilicos de dcidos graxos cbtidos experimentalmente e de literatura,
em cotuna capilar de polietilenc glicol.

{conclusio)

Pico  Acido ECL’ experimentat! ECL' literatura®

n?  graxo  média faixa n? f 1 i1 v
77 20806 21,35 - 1 . - - -
78 20:4n3 21,49 21472133 32 21,37 21,56 21,47 -
79 20:55a3 21,70 21,66-2175 T4 21,55 21,78 21,67 21,62
80 2220 22,00* 21982201 8 - 22,00 -
81 22111 2212 21,98-2219 18 22,04 22,11 22,08 22,08
82 221a9 22,16 21,99-2218 B8 22,11 22,19 22,14 22,12
83 214n6 2262 2260-2263 7 - - - -
84 21506 22,68 . 1 - 2281 {n3) -

85  2L:6n3 22,86 - 1 - - - -
86 230 22,84 22,81.2287 5 - - - -
87 22:4n6 22,89 22,70-2323 71 22,90 23,11 23,02 23,00
88  22:3n3 22,99 22,93-2304 & . 23,32 . .
89  22:5n6 23,07 22,90-23,18 86 23,15 23,37 23,28 23,24
80  22:4n3 23,17 23132321 3 - 23,82 - -
91  22:5n3 23,34 23,17-2349 68 23,50 23,75 23,63 23,58
92  22:6n3 23,53 23,30-23,67 102 23,74 24,02 23,90 23,83
93 24:0 2354 23482358 6 - 24,00 - -
94 24109 23,67 23,61-2374 14 - 2417 24,14 24,08

! Coluna capilar de silica fundida de Carbowax 20M {50m de comprimento x 0,22mm de
didgmetro interno, di), operada a 200°C/35,5-55min, programada a 2°C/min até 210°(;
gds de arraste: Ha a 0,8ml/min.

E t Christie (1988): coluna Carbowax 20M {28m de comprimento X 0,22mm de

di), operada isotermicamente a 175°C; gis de arraste: Hy a Im/min.

B Ackman (1987k}: coluna de sitica fundids Supelcowax-10 {30m de compri-
mento X 0,25mm de di}, operada isotermicamente a 1B0°C; gds de arraste H;
a 10psig,

it Flanzy et al. {1976} coluna de aco inoxiddvel de Carbowax 20M({AT} (100m
de comprimento x ,50mm de di), operada isotermicamente a 180°C; gis de
arraste Hy a 2mi/min,

IV Kramer ef ¢l. {1985): coluna de silica fundida de Carbowax 20M (30m de
comprimento X 0,25mm de di}, operada isotermicamente a 195°C.

4 n = frequéncia de detecclo EMAG nos padrdes e amostras de peixes, num total de 119

cromatogramas analisados.

4 valores tedricos,

Abreviaturas; X - néo identificado; DMA - dimetilacetal; i - iso; ai - anteiso.
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Esta tabela além de auxiliar na identificacio dos dcidos graxos pre-
sentes nos peixes investigados, também serviu de guia para numeracio e localizacio
dos picos nos cromatogramas (Figuras 7-34), nas Tabelas (2-8, 10-12, 24-35) e no

Anexo 2.

Segundo Krupcik ef ol (1876}, a reprodutibilidade dos dados de
ECL entre laboratorios sdo influenciados pela definicio e estabilidade da fase esta-
cionaria, precisio e exatiddo da temperatura de coluna, superposicio de picos, nio

idealidade da fase gasosa e determinacgde do tempo morto.

5.3.4. Fatores de separagao

Baseados em Kates {1972)

Nas tabelas 14 a 18, estio apresentadas os diversos fatores de se-
paracio dos EMAG de amostras de peixes e padrdes, separados pela coluna capilar
de Carbowax 20M, na temperatura de 200°C/42min, programada a 2°C/min, até
210°C. As tabelas foram preparadas a partir de nma amostragem de 11 cromato-
gramas de amostras, contendo o maior ndmero possivel de dcidos graxos e comple-

mentada por alguns dados retirados da Tabela 10.

Os fatores de separagio {F?) de pares de dcidos graxos saturados
lineares, ramificados e insaturados, cujos comprimentos das cadeias carbdnicas dife-
rem entre si através de dois grupos metilenos {—CHy,—CHy—) estdo apresentados na
Tabela 14. Nota-se que os valores de F? dos padrbes e amostras foram praticamente
ignais em ambos os £, e t.. A diferenga fundamental foi que os valores de F? base-
ados nos 1}, diferentemente daqueles baseados nos ¢,, mantiveram-se razoavelmente
constantes, com um valor médio de 1,90, na temperatura de 200°C. Com o aumento
da temperatura da coluna para 210°C, os valores de F* diminairam, confirmando

os resultados relatados por Kates (1972} e Krupeik et ol {1972).

O principio basico dos fatores de separacdo € que, para qualquer série
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homsloga de compostos, sob condigbes de temperatura e fluxo de gas constantes,
existe uma relacio constante entre dois pares de dcidos esiruturalmente relacionados
{Kates, 1972; Ackman, 1963a). Portanto, os resultados da Tabela 14 confirmam que
realmente houve wma relagdo linear mals perfeita para as séries homodlogas relacio-

nadas pelos £, do que pelos ¢,.

Evidéncias suportando as identificacdes dos dcidos graxos iso e an-
teiso ramificados podem ser vistas pelos dados da Tabela 15, principalmente com os
valores baseados nos tempos de retengdo corrigidos, que se mantiveram constantes
e iguais a 0,86 para a série iso e 0,90 para a série anteiso. Os fatores baseados nos
i, diminufram com o aumento do nimero de atomos de carbono do acido graxo,
mas apesar disso, ainda houve uma estreita concordincia entre os F de padroes

amostras.

Na Tabela 16 estio expressos os {atores de separagio monoenos
(razdo entre os tempos de retencdo de dcidos graxos monoinsaturados e seus equiva-
lentes saturados} de EMAG em amostras de peixes ¢ padrdes, calculados em relagio
aos tempos de retencio corrigidos ou nde. Pode ser visto que existiu uma boa

concordancia dos Fronsenos €0tre 08 padrdes & amostras, em ambos, 1, e 1.

De maneira geral, os fatores de separa¢io aumentaram a medida
gue a posicdo da dupla ligacio se afasta da extremidade carboxilica, ou seja, com a

diminuicio do nimero da série ou familia.

Nota-se também que, com a diminuigdo das séries, progressivaments
existin uma certa tendéncia para aumentar as diferencas entre os fatores monoenos
baseados nos tempos de retengao e tempos de retengdo corrigidos. Por exemplo, na
série nll, praticamente nao existiram diferengas entre os fatores de ¢, e {]; por outro

lado, as diferencas foram mais acenfuadas com os membros da série n4d.

Nas séries u7 e 03, os valores de ¥ baseados nos I, aumentaram
ligeiramente com o aumento do comprimento da cadeia dos acidos graxos, o mesmo

nio ocorrendo com os valores de F baseados nos 1., que se mantiveram praticamente
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constantes, exceto o par 20:1n5/20:0.

Os fatores de separacio dienos {razio entre tempos de retengio de
acidos graxos diinsaturados e seus equivalentes saturados) estic mostrados na Ta-
bela 17. Excelente concordancia existiu entre os fatores dos acidos graxos padroes e

amostras, em ambos, £, e {,.

_ A exemplo dos fatores anteriores, 08 Fienss baseados tanto nos £,
quanto nos t., aumentaram com o deslocamento da dupla ligagdo em diregao &
extremidade metila, com uma excegio ocorrendo com o par 20:3n3/20:0. Tgualmente
nota-se que deniro de uma dada série, o Py, baseado no t, aumeniou com o
aumento da cadeia carbdnica, enquanto o Fyen, baseado no i, ndo fol influenciado

por esta alteracio.

Os fatores de separacao para os acidos graxos polilnsaturados, aqu
coletivamente denominados de fatores polienos (razdo entre os tempos de retengdo
de acidos graxos contendo 3 ou mais duplas ligagdes e seus equivalentes saturados)

estao relacionados na Tabela 18.

Nestes fatores, a exemplo dos anteriores, nota-se também uma ex-
celente igualdade entre 08 Fyytiemo, dos dcidos graxos das amostras e padrdes, em

7
ambos, ¢, e /.

Pode ser visto também pelos dados da Tabela 18, que 0s Fluienos
baseados nos ¢, foram maiores do aqueles baseados nos ¢,, isto acontecendo com os

acidos graxos, tanto de amostras quanto de padrdes.

Qs fatores de separagio dos pares 22:3n3/22:0, 22:4n6/22:0, 22:5n6/
22:0, 22:3n3/22:0 e 22:6n3/22:0 foram sempre inferiores aos fatores de separacao
dos outros membros de snas séries, resultados esses mostrando o efeito da mudanga
de temperatura com a programacio. Convém lembrar que os acidos graxos 22:3n3,
32:4n6, 22:506, 22:5n3 e 22:6n3 foram cromatografados a 21070 e o 4cido 22:0, a
200°C.
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(eneralizagao acerca do comportamento dos Foaimes em cada série
nao foi possivel por causa da programacaoc de temperatura da coluna e do ndmero
reduzide de membros dentro das séries, Todavia, considerando o comportamento
dos acidos graxos triendicos (séries nf e n3) e tetraendicos {série n4}), nota-se que
08 Footiencs Daseados nos f, tendem a crescer com o aumento do peso molecular dos

acidos graxos, enquanto 0s Fyouenss Paseados nos {, parecem ser constantes.

Baseados em Ackman (1963a)

Qs trés tipos I, Il e III dos fatores de separagio sistematicos de

Ackman (1963a) estdo mostrados nas Tabelas 19, 20 e 21, respectivamente,

E evidente pelos dados da Tabela 19, que os valores de £ do tipo | das
amostras e padrdes foram praticamente iguais, tendo apenas o par 20:3n6/20:206
das amostras, apresentado um valor levermnente maior do que o respectivo par de

padroes.

Parece existir uma pequena tendéncia dos valores diminuirem com
o aumento de retencio relativo, mas um valor relativamente constante {média de
1,08 para padrdes e amostras) foi obtido para todos os pares de ésteres examinados,
resultados estes em concordincia com os relatados por Ackman (1963a), Ackman
& Burgher {1963) e Haken (1966). Um aumento do ndmero de ligagdes, do com-
primento da cadeia ou alteragio da familia do dcido graxo, que junto com o leve
efeito da temperatura, podem ser responsaveis pelas pequenas redugdes dos fatores

de separagao {Ackman, 1963a,c).

Na Tabela 20 sdo apresentados os fatores de separagao do tipo I
Nota-se que os valores de F dos pares de dcidos graxos em cada nma das séries 3/8,
3/9 e 6/9, mantiveram-se razoavelmente constantes, na temperatura de 200°C, Des-
vios deste valor constante ocorreram com 0s pares 22:503/22:4n6 e 22:603/22:5n6
do F 3/6, mostrando o efeito da variagdo da temperatura da coluna para 210°C.

Percebe-se também uma extraordinaria concordancia enfre os valores de F de amos-
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Tabela 18 - Fator de separacio {#) do tipo | de ésteres metilicos de acidos graxos
padrdes & de amostras, separados por cromatografia gasosa em coluna

capilar de Carbowax 20M*%

{continua)
Acido PadrBes Amostras
graxo b e F forrenns L
16:2n7 052 113
316:1n7 6,46
16:2n5 0,5¢ 1,12
16:1n5 0,48
16:3n6 0,57 1,10
16:2n6 0,52
18:4n3 0,74 1,13
16:3n3 0,69
18:3n6 1,10 1,10 1,08 1,09
18:2n6 1,80 1,60
18:4n3 1,34 1,10 1,33 1,09
18:3n3 1,22 1,22
{20:2n9) (1,81) {1,09)° 1,80 1,08
20:1n% 1,66 1,65
20:3nb 2,07 1,08 209 1,11
20:2n6 1,91 1,89
20:403 2,51 1,08 251 1,08
20:3n3 2,33 2,33
20:4n6 2,22 1,07 2,20 108
20:3n6 2,07 2,09
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Tabela 19 - Fator de separacio (#) do tipo | de ésteres metilicos de dcidos graxos
padrdes e de amostras, separados por cromatografia gasosa em coluna
capilar de Carbowax 20M%2,

(mnciusia)

Acido Padrdes Amostras
graxo o igins F A
20:5n3 2,69 1,07 2,68 1,07
20:4n3 2,51 2,51
22:5n6 4,20 1,06 419 1,06
22:4n6 3,97 3,96
22:503 454 (1,06 454 1,06
{22:4n3) {4,28) 4,30
22:6n3 4,90 1,08 4,85 1,07
22:5n3 4,54 4,54
k Tipo I: Fator de separagiio envolvendo pares de dcidos

graxos de mesmo comprimente da cadeta, mesma
familia e mimero de duplas ligacfes consecutivas.

2 Temperatura da coluna: 200°C/42min, programada
a 2°C/min até 210°C.
3 O Valor F de amostra foi usado para determinar o
U rsane G0 padric dentro do paréntese.
Abreviatura: .. - tempo de retencio corrigido rela-

tive ao 18:2nb.
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Tabela 20 - Fator de separaciio {F') do tipo |l de ésteres metilicos de cidos
graxos padrdes e de amostras de peixes, separados por croma-
tografia gasosa em coluna capilar de Carbowax 20MM2,

{continua)
Acido Padrdes Amostras
graxo A F isons F
3/ 36
18:3n3 1,22 1,22 1,22 122
18:2n6 1,00 1,00
18:4n3 1,34 1,22 1,33 1,22
18:3n6 1,10 1,09
20:3n3 2,33 1,22 2,32 1,23
20:2n6 1.91 1,89
20:4n3 2,51 1,21 2,51 1,20
20:3n6 2,07 2,09
20:5n3 2,69 1,21 2,68 1,22
20:4n6 2,22 2,20
22:5n3 4,54 1,14 454 1,15
22:4n6 3,97 3,86
22:6n3 4,90 1,17 4,85 1,16
22:5n6 4,20 4,18
3/8 3/8
18:3n3 1,22 1,40 1,22 1,40
18:1n9 0,87 0,87
20:3n3 2,33 1,40 2,32 1,41
20:1n9 1.66 1,65
20:403 251 {139 251 139
{20:2n9) (1,79} 1,80
20:5n3 2,69 (1,400 2,68 140
(20:3n9)  (1,92) 1,92
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Tabela 20 - Fator de separag3o (7} do tipo I de ésteres metilicos de dados
graxos padrdes e de amostras de peixes, separados por croma-
tografia gasosa em coluna capilar de Carbowax 20M* 4.

{conclusio)

Acido Padries Amostras
graxo AR F Orpana F
59 85

16:2n6 0,52 113
16:1n9 0.45

18:2n6 1,00 1,15 _ 1,00 1,15
18:1n9 0,87 0,87

20:2n6 19 1,15 1,84 1,14
20:In9 1,66 1,65

20:3n6 2,07 (1,18)° 208 1,16
(20:2n9) (1,78) 1,80

20:4n6 2,22 {116p 2,20 L16
{20:3n8) {(1,91) 1,82
! Tipo il: Fator de separagio envolvendo pares de

acidos graxos de mesmo comprimento da ca-
deia, mesma posigac da primeira dupla ligacdo em
relagio ao grupo carboxilico e diferentes familias.

z Temperatura da coluna:  200°C/42min, progra-
mada a 2°C/min até 210°C.

0 valor F de amostra foi usada para determinar o

t:,m:mi do padrio dentro do paréntese,

Abreviatura; t;mﬂﬁ - tempo de retencio comrigido rela-
tivo ao 18:2n6.
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Tabela 21 - Fator de separacio { F') dotipo il de ésteres metilicos de dcidos
graxos padrées e de amostras de peixes, separados por croma-
tografia gasosa em coluna capilar de Carbowax 20M2.

{continua}
Acido Padrées Amostras
graxo Hrisians F AR F

/L 5/7

{14:1n5) (0,26) {31,04)° 0,25 1,04
14:1n7 0,25 0,24

16:1n5 0,49 1,06 0,48 104
16:In7 3,46 0,46

18:1n5 0,89 1,02 0,92 1,03
18:1n7 0,87 0,89

(20:105) (1,71) (1,01)° _ 1,72 1,01
20:1n7 1,69 1,70

7/9 7/9

(14:1n7) 0,25 (1,04 0,24 1,04
14:1n9 (0,24) 0,23

{16:1n7) 0,46 (1,009 0,46 1,00
16:1n9 {0,46) 0,46

18:1n7 0,89 1,02 0,80 1,02
18:1n9 0,87 0,87

20:1n7 1,69 1,02 1,70 1,03
20:1n9 1,66 1,65

/11 9/11

16:1n9 0,46 1,02
16:1n11 0,45

18:1n9 0,87 (1,02 0,87 1,02
(18:1n11} (0,85) 0,85

20:1n9 1,66 {1,02)° 1,65 1,02
{20:1n11) (1,63) 1,62
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Tabela 21 - Fator de separacio (F) do tipo 1l de ésteres metilicos de dcidos
graxos padrdes e de amostras de peixes, separados por croma-
tografia gasosa em coluna capilar de Carbowax 20Mb2,

{(conclusio)
Acido Padrfes Amostras
graxo B risiome F A
22:1n9 3.18 1.03 3,13 1,62
22:1n1l 3,07 3,08
3/6 3/6
18:3n3 1,22 1,1l 1,22 1,12
18:3n6 1,10 1,09
20:3n3 2,33 1,13 2,32 Lil
20:3n6 2,07 2,09
20:4n3 2,51 113 2,51 1,14
20:4n6 2,22 2,20
20:5n3 2,69 {113y 268 1,13
(20:5n6) (2,38} 2,38
(22:4n3) (4,33) (1,097 43¢ 1,09
22:4nb 3.97 3,56
22:5n3 4,54 1,08 454 1,09
22:5nb 4,20 4,18

! Tipo lH}: Fator de separacdo envolvendo pares de

4cidos graxos de mesmo comprimento da cadeia,
mesmo nimero de duplas ligacBes e diferentes
familias.

2 Temperatura da coluna: 200°C f42-45min, progra-
mada a 2°C/min até 210°C.

O Valor F de amostra fol usado para determinar

ot ... dopadric dentro do paréntese.

H . ! - o
Abreviatura: {f., - tempo de retencio corrigide rela-

tive ao 18:2n6.
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tras e padroes.

Os valores listados na Tabela 21 sic baseados nos pares de dcidos
graxos tendo o mesmo comprimento de cadela e nimero de duplas ligaghes, mas
sendo de diferentes familias, Nas familias diferindo por dois grupos metilenos {5/7,
7/9 e 9/11}, os fatores foram praticamente constantes e independentes dos pares
de familias envolvidos. Nota-se uma boa concordancia dos fatores de separagao dos

padrdes e amostras.

Valores maiores foram obtidos para os pares de acidos graxos sepa-
rados por 3 grupos metilicos {3/6), reflexo natural das maiores diferencas entre as
retengoes relativas; os fatores a 200°C mantiveram-se bem constantes, enquanto os
pares 22:4n3/22:4n6 e 22:5n3/22:508 eluidos a 210°C, apresentaram F constantes,

mas inferiores aos dos fatores a 200°C, destacando-se o efeito da temperatura.

Estes resultados demonstram a utilidade dos fatores de separagao,
tanto pelo procedimento de Kates (1972} como de Ackman {1963a), para a iden-
tificacdo de acidos graxos, especialmente quando um analista nfo dispbe de um

nimero grande de dcidos graxos padrdes,

5.3.5. Método grafico

(s membros de uma série homdloga de dcidos graxos podem ser
identificados por meio do grafico do logt, contra o nlunero de atomos de carbonos
(Ackman, 1969, 1972; McNair & Bonelli, 1969). O principio basico deste proce-
dimento é gue existe uma relagio linear enire o logaritino dos dados de retengio
e o comprimento da cadeta para cada série homdloga. Entretanto, desvios dessa
linearidade tém sido relatados, especialmente com membros inferiores de diferentes
séries homdlogas {Smith, 1961; Nelson, 1974; Wainwright ef al., 1982) ou quando se

introduz uma sobrecarga de amostra na coluna (Ackman & Castell, 1967}

Na impossibilidade de dispor de padrdes auténticos de todos os
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acidos graxos de ocorréncia natural, a identificagio de picos desconhecidos pre-
sentes em amostras naturals, tem sido realizada pelo método grafico, supondo-se
a existéncia de paralelismo entre as vdrias linhas das séries homélogas de EMAG sa-
turados normais e ramificados, monoinsaturados e poliinsaturados (Ackman, 1963b,
1969; Jamienson, 1975; Flanzy et al., 1976; Heckers ef al, 1977; Kinsella ef al,
1977b; Maia ¢t al., 1983). Desvios deste paralelismo tém sido relatados por Ackman
(1963b), Iverson et al. {1965), Nelson {1974) e Flanzy et al. (1976}, principalmente
quando as outras séries homdlogas foram comparadas em relagio & linha da série de
icidos graxos saturados normais. Tal paralelismo existiu, mas em relagdo a série de

acidos graxos monoinsaturados,

Aplicando a andlise de regressao linear & tabulagio grafica (Figuras
1 a 6), sobre os dados de retengio corrigidos ou néo dos EMAG relacionados nas
Tabelas 10, 11 e 12, foi testada a existéncia ou néo de linearidade e paralelismo entre

as seguintes séries homologas:

1. série iso ramificados - X:0 {(X= 14 a 18; n=5);
2. série anteiso ramificados - X:0 {(X=15 e 1T; p=2};
3. série saturados normais - X:0 (X= 13 a 20; n=8});
4. série monoinsaturados nil — X:lnil {(X=17,18,19 e 22; n=4};
5. série monoinsaturados n§ —  X:ln9 (X=14 a 20; n=T};
6. série monoinsaturados n7  —~  X:n7 {X==14,15,16,18 e 20; n==35};
7. série monoinsaturados nd  —  X:lnd {X=14,16, e 18; n=1};
8. série diinsaturados nb —  X:2n6 (¥==16,18 a 20; n=4);
9. série diinsaturados nb —  X:2n5 {(X=15 a 17, e 19; n=4);
10. série diinsaturados nd - X:i2nd {(X=16 ¢ 18; n=2);
1l. série triinsaturados nf - X:3n6 {X=16,18 e 20; n=3);
12.  série triinsaturados nd - X:3n3 (X=18 e 20; n=2}.

Por causa da programacdo de temperatura da coluna, apenas os

ésteres metilicos separados na temperatura de 200°C por 42 min, foram incluidos.

Em geral, os graficos apresentados pela literatura envolveram a relagio
entre o log do tempo de retencdo relativo corrigido ou ndo contra o mimero de car-
honos; todavia foram encontradas também referéncias relacionando o logt, (Iverson

et al., 1965}, log ¢, (Nelson, 1974) e ECL (Porchmanm ef al., 1982).
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Os coeficientes de correlagdes (v} mostrados nas Figuras 1 a 6 reve-
lam a existéncia de relagio linear entre os dados de retengéo e o niimero de carbonos
das séries homdlogas relacionadas acima, em todos os pardmetros; contude, as me-
thores correlacdes se verificaram com os pardmetros corrigidos pelo tempo morto
{logt.), (log?,) e ECL’} & com o ECL néo corrigide. Quantitativamente isto pode
ser analisado pelos coeficientes de variagdes dos valores médios de r de todas as séries
homélogas, em cada um dos paridmetros, que foram os seguintes: 0,16% (log 1.},

0,12% (log t.), 0,07% (log t.), 0,02% (ECL) e 0,003% (log ¢, e ECL).

Os 4cidos graxos 10:0, 11:0 e 12:0 (ndo incluidos na série homdloga
dos n-saturados) apresentaram consideraveis desvios da linearidade para vs pardmetros
nio corrigidos, cujos dados de retengdes (experimentais X calculados pela equacdo
de regressio), respectivamente, foram os seguintes: 1, (2,91 x 1,87}, (3,14 x 2,37} e
(3,54 x 3,00); ¢, (0,192 x 0,129), {6,221 x 9,163) e (0,246 x 0,207); e ECL (11,43
X 10,11), (12,00 x 11,09) e (12,54 x 12,08). A correcdo dos dados de retencio pelo
tempo morto apenas atenuou, mas manteve os desvios da linearidade desses acidos
graxos, como se pode ver pelos seguintes resultados: £, (6,81 x 0,77), (1,14 x 1,05),
(1,50 x 1,46); £/, (0,062 x 0,061, (0,094 x 0,084) e {0,122 x 0,116) e ECL’ (10,04
x 10,01), (11,22 x 11,01) e (12,10 x 12,01).

Para Nelson {1974}, uma equagdo quadrética se ajusta melhor do
que a equagao linear, para os dades de log #] versus midmero de carbonos da série
homéloga dos acidos graxos saturados variando de 11 a 26 carbonos. Surpreendente-
mente, os valores de ECL’ calculados pela equago linear {ver valores acima) foram
praticamente iguais aos valores de 11,034 para 11:0 e 12,020 para 12:0, relatados
por Nelson {1974). Convém lembrar que 10,00, 11,00 ¢ 12,00 foram definidos comeo

sendo os valores tedricos de ECL’ dos dcidos 10:0, 11:0 e 12:0, respectivamente.

Come esperado, a corregio dos dados de retengao pelo tempo merto
da coluna, visivelmente methorou a relagdo de paralelismo entre as diferentes sevies
homélogas {Figuras 1 a 6). Pode ser visto nas Figuras 1 e 3 que nenhum paralelismo

ocorrey entre as retas envolvendo os £, € 4,,. A analise de regressio linear mostron
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Figura 1 - Gréfico do logaritmo do tempo de retencio versus nimero de dtomas de
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Figura 2 - Gréfico do logaritmo do tempo de retencio corrigido versus nimers de

stomos de carbonos de séries homdlogas de ésteres metilicos de acidos
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Figura 3 - Grafico do logaritmo do tempo de retencio relativo versus ndmero de

Stomos de carbonos de séries homdlogas de ésteres metilicos de dcidos

graxos
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o 1. iso r={J,844997 2 7. anteiso -

A 3 n-saturado  r==(,989995 A 4 1Inll r=2(3,999990
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. Gréfico do logaritmo do tempo de retenco relative corrigido versus nimero

Figura 4 :
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graxos
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ECL

o 1. iso r={,3935 . 2. anieiso -

A 3. n-saturado r=0,9995 A 4. 1sil 7==0,99987

v 5. 1n0 r=0,89995 ¥ 5. 1in7 r={},99985

L 7. 1nd r=0,94549381 | 8. Znt r={,999951

<& 9. 205 r={(3,9958%4 & 10 72n4 e

< 11, 3nb r=0,9959950 4 12, 3n3 —

23

21

198

17 -

15

13 ] H i i i 1 ]

{2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
‘ s
Numero de atomos de carbonos

Figura 5 - Gréfico do comprimento equivalente da cadeia versus ndmero de dtomos de

carbonos de séries homdlogas de ésteres metilicos de dcidos graxos
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ECL

o 1. iso r={3, 99697 ® 2. anteiso -
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Figura 6 - Gréfico do comprimento equivalente da cadeia corrigido versus niimero de
stomos de carbonas de séries homdlogas de ésteres metilicos de daidos
graxas
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que as declividades das retas do log 1, {CV=8,9%), log ¢,, (CV=9,0%) foram as que
apresentaram as maitores variacdes, sendo seguido pelas retas de ECL (CV=18%]),

log £ (CV=14%), log t, (CV=0,7%) e ECL(CV=0,5%}.

Estudando as caracteristicas de eluigdes de EMAG de padrées e
amostras naturais em colunas capilares, Nelson {1974) conclulu que “nenhuma das
séries homdlogas sdo paralelas, porque ndo existiu relagae linear entre o log do tempo
de retencio ajustado € o comprimento da cadeia carbénica” e terminoun afirmando
que “especialmente numa ampla faixa de compostos, todas as identificagbes tentadi-
vas baseadas nas relagoes de linearidade e paralelisio das diferentes séries homologas
deverao ser realizadas com cuidado”. Contudo, os resultados obtidos neste trabalho
mostraram que foi possivel atingir boas relagGes de linearidade e paralelisme, usando

os dados de log t.. e ECL".

5.3.6. Eluigio dos 4cidos graxes em colunas polar e apolar

A ordem de eluicio dos EMAG em cromatografia gasosa depende
da polaridade da fase liguida na coluna. Em colunas polares, tais como carbowax
20M, Silar 5CP e CP-Sil 84 {Christie, 1988}, os dcidos insaturados emergem apods os
saturados de mesmo comprimento de cadeia, enquanto um comportamenio inverso
ocorre em colunas apolares, tais como SE-54 (Porschmann et al, 1982; Christie,

1988), CP-Sil-5 (van der Steege ef al., 1987) e Ultra-1 (Hoving et al., 1988).

Neste trabalho, o estudo do comportamento de eluigao, em colunas
de carbowax 20M {polar) e SE-54 {apolar), de EMAG de padroes auténticos e de
leo de figado de bacalhau, junto com os resultados relatados pela literatura, usando
as mesmas colunas ou similares, também contribuiu para a identificagio dos EMAG

presentes nas amostras de peixes pesquisados.

Inicialmente, fol investigado o comportamento de eluig@o de 28 padroes
auténticos na coluna de carbowax 20M {Figura 7) e de 32 padrbes {a mistura anterior

acrescentada de 10:0, 11:0, 13;0 e 15:0) na coluna de SE-54 (Figura 8).
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Dos 28 padroes analisados na colunas de Carbowax 20M (CW20M),
foram vistos 27 picos, porfue o padrio trans-18:1n9 {dcido elaidico) eluiu junto
com o cis-18:1n9 (4cido oléico) no pico 47. Por outro lado, dos 32 4cidos graxos
analisados na coluna SE-54, foram observados 30 picos; houve uma separagao entre
os icidos oléico e elaidico, mas os pares de acidos cis 18:1n9/18:3u3 (picos 47 e 58)

e 20:1n9/20:3n3 (picos 85 e 76) eluiram juntos.

Uma caracteristica interessante da coluna SE-54 foi a nitida se-
paracio dos ésteres metilicos em blocos, de acordo com o comprimento da cadeia do
acido graxo. Vé-se na Figura 8 que todos os dcidos contendo 18 atomos de carbomnos
ficaram agrupados num bloco, C18, o mesmo ocorrendo corm o8 acidos que formaram
cada um dos blocos C186, €20, €22 e C24. Isto deve ocorrer também com os acidos
de cadeias impares, pois seus ésteres saturados aparecern no cromatograma isolados
dos poliinsaturados dos grupos que os precedem. Esta caracteristica geral ndo foi
observada com a coluna de CW20M. Por exemplo, ¢ dcido 19:0 foi localizado entre
18:306 e 18:3n3; o 4cido araquidénico (20:486) eluiu apos o 21:0 e o 23:0 entre os
fcidos 22:100 e 22:9n3. A desvantagem da coluna SE-54 fol a ndo separagao dos
importantes pares n9 e n3, como mostrado acima. Por outro lado, a coluna de

Carbowax 20M nio separon o par 20:2n6/20:3n9.

Clonfirmando as observacdes de James {1959), foi verificado que néo
somente o nimero de duplas ligacdes, mas também a posigio da dupla lgacdo in-
fuencion a ordem de eluicio de certos dcidos graxos na coluna SE-54. Por exemplo,
os padrées 18:2n6, 18:3n6, 20:2n6 e 20:4nb (familia 18} eluiram, respectivamente
antes de 18:3n3, 18:403, 20:3n3 e 20:5n3 (familia n3). Comportamento idéntico fol
relatado por Christie {1988) para os Acidos C22, que eluiram numa coluna de me-
tilsilicone, na seguinte ordem crescente de retengdo: 22:5n86, 92:6n3, 22:4n6, 22:5n3,
92:319, 22:306, 22:inll e 22:1n9. Esta ordem auxiliou a identificacio dos Acidos
graxos presentes no dleo de figado de bacalhau e nas amostras de peixes pesquisados
neste trabalho, pois nio se dispunha de padrdes auténticos de 22:4n6, 22:506, 22:4n3

e 22:5n3.
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O dleo de figado de bacalhan ou “cod liver oil” {CLO), considerado
como um padrio de referéncia secundirio de acidos graxos {Ackman & Burgher,
1965) foi cromatografado na coluna de CW20M (Figura 9) e 5E-54 (Figura 10).
Andlise comparativa dos EMAG de CLO, com os 38 padrdes auténticos disponiveis,
permitiu a identificagdo dos seguintes 26 acidos graxos: saturados (11:0 a 20:0),
monoinsaturados {14:1n5, 16:1n7, 18:109, 20:1n9, 22:1nY e 24:1n9), diinsaturados
{(18:206 e 20:20n6} e poliinsaturados {18:3n6, 18:3n3, 18:4n3, 20:3n6, 20:3n3, 20:4n86,
20:5n3 e 22:6n3).

0O aumento do nimero de componentes na amostra de CLO tornou
mais dificil a identificacdo dos dcidos graxos separadas na coluna de CW20M (Fi-

gura 9), principalmente daqueles eluindo entre os dcidos 14:0 e 18:0.

Por outro lado, observando o cromatograma da Figura 10 {coluna
SE-54), percebe-se claramente que a maioria dos EMAG no dleo de figado de ba-
calhau se agrupou em 9 blocos (C14 a C22), com os blocos pares e fmpares se

alternando.

Assim, comparando a ordem de elui¢do dos EMAG nas Figuras 9e 10
e auxiliado pela .litératura., mostrando a composicio dos EMAG de CLO {Ackman
& Burgher, 1965; Ackman et al, 1967a,b; Jangaard et al, 1967; Addison et al,
1968; Ackman, 1969; Ackman & Eaton, 1978; Christie ef al., 1986; Ackman, 1987a;
Christie & Stefanov, 1987; Christie, 1988}, e também pela analise cromatografica
gasosa de EMAG de éleo de peixe marinho (PUFA-1, Supeles), cuja composigao
detalhada foi descrita por Ackman {1987b}, e ainda, estudando a ordem de eluigho
de EMAGQ presentes em amostras diversas, separadas em coluna de Carbowax 20M
(Flanzy et al., 1976; Ackman, 1980b,1981; Ackman & Sipos, 1981; Kramer ef al,
1985; Horman & Traitler, 1989) ou em coluna SE-34 e similar {Porschmann et al,
1982: Vannieuwenhuyze & Sandra, 1987; van der Steege ef ol 1987, Hoving ef
al., 1088), foi possivel identificar no éleo de figado de bacalhau mais 32 EMAG (o
nitmero do pico entre parénteses): i-14:0 (8), 14:1n7 (12}, +-15:0 {14}, ai-15:0 (15},
i-16:0 {20}, 15:205 (22), 16:1n9 (24), 16:1n5 (26}, i-17:0 (27}, 16:2u6 (29}, ai-1T:0
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(303, 16:204 (32), 16:3u6 (33), 17:1011 (35), 17:1n8 (36}, 16:3n3 (38}, 16:dn3 {41},
18:1n7 (48), 18:1n5 (49), 18:1nd (50), 18:1n3 (51}, 18:2n4 (53), 19:2n5 (61), 20:1nll
(64), 20:107 (67), 20:2n9 (69), 20:4n3 (78), 22:1n11 (81), 22:4n6 (87), 22:5n6 (89),
22:4n3 (90), 22:5n3 (1),

Algumas caracteristicas de eluigbes nas colunas de CW20M e SE-54,

que ajudaram a identificar os dcidos graxos relacionados acima, foram as seguintes:

(a) Os EMAG que constituiram o bloco C22 apresentaram na coluna SE-54 a mesma
ordem de eluigio daquela descrita por Christie (1988), a saber: 22:516 (89},
92:603 (92, 22:406 (87), 22:5n3 (91), 22:4n3 (90}, 22:1nl] (81) e 22:1n9 (82).

(b) Tanto na coluna de Carbowax como na SE-54, os dcidos monoendicos de menor
familia foram os mais retidos; por exemplo, o tempo de retengio de 16:1n8 fol
menor do gue o de 16:1n7, o mesmo ocorrendo com 18:in7 e 18:1n5. Assim
foi possivel identificar os picos 50 e 51, como sende, respectivamente, 18:1n4

e 18:1n3d.

{c) Os 4cidos graxos ramificados tiveram ordens de eluigdes idénticas nas colunas
de Carbowax 20M e SE-54. Em ambas as colunas, os iso e anteiso ramificados
apareceram sempre antes dos respectivos saturados de cadeia linear; o tempo

de retencdo do iso fol menor do que o do anteiso.

Seguindo os mesmos procedimentos descritos acima, para as 4 amos-
tras de peixes, foi possivel relacionar os seguintes 26 dcidos graxos, que antes nao
haviam sido detectados (entre parénteses, o nimero do pico e localizagdo): 10:0 (1,
Tabela 24), 11:1 (3, Tabela 24), 14:109 (11, Figura 13}, 15:1n9 (18, Figura 13),
15:1n7 (19, Figura 13), 16:2n7 (28, Figura 13}, 18:205 {31, Figura 17), 17:1n7 {37,
Figura 13), i-18:0 (39, Figura 13), 17:205 (42, Figura 13}, 18:1nll {46, Figura 21),
19:1n11 (56, Figura 13), 19:1n9 (57, Figura 11), 19:2u6 (80, Figura 11}, 20:1n8 (66,
Figura 13), 20:1n5 (68, Tabela 28), 20:3n9 (71, Figura 11), 20:2n3 (72, Figura 11},
21:0 (74, Tabela 27}, 20:566 {77, Tabela 33), 22:0 (&0, Tabela 24}, 21:4n6 (83, -
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gura 21), 21:506 (84, Figura 21), 21:6n3 (35, Figura 213, 23:0 (86, Tabela 24} e
22:3n3 {88, Tabela 33).

Além desses, 5 picos permaneceram ndo identificados Xl {5, Fi-
gura 11}, X2 (6, Figura 11}, X3 {16, Tabela 27}, X4 {44, Tabela 27) & X5 (62,
Tabela 28) e 4 componentes foram identificados como sendo dimetilacetais 14:0DMA
(9, Tabela 29), 16:0DMA (21, Figura 31), 18:0DMA (40, Figura 31) e 18:1DMA (43,
Figura 31).

Os dimetilacetais 16:0DMA, 18:0DMA e 18:1DMA, na coluna de
CW20M (Figura 31), eluiram antes dos respectivos EMAG 16:0 e 18:0. A presenga
de uma dupla ligagio provocou um aumento de retencao do compesto; assim o
18:1DMA eluiu depois do 18:0DMA, comportamento semelhante ao verificado para
os EMAG 18:0 e 18:1. Horman & Traitler (1989) relataram idéntico comportamenio
numa coluna Carbowax 20M-imobilizada, para os dimetilacetals presentes nos fos-
folipidios de lipoproteina do plasma humano. Na coluna SE-54, os dimetilacetais

elufram depois dos respectivos ésteres metilicos saturades, enguanto o tempo de

retengio do 18:1DMA fol menor do que o do 18:0DMA.

Dos 94 componentes relacionados na Tabela 13, apenas o acido graxo
padriao 24:0 {pico 93, Figura T) nao foi encontrado nas amostras de peixes investi-

zados neste trabalho.

5.3.7. Espectrometria de massa

A espectrometria de massa foi uma téenica muite 1t na identi-
ficacio conclusiva de varios dcidos graxes presentes nas amostras de peixes pesqui-
sados neste trabalho. Para isto, foi feito uso de colunas capilares de Carbowax 20M
e metilsilicone, acopladas a um espectrometro de massa, permitindo assim, obter
o5 espectros de massas de 29 EMAG padrées e de 40 componentes em amostras
de peixes, cujas razdes de massas € abundancias relativas dos principais fragmentos

estio relacionadas nas Tabelas 22 e 23, respectivamente para 0s ésteres dos padroes
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e de peixes.

A identificacio de 37 EMAG e de 3 dimetilacetais presentes nas
amostras de peixes foram realizadas através das comparagoes de seus espectros de
massas com espectros de massas de padrbes auténticos disponiveis e com aqueles
relatados pela lteratura (as citagbes das referéncias aparecerio no transcurso da

discussao dos resultados abaixo).

a) 4cidos graxos saturados normais

Os espectros de massas dos EMAG alifdticos de cadeia linear apre-
sentaram como fons diagnésticos m/e 74 (pico base) e MT (fon molecular). O
pico base é formado através do rearranjo de McLafferty ou f-clivagem {quebra da
ligacao 2,3 com simultinea migragio de um atomo de hidrogénio para o fragmento

perdido) (Ryhage & Stenhagen, 1960; Sitverstein et el, 1979}

O OH
mje T4

CHy— O~ C~CHy—CHy ~ CHy - R CHy—O~C=CHy 17
It et ! + CH,=CH-R

As intensidades relativas dos fons moleculares aumentaram com o
aumento do peso molecular dos ésteres, em consonincia com as observagoes de

Ryhage & Stenhagen (1960).

Dentre 05 demals fragmentos principais {Tabelas 22 e 23}, alguns

consistiram de jons tendo niimero de massa {mpar (27,29, 41, 43, 55, 57, B9) tipicos

. ¥
- § 7 o] msersn),

todos sem muita importancia para as identificagdes de acidos graxos.

de hidrocarbonetos normais e ontros de jons [

b) 4cidos graxos monoinsaturados

Os espectros de massas dos ésteres metilicos de acidos monoinsatu-

rados 14:1n5, 16:1n7, 18:109, 20:1n8, 22:1n9 e 24:1nY tiveram como ions diagnosticos
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m/e 55 {pico base, C4HE ), M* (fon molecular), M* 32 (perda de CH;OH ) e M+-31
{perda de OCH;). Estes dois ultimos fragmentos apareceram nos espectros dos mo-
noinsaturades em intensidades relativas muito baixas; na auséncia do ion molecular,
como ocorreu por exemplo, com os dcidos 16:1n7, 20:1n9, 22:1n9 e 24:1n0, os ions

M* 32 ou M*—31 foram tleis pa determinacio do fon molecular M™*.

Picos bases mfe 55 (Alexander et ol, 1985; Marzouki et al., 1988}
e m/je 264 (Hallgren et al, 1959} foram relatados para o acido 18:1u9, enquanto
Héthelyi et al. {1987) descreveram um pico base m/e 83 para o acido 20:1n% e m/e
74 para o dcido 20:1n15. Vale destacar que todos os espectros de massas, semethantes
aos nossos, foram obtides por impacto eletronico a 70V, daf outros fatores poderdo
ser responsaveis por estas diferengas nos picos bases. Nos artigos de Hallgren e de

Hethelyi, o fragmento m/e 55 apareceu como o segundo mals intenso.

Os espectros de massas dos ésteres metilicos dos acidos MONOendicos
nao apresentaram evidéncias claras que permitissem a localizacdo da posicdo das
duplas ligagbes. Neste aspecto, os derivados pirrolididios {Anderson & Holman,

1974) ou picolinilicos (Christie ef al, 1986) sdo considerados mais adequados.

Semelhante aos espectros de massas dos acidos graxos saturados,
e (s . :
os principais fragmentos de massas dos dcidos monoendicos, predominantemente
consistiram de fragmentos de hidrocarbonetos, exceto os picos em m Je 74 {CsHsOF)
e 87 (C4H,07).

¢) dcidos graxos diinsaturados

Dois ésteres metilicos padrées diinsaturados foram disponiveis e ti-
veram seus espectros de massas registrados. Ambos eram da familia n6, 18:2n6 e
90:2n6. Qs fragmentos mais caracteristicos desses acidos graxos foram o pico base
m/e 67 e os fons moleculares m/fe 294 (4,3%) e m/e 322 {4,0%), respectivamente

para o metil linoleato e metil eicosadienoato.
Pico base de m/e 67 também foi relatado para 18:2n6, por Hallgren
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et al, (1959), Khan & Scheinmann (1978), Alexander ef al. (1985) e Marzoula ef
al. (1988}, incluindo nesta dltima referéncia, um derivado 2,3 dimetil de 18:2n6.
Por outro lado, um pico base 79 foi encontrado por Daikoku et al. {1982} para
os dcidos 18:2n6 e 20:2 (sem designacio da familia), cujos espectros foram obtidos
com energia de 20eV. Pode ser que esta energia de lonizagac mals baixa seja a
responsavel por esta diferenga, j& que nos espectros de massas de outros acidos
graxos poliinsaturados analisados por Daikoku, todos apresentaram o mesmo pico
base mfe 79. Como veremos adiante, este pico fol caracteristico apenas para os
poliinsaturados da familia n3. A exemplo dos dcidos graxos saturados € monoenos,
os picos de hidrocarbonetos também predominaram entre os principais fragmentos

de massas.

Um método foi descrito por Fellenberg et al. {1987) para auxiliar a
definicio da familia dos dcidos graxos poliinsaturados metileno interrompido, através
da simples comparacio das intensidades relativas dos trés ions de massas m/e 108,
150 e 192. Segundo os autores, os dcidos poliendicos da familia nd apresentaram
como raracteristica uma abundincia relativa maior para o lon m/e 108, enyuanto
para os Acidos das familias n6 e n9, as intensidades relativas foram malores para
os fragmentos m/e 150 e 192, respectivamente. Nota-se pelos resulfados abaixo
que a técnica de Fellenberg foi confirmada com os dcidos 18:206 e 20:2n6, mesmo
apresentando intensidades relativas menores do que aquelas relatadas por Fellenberg

(as intensidades obtidas por Fellenberg estio entre parénteses):

dcido graxo m/e 150 mje 108 mfe 192

18:2n6 6,7 {12,3) 6,4 {10,0} nd (2,1)
20:2n6 6,5(10,1)  52(60) 1,7 (40)

O fragmento M-31 apresentou uma abundéncia relativa ligeiramente
superior ao fragmento M-32, e na auséncia do pico do ion molecular, poderdo ser
Gteis na determinacao dos {ons moleculares dos ésteres metilicos dos dcidos diendicos.
Esses fragmentos tiveram as seguintes razdes m/e e abundincias relativas para os

Acidos 18:2n6 e 20:2nb:
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dcido graxo mfe %

18:206 263 (M-31) 4,0
262 (M-32) 3,1
20:206 291 (M-31) 4,0
200 (M-32) 3.4

Um outro fragmento, m/e 91 (C;HT, fon tropilio}, formade por re-
arranjo e ciclizaciio, apresenta como caracteristica um aumento de intensidade rela-
tiva, com o aumento do nimero de duplas ligagbes, podendo assim ser de utilidade
nas identificacoes de acidos graxos em amostras complexas {Hallgren et ol, 1939,
Alexander et al, 1985; Fellenberg et al. 1987). Este fragmento nie foi observado
nos padrdes 18:2n6 e 20:2n6, provavelmente por causa da atenuagdo usada na ob-
tencio dos espectros de massas, uma vez que este fon apresentou-se em intensidades
varidveis de 3-26% em virios isdmeros de 18:2, e a intensidade relativa do 18:2n0

sendo de 12% (Zeman & Scharmann, 1972).

d) acidos graxos poliinsaturados

Neste trabalho, considera-se polilnsaturados os dcidos graxos con-
tendo 3 ou mais duplas ligacdes. Entre os padrbes disponiveis, 3 acidos graxos
pertenceram i familia n6 (18:3n6, 20:3n6 e 20:4n6) e 6 dcidos graxos pertenceram a
familia n3 (18:3n3, 18:4n3, 20:303, 20:503, 22:3n3 ¢ 22:6n3).

Independente da familia, 2 maioria dos fragmentos principais {Ta-
bela 22) foram fons do tipo R* (hidrocarbonetos), usualmente de pouca importancia,

exceto 08 fons picos bases e m/fe 91.

Um pice base de m/e 41 (C3HF) foi ebservado para todos os membros
da familia 6, enquanto esse pico foi de m/e 79 {CxHT) para os ésteres metilicos da
familia nd. Esses fons serviram como um diagndstico das familias dos 4cidos graxos
das amostras de peixes, embora alguns dados na literatura sejam conflitantes. Por

exemplo, um pico base m/e 41 foi citade por Zeman & Scharmann {1972) para
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o 4cido 18:3n6 e m/e 79 para 18:3n3, enquanto o fragmento mje 78 foi descrito
por Araki et al. {1976}, como pico base dos ésteres metilicos de 20:4n6, 22:5n6 =
22:6 (pela ordem de eluigdo dos acidos graxos na coluna DEGS usada e por ser o
mais comum, este 4cido provavelmente trata-se do n3). Em outro estuda, Dalkoku
ef al. (1982) encontraram para os dcidos 18:3n3, 20:3n9, 20:4n6, 22:5n6, 22:5n3 €
99:603, o pico base m/e 79, independente da familia. Ji Alexander et al. {1985)
observaram para os acidos graxos triinsaturados 18:3n6, 18:3n3, 20:3n6 ¢ 20:3n3 um
pico base comum de m/e 67 e um pico m/e 79 {inico para os acidos contendo 4 ou
mais duplas ligacoes: 20:4n6, 20:503, 22:4n6, 22:5n6, 22:5n3 e 22:6n3. Por outro
lado, os resultados de Héthelyi et al. (1987} destacaram um pico base mje 67 para
18:3n6 e m/e 80 para 18:3n3. Finalmente, Hallgren e al. {1959) encontraram para
o metil linolenato {18:3n3) um pico base de m/e 79, que também foi o pico base de

18:4n3, 20:4n3 e 22:6n3 descrito por Horman & Traitler {1988).

Um bom ndmero de 4cidos graxos poliinsaturados apresentaram ions
moleculares e/ou outros fons caracteristicos (M-31, M-69 e M-24) (Tabelas 22 e 23)

que contribuiram para suas identificagbes.

Espectros de massas obtidos sob diferentes condicbes de tempera-
tura e energia de jonizacio, uso de diferentes sistemas cromatdgrafos gasosos - es-
pectrometros de massas, picos poucos resolvidos ou mesmo identificagbes equivoca-
das de acidos graxos, talvez sejam responsdveis pelas diferencas nos valores dos picos

base relatados pela literatura, para os dcidos graxos mono, di e poliinsaturados.

{lomo mostrado anteriormente, a intensidade relativa do fragmento
m/e 81 deve aumentar com o aumento do numero de duplas ligagdes na estrutura
quimica dos 4cidos graxos poliinsaturados (Hallgren et al., 1959). Dos 9 padrdes de
4cidos graxos poliinsaturados analisados neste trabalho, o acido 22:6n3 apresentou
arna abundancia relativa baixa de 21,5%; esta percentagem foi inferior aquelas en-
contradas para os acidos 18:3n3 e 20:5n3 (ver resultados abaixo), e sendo, inclusive,
o pico base no relato de Hallgren et ol. {1959}, mas nao no de Horman & Traitler
{1989). Na Tabela 23, o fragmento m/e 91 de 22:6n3 foi de 75,8%. As abundancias
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relativas do fragmento m/e 91, em ordem crescente, para os 8 padroes de dcidos po-
lineaturados restantes, foram as seguintes: 20:3n3 - 21,0%, 22:3n3 - 21,2%, 18:3n3
- 93,7%, 20:3n6 - 27,3%, 18:3u6 - 36,5%, 18:4n3 - 44,8%, 20:5n3 - 64,7% e 20:4n6 -
67.3%. Além do desvio observado com o 22:603, nota-se também uma inversio, nao

esperada, entre os acidos 20:4n6 e 20:5n3.

Os jons m/e 108 e 150, sugeridos por Fellenberg et ol {1987} como

um diagnéstico da familia, tiveram as seguintes abundancias relativas:

familia  acido graxo mje 108 mje 150
nb 18:3n6 8,0 14,0
nf 20:306 10,2 12,3
né 20:4n6 3.4 14,4
n3 18:3n3 29,2 3,3
n3 18:4n3 21 0 nd
nd 20:3n3 324 3,8
n3 22:303 38,6 3.7
nd 20:5n3 i7,4 nd
n3 23:6n3 43,2 3.8

Estes resultados, além de corroborarem com a sugestio de Fellen-
berg, no sentido de usar estes Jons como um diagnostico da familia, também serviram
para confirmar que os acidos graxos poliinsaturados de familias diferentes apresen-
tam picos pases diferentes, com m/e 41 e 79, respectivamente para as familias n6 e

n3.

e) acidos graxos ramificados

Dos 7 acidos graxes ramificados (i-14:0, i-15:0, 1-16:0, +-17:0, 180,
ai-15:0 e ai-17:0) presentes nas amostras de peixes {Tabela 13), somente foi possivel
obter os espectros de massa de i-14:0, i-15:0 e 1-17:0 cujos fragmenios de massa

principais encontram-se na Tabela 23.
A exemplo dos acidos saturados de cadeia linear, os ramificados
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também apresentaram o fragmento m/e T4 come pico base; a maioria dos outros
fragmentos principais foi fons hidrocarbonetos, exceto mfe 75, 87 e 199, que foram

ions metoxicarbonilas,

Para Marzouki ef al. {1988), a diferenciagio entre os EMAG normais
e iso-ramificados pode ser feita pela comparacio de altura do fragmento M-43, que,
relativamente fol maior para os icides ramificados. Além disso, comparagbes dos

fragmentos M-15, M-29 e M-31 também podem fornecer informagtes adicionals.

As intensidades dos fragmentos M-43 para os acidos ramificados i-
14:0 (7,5%) & +-17:0 {7,5%) e normais 14:0 (5,4%) e 17:0 (5,3%) estac de acorde com o
critério sugerido por Marzouki et al. (1988), o mesmo nao acontecendo para o -15:0,
cujé abundancia relativa do fragmento M-43 foi menor do que o do correspondente
4cido normal. Os fragmentos M-15, M-29 ¢ M-31 nio foram observados em nenhum

dos espectros de massa dos dcidos ramificados identificados.

{} dimetilacetais

Quatro picos {Tabela 13) observados nos cromatogramas de algumas
amostras de peixes foram identificados como dimetilacetais. Segundo Vannieuwe-
nhuyze & Sandra (1987), os dimetilacetais podem se originar de plasmalogenos, de

acordo com o seguinte mecanismo:

127.



HoO ~O—CH=CH~R
§

H,C0C0 —~ R” plasmalogeno
}
H,COP(ORYOOR™
L oR~ (reagdo saponificagiic}
R -~ CH; ~-HC =0 aldeido graxo

"0/t 1L MeOH/HY

OMe
R~ CH dimetalacetal graxo

I
OMe

Os 3 dimetilacetais cujos fragmentos de massas principais estao mos-
trados na Tabela 24 apresentaram um pico base m/e 75, o que corresponde ao
ion Cll - O m((i; CH {formado por clivagem 2,3 com rearranjo de 2 4tomos de
hidrogénio) (‘f‘{}vyha,zge & Stenhagen, 1963). O quarto componente (14:0DMA}, en-
contrado em quantidades “tragos” e frequéncia muito rara nas amostras de peixes,
nio teve seu espectro de massa registrado (sua identificagio baseou-se nos outros

pardmetros).

As intensidades relativas dos outros fragmentos principais {Tabela 23}
foram menores do que 23%, em concordancia com os resultados descritos por Lin et

al. (1989). Esses fons se compdem basicamente de fragmentos hidrocarbénicos.

Notou-se bambém, nos espectros de massa dos dimetilacetals, a ausén-
cia de fons moleculares e de picos tipicos de EMAG, como o {ragmento mfe Tdeos

{ons contendo o grupo metoxicarbonilico [—{CH,),COOCH;]*.

Por outra lado, a presenga de fragmentos m/e 235 {1,7%}, 283 (1,3%)
e 281 (2,2%) para 16:0DMA, 18:0DMA e 18:1DMA, respectivamente (Tabela 23),
foram considerados como sendo fons M-31 (perda de OCH;), com base no trabalho

de Marx ef al. (1989}, que encontraram os fragmentos m/e 75 (pico base) e m/e 233
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(M-31) para o composto 9-cis-hexadecenaldimetilacetal (16:1n7 DMA) stutetizado

em laboratdrio.

No espectro de massa de 18:1DMA, nido houve fragmentos que con-

duzissem & localizagdo da posicdo da dupla higagdo.

5.4, Composi¢ao de Acidos Graxos de Peixes

Os cromatogramas obtidos para as quatro espécies investigadas (Fi-
guras 11 a 34) demonstram a complexidade da composigao de acidos graxos de pei-

xes, necessitando para a identificagio a utilizagdo cautelosa dos varios parametros.

5.4,1. Composigao de dcidos graxos de pacu

No pacu foram detectados 66 dcidos graxos na fragdo de lipidios
totais. Os principais Acidos graxos foram: oléico (41,0 & 1,7%), palmitico {24,2
+ 1,2%), linoléico (9,1 £ 0,5%), palmitoléico (8,9 & 0,7%), estedrico (7,7 £ 0,5%])
e mirfstico (3,2 £ 0,5%) (Tabela 24). Nas Figuras 11 e 12 estio apresentados os
cromatogramas tipicos de EMAG de lipidios totais de pacu em colunas de Carbowax

20M e SE-54, respectivamente.

Machado (1989) determinou apenas os acidos graxos principais do
pacu, utilizando uma coluna empacotada com 10% DEGS. As porcentagens obtidas
assemelham-se as obtidas no presente trabalho: cléico, 42,8%; palmitico, 22,7%; B-
noléico, 10,3%; palmitoléico, 8,92%; estedrico, 8,1% e miristico, 2,7%. Foi relatado
também 1,8% de acido linolénico, que no presente trabalho foi obtido apenas ao
nivel de 0,5 + 0,1%. Esta discrepancia é compreensivel, uma vez que Machado nio
analisou os acidos graxos de concentragles menores, assim aumentando proporcio-

nalmente a porcentagem do acido linolénico.
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Resposta do Detector
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Figura 11 - Cromatograma de ésteres metilicos de icidos graxos de lipidios totais de pacu, Piaracius
mesopotamicus, em coluna de Carbowax 200,
. 2°C/min

Temperatura da coluna: 200°C/42min - 210°C
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Figura 12 - Cromatograma de ésteres metilicos de 4cidos graxos de lipldios totais de pacu, Piarecius
mesopotamicns, em coluna de SE-54.
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Temperatura da coluna: 50°C/4min ~ ~—  170°C —— 230°C/ 10min ~ ——  250°C
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Em outro estudo, Pezzato (1890}, usando uma coluna capilar, iden-
tificou § picos nos lipidios totais da amostra “controle” de alevinos de pacu {peso
médio de 14,2 & 1,8g). Os principais dcidos graxos foram: 18:1n7+08 {(39,6%),
palmitico {24.0%), 18:1n5 (10,9%), palmitoléico {8,6%), estearico {6,8%) e miristico
(2,7%). O teor de linoléico foi de 1,0%, extremamente baixo quando comparado com
16,7% para uma amostra de alevinos com peso medio de 20g (Tabela 7} e com 9,1%
{Tabela 24) e 10,3% (Machado, 1989) para pacu adulto. Por outro lado, & presenga
do Acido 18:1n5 com alto teor (10,9%) também relatade por Pezzato, parecen muito
estranho, pois este acido foi encontrade em baixos teores em peixes marinhos {Eaton
et al., 1975) e de 4gua doce (Ackman ef al.,, 1980). Nos lipidios totais do pacu adulto,
o teor médio deste dcido foi de 0,2 + 0,0 (Tabela 24}. No trabalho de Pezzato, nem
em material e métodos, nem em resultados e discussio foram encontrados mengdes

que explicassemn os resultados encontrados para os dcidos 18:1n5 e 18:2n6.

Pezzato (1990) descreveu também a presen¢a de um acido graxe de
ocorréneia pouco refatada em peixes, o acido 21:5n3, que junto com o dcide 22:1n9,
participaram com 0,7%. Em pacu adulto, foram detectados os acidos 21:4n6, 21:506

e 22:1n0 somente em quantidades tragos {Tabela 24},

A composicio da fragio de lipidios neutros refletin ¢ mesmeo perfil
que o de lipidios totais, com os seguintes 4cidos graxos como principais: oléico
(42,4 £ 1,9%), palmitico (24,5 + 1,1%), palmitoléico (9,2 £ 0,8%), linoléico (9,0 &
0,4%), estedrico {7,6 & 0,6%) e miristico (3,2 £ 0,4%:} (Tabela 25). Cromatogramas
tipicos de EMAG de lipidios neutros separados nas colunas de CW20M e 3E-54

estdo mostrados nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

Houve uma grande mudanca na composicio em relagio aos fosfo-
lipfdios, com aumento marcante dos poliinsaturados (Figuras 15 e 16). O dcido
oléico permaneceu majoritario, mas em porcentagem reduzida (17,5 £ 1,.8%), se-
guido por acido palmitico que também diminuiu em proporgio, mas e grau menor
(16,7 & 2,0%) (Tabela 26). Os 4cidos 20:4n6 e 22:6n3 que apresentaram apenas

08 £ 0,0% e 0,5 £ 0,1%, respectivamente, nos lipidios totais, aumentaram para
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Figura 13

]

Cromatograma de ésteres metilicos de acidos graxos de lipidios neutros de pacu, Pieracius
mesapotamicus, em coluna de Carbowax 200,

oC i
Temperatura da coluna: 200°0/42mn : tm}mxz 210°C
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Figuen 14 - Cromatograma de ésteres metilicos de dcidos graxos de lipidios neuatros de pacy, Piaracius
: mesopolamicus, em coluna de SE-54.
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Figura 15 - Cromatograma de ésteres metilicos de dcidos graxos de fosfolipidios de pacu, Plarmetus me-

sopotarmicus, emn coluna de Carbowax 20M,
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50

- Crornatograma de ésteres metilicos de dcidos graxos de fostolipidios de pacu, Pilaracius me-
sopotamicus, em coluna de 5E-54.

Temperatura da coluna: 50°C/6min
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11,6 + 1,3% e 11,0 £ 1,3%, respectivamente, Os dcidos linoléico e estedrico tiveram
porcentagens comparaveis, 9,1 + 0,7% e 89 £ 1,1%, respectivamentie, com as de
lipidios totajs e neutros. As percentagens de acidos palmitoléico (2,8 & 0,6%) e
miristico (0,6 + 0,2%) foram menores. A propor¢ao maior de dcidos poliinsaturados
na fragio de fosfolipidios j4 foi relatada para peixes marinhos {Addison ef al., 1968;
Ackman, 1980a; Sasaki e al., 1989) e peixes de 4gua doce (Mai & Kinsella, 1978a.b;
Ohshima ef al,, 1982; Satch et al, 1984).

Peguenas diferenqas, mas significativas, podem ser vistas entre os
lotes de amostras, na composigio de dcidos graxos dos lipidios totais, neutros e fos-
folipidios. Contudo, ndo existiu uma tendéncia definida em relagiio a sazonalidade.
Nair & Gopakumar (1981) e Satoh =f al. {1984) reportaram que a temperatura da
4gna influenciou a composicio de dcidos graxes de Tilapia mosssambice e Tilapia
nilotica, respectivamente. Viola ef al. {1988) observaram o efeito da temperatura
em carpa, (yprinus carpio, mas nao em hibrido de tilapia (0. aureus x O. mile-
ticus). Assim, a infludncia da temperatura sobre a composicio de acidos graxos
parece ser dependente da espécie, mas nao sendo um fator importante no pacu, £.

mesopolamicus,

Os dimetilacetais {DMAs) apareceram nos lipidios totais em quanti-
dades muito baixas (tr-0,2%) {Tabela 24) e nio foram observados nos lipidios neutros
(Tabela 25). Uma proporgio maior de DMAs ocorreu na fragho de fosfolipidios, com
tecres de 5,8 + 0,8%, 1,2 £ 0,3% e 1,0 £ 0,2% para 16:0DMA, 18:0DMA e 18:1DMA,
respectivamente (Tabela 26). Estes resultados parecem demonstrar que os DMAs
de pacu se originaram de plasmalogenos fosforilados. Dimetilacetais derivados de
aldefdos com 16 e 18 carbonos foram detectados em 10 peixes marinhos da Austraha,
em guantidades que variaram de 0,4 a 3,5% para 16:0DMA e de 0.4 & 1,6% para
18:0DMA (Sinclair ef of., 1983).
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Tabela 27 - Composicio percentual de dcidos graxos de
lipidios totais de curimbatd, Prochilodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, Sde
Paulab?,

{continua)

Pico Acido Epoca de captura

n® graxo abrit  maio  junho média & dp
1 16:0 tr tr tr tr

2 11:0 ir tr tr ir

3 i1:1 tr ir tr £y

4 1249 0,2a 0,ib tre {tr-0,2}
6 X2 tr tr 111 tr

7 13:0 G4a 0,2b tre {tr-0,4)
8 -14:0 043 02b Glc 02%£01
ig 14:0 472 4,7a 3,4b 43+ 0,7
12 14:1n7 §la 01a ta {tr-0,1)
13 14:1n5 0,12 0,1a tra {tr-0,1)
14 i-15:0 i6a 08 03¢ 091058
15 ai-15:0 08 05 0ic 05X 04
16 X3 0,la Gla 0la 01%00
17 15:0 2,6 15b 04c 15111
18 15:1n9 0.2a 0lab wrd {tr-0,2}
19 15:1n7 0,2a 0,31ab trb {1r-0,2)
20 i-16:0 3,72 04b 01c 0,4 £ 0,3
21 16:0DMA 0,33 0,32 02b 86,3401
23 16:0 21,6c 29,2z 253b 254+ 3.8
28 16:1n7 140b 17,62 173 163k 20
26 16:1n5 0.8 fd nd {nd-0,9}
27 -17:0 152 06b 05 09£065
28 16:2n7 01 0,3 ndc {nd-0,3}
30 ai-17:0 1.0a 05b 072 07x0,2
32 16:2n4 0,2a trh trb {t-0,2)
33 16:3nb 075 0,8 1Da 1.0+ 04
34 17:0 1,72 1,0b 0,8b 1,2x05
35 17:1nil 0.5 06b  1l4a 08405
35 i7:1n9 1.9a  1,2b 0.5¢ 1.2+£0.3
39 -18:D 862 0,3b Dic 4,3+ 06,2
40 18:0DMA f,la 031a 0Qla 01400
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Tabela 27 Composicio percentual de dcidos graxos de
lipidios totsis de curimbatd, Prochilodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, 53c
Paulol.

{continua)

Pico Acido Epoca de captura

ng graxo abril  maic  junho midia £ dp
42 17:2n5 D4a 0,1b e {tr-0,4}
43  18:1DMA tr tr tr tr

44 X4 tr tr tr tr

45 18:0 486 50b 873 52L£905
46  18:1nll g,la 0,la tra {tr-0,1)
47 18:1n9 12,6c 155k 1792 153 %26
49 18:1n5 D4a  trc 0.2h {tr-0,4)
50 18:1n4 0,1 nd nd {nd-8,1}
51 18:1n3 g2a 0l1a 028 02101
52 18:2nb 26a 252 24a 254401
53 18:3dn4 0,2a 0,12 Hla 0,14 08,1
54 18:3n6 0,33 0,3 03 03400
55 18:0 0,32 01b  trc (tr-0,3}
5%  19:1pll 0,4 056 13a 0,7+ 05
58 18:3n3 40a 36b 36b 374102
59 18:4n3 0,82 05b O4c 0,6k 02
60 19:2n6 tr nd nd {nd-tr)
61 19:2n3 tr tr nd {nd-tr}
83 20:0 043 03 0lc 0301
64  20:1n1d tr nd nd (nd-tr)
65 20:1n8 16 1,4k 2228 1704
86 20:1n8 tr tr tr tr

69 20:2n8 f,1a 01la 0,1 0,100
70 20:2n6

+ + 0,55 04b 03¢ 04+01
71 20:3n9

73 20:3n6 D62 072 0.7a 0,701
74 21:8 ir ir tr tr

75 20:4n6 3,12 2,86ab 20b 26205
76 20:3n3 08a ©0,6a 052 0,6 £ 0,1
78 20:4n3 i,4a 1,1b  0,9b Li+£62
79 20:5n3 26c 3,1b  38a 31205
80 220 nd iy tr {nd-tr)
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Tabela 27 - Composicio percentual de dcidos graxos de
lipidios totais de curimbatd, Prochilodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, 330

Paulo 2.
{conclusdo}

Pico  Acido Epoca de captura
n®  graxo abril maio junho  média % dp
81 22:1all tra  tra  0Jla {1r-0,1)
82  22:1n9 tr tr nd {nd-tr)
83  21:4nb tr tr nd {nd-tr)
84  21:5n6 tr tr tr tr
85  21:6n3 tr tr tr iy
86 23:0 tr nd nd {nd-tr)

87  22:4né 3,32 04a 04a 0.4+ 01
3%  22:5n6 1,52 0,9 0,3c 0,94 086
90 22:4n3 0,2a trb trb {tr-0,2}

91 22:503 1.2¢ 15 1% 1,54+ 0.3
92 22:6n3 282 232 20a 2404

1 As determinacdes mensais foram realizadas em du-
nlicatas, a partir de lotes compostos por 6 peixes.

z Valores na mesma linha horizontal nio mostrando
a mesma letra sdo significativamente diferentes
(P < 0,05).
Abreviaturas: X - nan idenithcado; tr - traco;
nd - ndo detectado; dp - desvio padrio;

DMA - dimetilacetal: i - is0; 3 - anteiso.



5.4.2. Composicao de dcidos graxos do curimbata

Nos lipidios totais de curimbatd foram detectados 74 Acidos graxos
(Figuras 17 e 18} portanto, uma composigio mais complexa que a do pacu. {) perfil
foi diferente daquele do pacu, com os seguintes dcidos graxos principais: palmitico
(254 £ 3,8%), palmitoléico (16,3 £ 2,0%), oléico (15,3 £ 2,6%), estedrico (5,2 &
0,5%), miristico (4,3 4 0,7%), linclénico (3,7% = 0,2), 20:503 (3,1 & 0,5%), 20:4n6
(2,6 4 0,5%) e linoléico {2,5 & 0,1%) (Tabela 27).

Num trabalho anterior {Maia ef al., 1983} no qual colunas empaco-
tadas de 10% de EGSSX ou 10% de DEGS foram utilizadas, 35 4cidos graxos foram
detectados {39 4cidos graxos a menos que o presente trabalho, que utilizou coluna
capilar); o 4cido palmitico apareceu majoritariamente, porém com um teor mais
elevado (32,4 & 2,4%), seguido agora pelo acido oléico (23,2 £ 2,1%), enquanto o
acido palmitoléico passou a ser o terceiro principal (13,9 & 1,3%). Os outros acidos
graxos principais foram: estedrico (8,1 & 1,1%}, linolénico (7,7 & 1,4%), linoléico
(5,4 £ 1,5%) e miristico (3,4 & 0,4%). Também foi encontrado em quantidades va-
riadas (tr-5,7%) o écido 20:3 (sem designagao da familia). No atual trabatho foram
detectados os acidos 20:3n6 (0,7 £ 0,1%) e 20:3n3 (0,6 % 0,1%). As percentagens
maiores dos dcidos graxos principais na composigao ebtida através de colunas empa-
cotadas é compreensivel, uma vez que os acidos menores néo sdo levados em conta

no calculo.

Dos 9 acidos graxos principais, apenas os acidos oléico e 20:5n3 apre-
sentaram wma variacio significativa {p < 0,035) entre os trés lotes analisados. Virios
componentes tiveram teores significativamente diferentes, entre eles, os scidos gra-
xos ramificados, 18:4n3 e 22:506 que diminufram e o 22:5n3, que aumentou de abril

para junho, O dcido 22:6n3 nio apresentou diferengas significativas entre os lotes.

A exemplo do que foi verificado para ¢ pacn, a composigao dos
lipidios neutros seguiu o mesmo perfil (Figuras 19 & 20} que a dos lipidios fotais, com

uma pequena, inversio entre 20:4n6 e linoléicorpalmitico (24,2 & 3,6%), palmitoléico

1584.
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Tabela 28 Composicio percentual de dcidos graxos de
lipidios neutros de curimbatd, Prochilodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, 530
Paulo?2.
{continua)
Pico  Acido épcca de captura
n®  graxo abrii  maio  jupho média = dp
1 10:0 g1 tr nd {nd - 0,1)
2 11:0 tr tr tr tr
3 111 tr r ir tr
4 12:0 0,2a 022 tb {tr-0,2}
5 X1 ir tr | tr tr
b X2 tr tr nd {nd-tr}
7 13:0 04a 0,26 trc {tr-0,4)
8 i-14:0 04a 02b Gle 62401
10 40 500 472 35 44103
12 1417 0.1a tra tra {tr-Q,1}
13 1&185 0la  tra tra {tr-0,1}
id -15:0 165 1,0b 04c 18L£ 0,86
i5 2i-15:0 0,7a 0,56 0,1z 04+03
16 X3 0,2a trb trh {£r-0,2}
17 15:0 27a 16b 04c 16X 11
18 15:1n9 022 0,2a Ol  02+01
19 15:1n7 0,2a 0,2a trb (tr-0,2}
20 -16:0 0,73 8,3b 0,2¢ 04 1+ 0.3
23 16:0 20,2b 27,23 253a 242 % 3.6
25 i6:1n7 1426 193z 173 169+ 25
26 16:1nb i0 nd nd (nd-1,0}
27 i-17.0 i6a 06b 066 09106
28 16:2n7 0,1 tr nd {nd-0,1}
30 arl7:0 i0a 06b 10a 09402
32 16:2n4 0,2a trh trh (tr-0,2)
33 16:3nb 39 03 16a 1.1+ 64
34 170 1.8a 106 0,8b 1,2 205
3% 17:inil 8,50 0,76 1.6a 3.9+05
3 17:109 18a 13 08 13404
37 inIn7 0,1 nd nd {nd-0,1}
39 -18:0 0,72 0,3b 0,2c 04 4+£63
47 17:2n5 0,3a trh irb {1r-0,3)




Tabela 28 - Composicio percentual de dcidos graxos de
lipidios neutros de curimbatd, Prochdlodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, Sdo
Pauloh?,

{continua)

Pico  Acido Epoca de captura

ng graxo abrif maio junho média & dp
45 18:0 486 50b 5,6a 51+ 0,4
46  18:1nll 8,1 nd nd {nd-0,1}
47 18:1n9 12,8¢ 160b 186a 158 £ 3,0
49  18:1nS 0,4a trb 0.1k (tr-0,4)
50 18:ind 0,1 nd nd {nd-0,1)
51  18:1n3 0,28 uh 0,2a {tr-0,2}
52  18:2nb 273 278 25 26£01
53 18:2nd 8,1z 0,1a  O.1a 3,1 £00
B4 18:3n6 028 0,22 0.2a 024+ 00
55 19:0 0,2a trh trh {tr-0,2)
56  19:1nl1l 04c 06k 132 08205
58 18:3n3 42a 40ab 37 40402
5%  18:4n3 0,02 06b 04c 0602
61  19:2nB 0,1 tr nd {nd-0,1}
62 X5 tr nd nd {nd-tr)
63 20:0 $,5a 0,3b  01c 3,3+£072
64  20:1nld 6.1 nd nd {nd-8,1}
a5 2001n0 1,8ab  1,3b 2,52 1.8+ 06
66  20:1n8 1 tr nd {nd-tr}
683  20:in8 tr nd nd {nd-tr)
69  20:2n9 tr tr 0,1 {tr-0,1}
76 20:2nb

+ + 8,5 04ab 02 04£01
71 20:3n9

73 20:3n6 0,62 06a {62 0,6 £ 0,0
5 20:4n6 2,4a 20b 1bc 204 0.4
76 20:3n3 8,7 03¢ 05 80,5 4+ 0,2
78 20:4n3 i4a 1,0b  0,8b 1,1+ 063
79 20503 23 27b 3la 27%04
80 22:0 0.1 0,1z ndb {nd-0,1}
81 22:1all 02 trh ub (tr-0,2)
82 22:1n9 tr tr nd {nd-tr}
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Tabela 28 - Composicio percentual de acidos graxos de
lipidios neutros de curimbatd, Prochilodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, 530

Paulo!?,
(conclusio}
Pico Acido Epoca de captura
2 graxo abril maic  junhe  média  dp
83 21:4né tr tr nd {nd-tr)
84 21:5nb r tr r tr
8% 21:6n3 tr tr tr ir

87 22:4n6 D4s tre 0,2b {tr-0,4}

8%  22:5n6 i.da 06b 02 0,6 £ 0,4
90 22:4n3 ir tr tr tr

41 22:5n3 10a 1,32 152 1,3£0.2
92 22:6n3 1.8a 126 1,3b 14403

As determinacfes mensais foram realizadas em du-
plicatas, a partir de lotes compostos por 6 peixes,

Valores na mesma linha horizontal nfo mostrando
a mesma letra sdo significativamente diferentes
{P £ 0,05}

Abreviaturas: X - ndo identificado; tr - trago;

nd - ndo detectado; dp - desvio padrio;

i - is50; &l - anteiso.
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Tabela 28 - Composicio percentual de dcidos graxos
de fosfolipidios de curimbatd, Prochilodus
scrofa, proveniente de Pirassununga, 530

Paule™?,
{eontinua)

Pica Acido Epoca de captura

n® graxo abrii  malo junhe média & dp
1 16:0 tr tr nd {nd-tr}
2 110 tr tr nd {nd-tr}
4 12:0 tr tr nd {nd-tr)
7 13:0 tr tr nd (nd-tr)
8 i-14:0 tr tr nd {nd-tr)
g 14:0DMA tr tr nd {nd-tr)
10 14:0 072 07a 05b 0601
12 14:1n7 0,1a 0,1a 01a 0,1+ 0,0
14 +15:0 022 0,1a Qla 0,14 01
15 ar-15:0 22 $,1a §)1a 01401
17 15:6G 11a 06b $1c 0605
ig 15:1n7 023 (43 §4a 0,4 44,1
20 i-16:0 0,la 0,1a §,la 0,1+ 0.0
21 16:0DMA 282 30a 26b 28402
23 16:0 2423 23,42 2352 23,704
25 16:1n7 372 4% 472 444068
26 16:1n5 0,7a 056 02 05+£02
27 -17:0 04a 04a 0,2b 03+ 01
30 ai-17:0 D,6a N7a 05a 0,6 £0.1
33 16:3nb b 0,2a  0.3a {tr-0,3)
34 170 1,1a 0,8bk 03t 0803
35 17:1al11 trb trb  0.2a {tr-0,2)
36 17:1n8 0,3b 08 036 04102
37 17:1n7 tr tr nd {nd-tr}
39 -18:0 trb 0,28  0.2a {tr-0,2)
406 18:0DMA 1,06 13z 1,32 1,240.2
42 17:2n5 822 ndb ndb {nd-0,2}
43 18:1DMA o5k 06k 08 06401
44 x4 0,52 G4a  (.5a 05 £ 01
45 180 74a 65 5,8 8305
47 18:1n8 38 35 43 4005
48 18:in7 44a 4562 402 4,303
49 18:1n5 tr tr tr tr

51 18:1n3 tr tr tr tr

52 18:2nb 22a 1,5 2.1a 2,14£01
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Tabela 28 - (omposicdo percentual de acidos graxes

de fosfolipidios de curimbatd, Prochtlodus
scrofa, proveniente de Plrassununga, Sdo

Paulo!?.
{conclusio)

Pico  Acido €poca de captura

n®  graxe abrif maio junho média X dp
53  18:2n4 tr tr tr tr

54  18:3nb 0,1a 023 0,2a 0.z2+01
55 15:0 04a 026 0,1b 02+£01
56 10:1nll 0,2b 03b Ofa 04072
58 18:3n3 17z 1,68 1.9a 174+ 03
59  18:4n3 tra  0,1a  Qla {1r-0,1)
60  19:2nb nd tr tr {nd-tr}
61  19:2nd tr tr fr tr

83 20:0 0,22 0l1a 01la 0101
65  20:1n9 10a 0,76 0,7b 0,8+£02
69  20:2nd tr nd tr {nd-tr}
70 20:2n6

s 4 0,32 04a 03b 40,3+£61
71 20:3n9

73 20:3a6 09 10a lLla 10401
75 20:4nb 12,2a 10,3b  9,0¢ 05+ 18
76 20:3nd $,8a 05b 0,5b 0.6 £02
78 20:4n3 10a 082 0.38a 0,8+ 8.1
79 2(:5n3 6,3¢ 7.8 10,62 83422
81 22:1nll 0,2a ub trb {tr-3,2}
82 22:1n9 tr tr nd {nd-tr}
84  21:5nb nd tr tr {nd-tr}
87  22:4nb 122 102 1.2a 11+ 0,1
BG  22:5m6 60a 39 1% 39+ 20
80 22:4n3 nd tr tr {nd-tr}
91 22:5n3 2,36 38ab 4% 36 £1.3
92 22:6n3 11,96 12,92 11,7 122X 06

As determinacbes mensais Toram realizadas em du-
plicatas, a partir de lotes compostos por 6 peixes.
Valeres na mesma linha horizontal no mostrando

a mesma letra sdo significativamente diferentes
(P < 0,05).

Abreviaturas: X - ndo identificado; tr - trace;

DMA - dimetilacetal: 1 - iso; al - anteiss.
nd - nio detectado; dp - desvio padrio.
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(16,9 £ 2,5%), oléico (15,8 & 3,0%), estedrico (5,1 & 0,4%), mirfstico {4, & 0,8%).
linolénico (4,0 + 0,2%), 20:503 (2,7 % 0,4%), inoléico (2,6 £ 0,1%) e 20:4n6 (2.0 %
0,4%) (Tabela 28).

Diferencas significativas foram vistas entre os 3 lotes de amostras.
Contudo, os desvios padxbes foram pequencs ¢ comparaveis aos encontrados por
Suzuki et al. (1986) para carpa silvestre, truta arco-iris e enguia {trés amostras de
cada espécie coletadas no mesmo rio ou lago), porém maiores do que aqueles obtidos

para “channel catfish” cultivado {Nettleton ef al., 1990},

Os fosfolipidios de curimbaté {Tabela 29} também demonstram uma
proporgio substancial dos poliinsaturados. O dcido palmitico mostrou a maior por-
centagem (23,7 + 0,4%)}, segunido por 22:6n3 (12,2 & 0,6%), 20:4n6 (10,5 & 1.6%) e
20:503 (8,3 & 2,2%) que apresentararni-se apenas com 1,4 + 0,3%; 2,0% £ 04 22,7
4 0,4%, respectivamente, nos lipidios neutros. Diferencas significativas enire os 3
lotes ocorreram com os acidos 20:4n6 e 22:5n6 que diminufram e com o acido 20:3n3
que aumentou de abril para junho. Os teores de 22:5n3 aumeniaram progressiva-
mente entre os 3 lotes, mas nao diferiram significativamente. O acido 22:6u3 nao
apresentou variagoes apreciaveis. Cromatogramas tipicos em colunas de CW20M e

SE-54 estdo mostrados nas Figuras 91 e 22, respectivamente.
g , Tegp

A exemplo do pacu, os dimetilacetais tambem foram encontrados nos
liptdios totais e fosfolipidios e estiveram ausentes nos lipidios neutros de curimbata.
Nos lipidios totais, o principal componente foi o 18:0DMA (0,3 £ 0,1%), enqguante
o 18:0DMA teve 0,1 = 0,0% e o 18:1DMA foi encontrade no miximo em “tragos”
(Tabela 28). Com 2,8 =% 0,2%, 16:0DMA fol o principal DMA nos PL de curim-
baté, seguido por 18:0DMA (1,2 & 0,2%) e 18:1DMA (0,6 & 0,1%). Além desses,
também foi constatada a presenga de 14:0DMA em tragos, nos meses de abril e maio

{Tabela 29}.
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Tabela 30

Composicdo percentual de dcidos graxos de
lipidios totais de tildpia, Oreovhromis ni-
loticus, proveniente de Pirassununga, S3o

PaulolZ.
{eontinua)

Pico Acido épcca de captura

n¥ graxo abril  maio  junho média & dp
4 12:0 0,1 tr tr {tr - 0,1}
7 13:0 nd tr tr {nd-tr}
10 14:0 44a 41b 39 41402
13 14:1n5 trb 02a 0.2a {tr-0,2}
14 i-15:0 nd tr tr {nd-tr}
15 2i-15:0 nd tr tr {nd-tr}
17 18:0 0,32 02b 02 02401
19 15:In7 0,1a tra  0,1a {tr-0,1)
20 -16:0 nd tr tr {nd-tr)
21 16:0DMA 0,7a 86b 072 07%01
23 16:0 28,7ab 29.8s 28,1b 28,9+ 0,9
25 16:1n7 59 55¢ 65a 60405
27 -17:0 0.1a tra  0,1a {tr-0,1)
30 a-17:0 0.1s ira G,1a {tr-0,1)
31 16:2n5 tr nd tr {nd-tr)
34 17:0 822 0,2a 022 0200
36 17:1n9 032 02b 02 02401
38 16:3n3 tr tr tr tr

43 18:00MA 0,22 022 0028 0,2+00
43  181DMA 0,32 0,3a 032 03+£00
45 18:0 6,3ab 672 60b 63%03
46 18:1In11 tr tr tr ty

47 18:1n9 27,82 286a 283s 282+ 04
49 18:1nb 4,3 tr tr {tr-0,3}
50 18:ind 0,3a 0,1c 0,2 32+£01
52 18:2n6 1326 13,82 132b 134 % 04

167.



Tabela 30

Composigio percentual de dcidos graxes de
lipidies totais de tildpia, QOreochromis ni-
Ioticus, proveniente de Pirassununga, 5Sdo

Paulol?,

{conclusdo)

Pico Acido Epoca de captura

n?  graxo abril maio junho édia & dp
54 18:3nb 0,62 0,52 0,5a 0,5+ 0,1
58 140 tr nd tr {nd-tr}
58 18:3n3 0,52 04a 05a 8.5+ 0,1
59 ° 18:4n3 nd tr tr {nd-tr)
63 20:0 8,2a b 0,23 (tr-0,2)
65  20:1ing 12a 1,2a 1.2a 1,2 4+ 0,0
57 20:1In7 nd tr 0.1 {nd-0,1}
69 20:2n9 0,22 0,2a 0,2a 0,2+ 0.0
70 20:2né

+ + 0% 0% 10a G901
71 20:3n9

72 20,3a3 ir tr 0,1 {tr-0,1}
73 20:3nB 10 102 1,0a 1,0 400
78 20:4n6 24a 25a 2.6a 25+ 061
76 20:3n3 §,la tra O1la {tr-0,1)
79 20:503 fid tr tr (nd-tr}
87 22:4nd 1,la 0,82 l1a 10+ 01
89 22:5n6 1,8s 156 1,91 174+ 0.2
91 22:5n3 g4a tre  0,2b (tr-0,4)
g2 22:6a3 1Ba 1,1b 18a 1.6 £ 04

! As determinacdes mensais foram realizadas em du-

plicatas, a partir de lotes compostos por § peixes
em abril & 10 peixes em maio e junho,
2

Valores na mesma linha horizontal ndo mostrando
2 mesma letra sBo significativamente diferentes
(P < 0,05).

Abreviaturas:

tr - traco; i - 150; ai - anteiso;

nd - ndo detectado; dp - desvio padrio;
DMA - dimetilacetal.
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5.4.3. Composigio de dcidos graxos da tilapia

A composicio da tildpia foi mais simples (Figuras 23 e 24} do que a
de pacu e curimbata, consistindo de 50 componentes, Os acidos graxos principais
nos lipidios totais foram: palmitico (28,9 + 0,8%), oléico (28,2 & 0,4%}, linoléico
(13,4 £ 0,4%), estedrico (6,3 & 0,3%), palmitoléico (6,0 & 0,5%), miristico (4,1 &
0,2%), 20:4n6 (2,5 £ 0,1%), 22:5n6 (1,7 £ 0,2%) e 22:6n3 (1,6 & 0,4%; {Tabela 30).

Usando uma coluna empacotada com 15% DEGS, Gopakumar {1973}
conseguiu determinar 23 4cidos graxos nos LT de tildpia, Tiapia mosambica, da In-
dia. O 4cido palmitico com um teor de 29.7% foi também o acido graxo principal,
sendo seguido pelo oléico (19,8%), palmitoléico (13,8%), estedrico (5,4%), miristico
(4,7%3, linoléico (4,1%) e linolénico (4,0%). Com excegao do dcido palmitico, in-
dividualmente houve algumas inversdes qualitativas e quantitativas entre os dcidos
graxos principais de T. mosambica e O. niloticus. Diferencas tambeém ocorreram
os totais de acidos diendicos (4,6% vs. 13,6%) e poliendicos (13,5% vs. 8.8%},
o mesmo nio acontecendo com os totals de acidos saturados (44,4% vs. 39,7%) e
monoinsaturados (37,5% vs. 35,8%). Os dados para ©. niloticus foram retirados da

Tabela 37.

Ao contririo do pacu e curimbata, os lipidios neutros da tilapia nac
segniraim a mesma ordem que os lipidios totais. Houve uma inversio entre os dcidos
graxos palmitico/oléico & estedrico/palmitoléico. A ordem foi: oléico (32,1 + 0,5%),
palmitico (28,5 & 0,3%), linoléico (12,9 =+ 0,2%), palmitoléico (7,6 & 0,4%), estearico
(54 £ 0,3%), minstico (5,2 £ 0,2%) e 20:1n9 {1,T & 0,2%) (Tabela 31}, Nas
Figuras 25 e 26 sdo mostrados cromatogramas tipicos em colunas CW20M e 3E-34,

respectivamente.

Também diferentemente do pacu e curimbata, os fosfolipidios de
tilspia mantiveram a mesma ordem que 8 lipidios totais até o quartc dcide graxo
majoritério; sé depois foi que os 4cidos polilnsaturados surgiram. Os principais

foram: palmitico, (26,7 & 3,2%); oléico (16,8 £ 0,7%); linoléico (143 = 0,7%);
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Tabela 31

Composicdo percentual de dcidos graxes de

lipidios neutros de tilapia, Oreochromis ni-
ioticus, proveniente de Pirassunungas, 53o

Pauloh?,
{continua)

Pico Acido Epoca de captura

n® graxo abril  maioc junho média 4 dp
1 10:0 ir tr ir ir

3 111 tr ir tr tr

4 12:0 $,1a 0,12 0,1a 0,1+ 0,0
7 130 ir ir tr tr

8 i-14:0 ir it tr tr

10 14:0 54a 50a 53s 524 0,2
12 14:1in7 tr ir ir tr

14 1-15:0 03 02k 02b 32401
15 a-15:0 tr ir tr tr

16 X3 ir tr ir tr

17 15:0 0,32 0,2b  02b 8,2 £ 0,1
18 15:1n8 tr ir v 141

20 -16:0 tr br 0,1 {#r-0.1)
21 16:00DMA tr tr ir tr

23 16:0 28,3z 288a 2843 285+0,3
25 16:1n7 726 ¥.5ab 802 7604
27 -17:0 3,28 0,2a 3,2a 8,24 0,0
30 al-17:0 B,la 0.2a 8,12 0,24 61
34 i7:0 §,2a 0,23 0.2a 0,2+ 00
36 17:1n9 22 022 0,2a 0,2 + 0,0
38 16:3n3 r tr tr tr

45 18:0 £8a %4a 5,la 54+ 0,3
48 18:1nl11 0,22 0,1b trc {tr-0,2}
47 iB:1ng 3182 3232 3240 32,105
49 18:1n5 0,1 tr tr (tr-0.1)
50 i8:1nd 22 (22 (.2a 0,2+ 0,0
52 18:2nb 128 1322 128 129402
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Tabela 31 - Composicio percentual de acidos graxos de

lipidios neutros de tildpia, Ureochromis ni-
loticus, proveniente de Pirassununga, Dio

Paulo®?.
{conclusBo)
Pico  Acido Epoca de captura
n®  graxe abril maio junho  média 4 dp
54 18:3a6 0,6a 050 0)5b 5+ 01
55 19:0 tr tr tr tr
58  18:3n3 0,6a 05b 0,62 0,6 £ 0,1
56 1B:4n3 tr tr tr r
63 20:0 0.2a 0,2a 0,22 6,2+ 0,0
65 20:1n9 1,9a 1,56 1.8a 1,74 0,2
66  20:1n8 01 tr {1r-0,1)
67  20:In7 tr tr 01 {tr-0,1}
69 20:2n9 0,2a 0,2a  (,2a 0,2 £ 0,0
70 20:2nb
+- + 1,0s 09 0,8b 0.9+ 0,1
71 20:3n9
72 2:2n3 tr tr tr tr
73 20:3nb 0,6a 0% 0,62 0601
7% 20:4n6 0,Bs 035a 06a g6 = 4.1
76 20:3n3 8,ia 0,12 0la 0,1+ 0.0
79 20:5n3 ir tr tr tr
81 22:inll r tr tr tr
82 22:1n9 tr ir tr tr
83  2L:4n6 tr tr tr r
87  22:4n6 0,42 G5 0.5a 05+ 01
8% 22:8nb B4a 043 0,2b 0,3 +0,1
81 22:5n3 tre  0,2a  0.,1b {1r-0,2}
92 22:6n3 0,3k 04a 04a 64+ 0,1
! As determinacSes mensais foram realizadas em du-
plicatas, a partir de lotes compostos por § peixes
em abril & 10 peixes em maio & junho,
2 Valores na mesma linha horizantal ndo mostrando
a mesma letra s3o significativamente diferentes
(P < 0,05).
Abreviaturas: X - ndo identificado; tr - traco;

nd - nio detectado; dp - desvio padrio;

DMA - dimstilacetal; | - iso; ai - anteiso.
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Tabela 32 - Composicio percentual de dcidos graxos de fosfo-
lipidios de tildpia, Oreochromis niloticus, proveni-
ente de Pirassununga, So Paulo™?

{continua)

Pico  Acido Epoca de captura

n graxe abril  maie  junho média + dp

g  14:0DMA tr tr tr tr

19 140 $,9a 8,9 07a 0,8 0.1
12 14:1n7 tr tr tr tr

16 X3 tr tr tr tr

17 i5:0 0,2a 3,1a  0,1a 01+£081
18 15:1n9 8,2a 0,28z 0,2a 02400
21 16:0DMA 2% 2,22 23 23x01
23 16:0 27,26 29,7a 23,3c 267+ 32
25 16:1n7 1.8 1,86 262 21405
27 -17:0 0,1 tr tr {tr-0,1}
30 ai-17:0 0,2a tre  0,1b {tr-0,2}
34 17:0 8628 022 01la 02x061
36 i7:ind9 0,2a 0,2a G1la 0,24+0.1
38 16:3n3 0,1a tra  0la {tr-0,1}

40 18:0DMA 0,8 0.8a 00%a §9+01
43 18:1DMA 1,3a 1,0b 14 12402

44 X4 ir tr ir tr

45 18:0 9,0a 81 7,8b 8,3 k0%
47 18:1n0 16,7ab 17,52 16,1b 16,8 + 8.7
44 18:ind tr tr tr tr

50 18:1n4 0.3a trb 0,1b {tr-0,3)
52 18:2n6 14,1ab 15,1a 13,8b 143 £ 0,7
54 18:3n6 0,3a 0,33  §.3a 0,34+ 0,0
55 19:0 tr ir tr ir

58 18:3n3 0,2a 0,2a 0,3a 0,24+ 0,1
a3 20:0 $,1a fra 9,1a {tr-0,1)
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Tabela 32 - (omposicio percentual de dcidos graxos de fosfo-
lipidios de tildpia, Oreochromis niloticus, proveni-
ente de Pirassununga, Sio Paulo'?,

{conclusio)

Pico  Acido Epoca de captura

62 graxo abril  maio  junho média + dp

65 20:1n9 0,82 0,5 0,52 0,54+ 0,1
§9 2):2n8 0,1a tra 0.1a {tr-0,1}

70 20:2n8
+ + 1,6a 1,3b  1,3b 14402
71 20:2n9

72 200203 826 03a 0,32 0,3+06,1
73 20:306 21a 21a  24a 22+0.2
75 20:4nb 766 6,8c 8,42 7.6+0,8

76 20:3n3 4,1 tr tr {1r-0,1)
79 20:5n3 0,22 b 0,21 {tr-0,2)
81  22:1nil tr tr nd {nd-tr)

g7 22:4nb 26ab 2,1k 2,Ba 25%& 04
&8 22:5n6 5866 43c 64a 54+ 1,0
91 22:5n3 0,7a 043 (.9a 874+ 02
92  22:46n3 57a  38b 6,32 53+ 1.2

As determinacdes mensais foram realizadas ern du-
plicatas, a partir de lotes compostos por § peixes
em abril e 10 peixes em maio e junho.

Valores na mesma linha horizontal ndo mostrando
a mesma letra sio significativamente diferentes
(P < 6,05).

Abreviaturas: X - ndo identificado; i1 - traco;

nd - nd3o detectado; dp - desvio padrago;

OMA - dimetilacetal; § - iso; 3t - anisiso.
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estedrico (8,3 #+ 0,6%); 20:4n6 (7,6 &+ 0,8%); 22:5n6 (5.4 & 1,0%); 22:6n3 (53 £
1,29%); 22:4n6 (2,5 & 0,4%); 16:0DMA (2,3 £ 0,1%); 20:3n6 (2.2 £ 0,2%); e palmi-
toléico (2,1 =+ 0,5%) (Tabela 32). Cromatogramas tipicos nas colunas de CW20M e

SE-54 sde mostrados nas Figuras 27 e 28, respgctivamente.

Come no caso do pacu, as amostras de tildpia foram cultivadas e
nao houve diferencas significativas entre os trés lotes de amostras. Entre todos os
icidos graxos principais presentes nos LT, LN e PL, apenas o Acido miristico nos
LT apresentou uma variagdo significativa nos 3 lotes de amostras. A temperatura
da 4gua tem influenciado a composigdo de acidos graxos da T. mosambica {Nair &

Gopakumar, 1981) e da T. nilotice (= O. niloticus) (Satoh et al,, 1984).

Os mesmos DMAs encontrados no curimbatd também foram detec-
tados na tildpia, Nos lipidios totais {Tabela 30}, o principal componente ainda foi
o 16:0DMA (0,7 + 0,1%), agora seguido por 18:1DMA (0,3 & 0.0%), ao invés de
18:0DMA {0,2 & 0,0%). Idéntica sequéncia foi encontrada na fragio de fosfolipidios,
porém os teores foram mais elevados: 168:0DMA (2,3 + 0,1%), 18:1DMA (12 &
0,2%) e 18:0DMA (0,9 + 0,1%) (Tabela 33). Nos PL e LN foram detectados em

“tracos”, nos 3 lotes analisados, 14:0DMA ¢ 18:0DMA, respectivamente.

5.4.4. Composicio de 4cidos graxes de tambaqui

Foram detectados 46 dcidos graxos no tambaqui. Os dcidos graxos
principais nos lipidios totais das amostras de Pirassununga foram: oléico {403,1 =&
1,2%), palmitico (28,8 & 1,2%), estedrico (9,8 & 0,4%), linoléico (8,9 & 0,3%) e
palmitoléico (6,3 £ 0,1%) {Tabela 33). Os acidos graxos saturados fotalizaram
40,2%, os monoendicos, 47,5%, os diendicos, 8,0% e os poliendicos, 2,5% (Tabela 36).
Ds EMAG de LT separados pelas colunas de CW20M e 5E-54 estao mostrados nas

Figuras 29 e 30, respectivamente.

A composicio dos lipidies totals de umna amestra proveniente de Ma-

naus foi marcantemente diferente (Tabela 33). Os principais dcidos graxes tiveram
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Tabela 33 - Composico percentual de icidos graxos de lipidios totais de
tambaqui, Colossoma macropomurn, proveniente de Pirassu-
nunga, $3o Paulo e Manaus, Amazonas'.

{continua}

Provenignte

Pico Acido Proveniente de Pirassununga de Manaus

n? graxo abrit  maio junho média + dp novembro
4 12:0 tr ir tr tr 0,1

10 14:0 152 1l4a 1,1b 1,34+02 8,7

13 i4:1n% 0,1s tra 0,1a {tr-0,1} tr

17 15:0 0.1a  0.1a 0,1a 0,1+£00 0,2

18 15:1n3 tr ir ir tr 01

20 i-16:0 tr nd tr {nd-tr) tr

21 16:0DMA 0,3ab  0,2b 6,3a 03+£01 6,8

22 15:2n5 0,1 nd nd {nd-0,1) 0.1

23 16:0 29,1a 29,82 27 4a 288+ 1,2 14,6

25 16:1n7 h,3a D4a 6.3a 53101 1,2

27 i-17:0 tr & ir tr 0.1

30 ai-17:0 0,1z tra 0,1a {1-0,1) 0,1

3 16:2n5 tr nd nd {nd-tr) nd

34 i7:6 0,20 02a {,1a 0,2+ 0,1 3,2

35 17:in9 0,12 0.2a 0.1a 0,1+01 9,1

38 16:3n3 tr tr tr tr tr

40 18:0DMA tr tr 6,1 [4r-0,1} 0.3

43 18:1DMA 0,la  tra 0,12 (£r-0,1} tr

45 18:0 10,3a  9.8s 9,4a 9,8+ 04 8,2

47 18:1n8 33,8 412a 40,2ab 40,1 £ 1,2 28.6

49 18:1n5 0,1 tr tr {tr-0.1) ir

51 18:1n3 tr nd tr {nd-tr} 0,2

52 18:2n0 87a 9.2a 8,7a 854+403 26,1

54 i8:3n6 4,1a tra 0.1a (tr-03,1) 0.2

55 190 tr tr tr tr 0,1

58 18:3n3 G,6a {,5ab 0.5b 051241 4,1

3 18:4n3 {4,1a tra 0,1a {tr-0,1} 0,6

63 20:0 0.1a tra g,1a {tr-0,1) 0,4

65 2:1n9 1,i1a 102 1,Ga 1,061 3,6
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Tabela 33 - Composicio percentual de dcidos graxes de lipidios totais de
tambaqui, Colossome macropomum, proveniente de Pirassu-

1,2

nunga, Sdo Paulo ¢ Manaus, Amazonas™”,

{conclusdo)

Proveniente

Pico Acido Proveniente de Pirassununga de Manaus
n2  graxo abril  mato junho média & dp novembro
69  20:2n8 0,1a tra 0,1a {tr-0,1} tr
70 20:2n8

+ + 8,52 0.%a 8,52 6,5+ 0,0 1.6
71 20:3n9

72 20:2n3 tr nd tr {nd-tr} ir
73 Z0:3n6 052 0,5 0,5a 0,5 +£040 0.5
75 20:4n6 0,6a 0,62 0,8a 8,7 + 0,1 1.8
76 20:3n3 tr nd ty {nd-tr) 0.3
77 20:5n6 nd nd nd nd 0,2
78 20:4n3 r nd ir {nd-tr} 0,2
79 20:5n3 0,28 trb ,1b {tr-0,2} 0.5
20 22:0 nd tr tr {nd-tr) 0,2
86 230 nd nd nd nd tr
87 22:4nb 2 S 4 tr (tr-0,1} 0,2
88  22:3n3 0,3 nd " nd {nd-0,3} nd
89  22:5n6 0,32 b 0,2a {tr-0,3) 0,7
91  22:5n3 8.1 tr tr {tr-0,1) 0.4
92  22:6n3 §,%9a 0,6b 0,9a 0,8+£02 1.8

} Para as amostras de Pirassununga, as determinacbes mensais foram

realizadas em duplicatas, a partir de lotes compostos por fi peixes.
Para a amostra proveniente de Manaus, 3 determinacio foi realizada
em triplicata, em um dnico peixe

2 Valores na mestma linha horizontal nfo mostrando a mesma letra sio
significativamente diferentes (P £ 0,05).

Abreviaturas:  tr - traco,
nd - nio detectado; dp - desvio padrio;

DMA - dimetilacetal; i - iso; ai - anteiso.
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as seguintes porcentagens: oléico (28,6%), lincléico (26,1%), palmitico {14,6%), i-
nolénico (9,1%) e estedrico {8,2%). Os acidos graxos saturados totalizararn 24,9%, os
monoinsaturados, 30,8%, os diinsaturades, 26,2% e os poliinsaturados, 16,3%. Por
outro lado, Castelo et al. (1980) utilizando uma coluna empacotada de 17% PEGS na
andlise da gordura muscular do tambaqui oriundo também de Manaus, conseguiram
separar 22 4cidos graxos, tendo figurado como principails, os dcidos oldico {43,8%),
palmitico (19,0%), estedrico (15,0%), linoléico (12,6%) e palmitoléico {4,4%). Os
teores totais de dcidos saturados, monoendicos, diendicos e poliendicos foram de
35,5%, 49,2%, 13,0% e 2,2%, respectivamente. Esta composigao se assernetha mais

a dos tambaquis de Pirassununga.

Os 4cidos graxos majoritirios nos lipidios neutros foram exatamente
os mesmos: oléico (40,9 + 0,8%), palmitico (28,5 & 0,6%), estearico (10,2 & 0,7%),
linoléico (8,6 + 0,1%) e palmitoléico (6,6 £ 0,4%) (Tabela 34). Cromatogramas
tipicos estdo apresentados nas Figuras 31 e 32 para as colunas CW20M e SE-54,

respectivamente.

Nos fosfolipidios houve uma inversio entre oléico e palmitico, com
uma diminuicio marcante da percentagem do 4cido oléico. Logo depois do estedrico,
apareceramn os poliinsaturados, As percentagens foram: palmitico, 18,6 £ 0,3%;
aléico, 17,9 =+ 2,9%; estedrico, 10,7 & 1,1%; 22:6n3, 10,6 & 1,7%; linoléico, 5.9 &£
0,6%; 20:4n6, 9,1 £ 0,9%; 16:0DMA, 5,7 £ 0,4%; 22:5n6, 3,9 £ 1,0% e 20:3n6,
3.4 4 0,2% {Tabela 35). Cromatogramas tipicos dos EMAQG separados nas colunas

CWI0M e SE-54 estio apresentados nas Figuras 33 e 34, respectivamente.

Reforcando as observagdes feitas com pacu e tilipia, nio houve dife-
renca significativa entre os teores mensals para a maloria dos acidos graxos presentes
nos lipidios totais, lipidios neutros e fosfolipidios, exceio pcorrendo apenas com o
scido 22:5n6 de PL, cujos teores mensals apresentaram awmentos significativos de

abril para junho.

A exemplo de pacu e curimbata, os DMAs nao {oram encontrados na

fracao de lipicios neutros de tambagui (Tabela 34). Naos lipidios totals {Tabela 33),
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Tabela 3¢ - Composicio percentual de dcidos graxos
de lipidios neutros de tambaqui, Colos-
soma macrppomum, proveniente de Piras-
sununga, S3o Paulo?.

(continua}

Pico  Acide Fpoca de captura

n?  graxo abril  malo junho média 4 dp
4 12:0 tr tr tr tr

7 13:0 tr tr tr ir

8 140 ir tr tr tr

10 14:0 14 122 12a 1,3+£4,1
13 14:1n5 0,1z 01a §1a 8,1+ 0,0
14 -15:0 tr tr tr tr

5 ai-15:0 tr tr tr tr

17 15:0 8,la  9,1a f,1a 3,1 4+0,0

23 16:0 27,92 285a 2922 285+£ 090
25 16:in7 626 6H,86ab 73a 66104

27 D tr tr tr tr

0 8170 0,1a Ola  tra {tr-0,1}
31 16:205 r nd tr {nd-tr)
34 17:0 82 062 01 $24+01
3% 1T:1nd 0,1a  09,1a  §,1a 4,1+ 4,0
38 16:3n3 tr tr tr tr '

45 18:0 11,02 995 98 102+07
47 18:1n8 40,42 A1,8a 40,53 40,9 % 0.8

45  18:1p5 8.1 tr tr {tr-0,1)
G 18:1nd iy tr r iy
51 18:1n3 ir ir tr tr

52  18:2n6 86a 873 86a 86+01
54 18:3nb 01a 0,1z O1sa 0,1 + 6,8
h5 19:0 tr tr tr ir
57  19:1n0 ty tr tr ir
58  18:3n3 B,6a 04b 053 05101
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Tabela 34 - Composiclo percentual de dcidos graxos
de iipidios neutros de tambaqui, Colos-
soma macropemaum, proveniente de Piras-
sununga, Sio Paulo!?,

{conclusia}

Pico  Acida fpoca de captura

n?  graxo abril maio junho média & dp
5  18:4n3 0,la 0,1a O/ia 0.1 £ 00
63 20:0 8,1a 01a O1a 0.1 £00
68  20:1n8 i4a 1,1a 11a 1.2 £ G2
67  20:In7 tr tr tr tr

59 20:2n9 0,ia 0,1a Ola 0,1 +£090
76 20:2n6

+ + 0,85 042 042 04401
71 20:3a9

73 20:3n6 043 03 03a 0,3+£01
75  Z20:4nd 0,22 0,28 0,2a 0,200
76 Z20:3n3 tr tr tr tr

78 20:4n3 tr tr tr tr

79 20:5n3 tr tr tr tr

81 22:Inll 01 tr tr {tr-0,1}
87  2Z2:4n6 tr ir tr r

89  22:5a6 0,1 tr tr {tr-0,1)
91  22:5n3 tr tr tr tr

62  22:6n3 $,3a 0,1b  91b 0,2+01

As determinacBes mensais foram realizadas em du-
plicatas, a partir de lotes compostos por 6 peixes.

Valores na mesma linha horizontal ndo mostrande
a mesma letra sdo significativamente diferentes
{F <0,05).

Abreviaturas:

tr - trago; i - i50; ai - anteiso;
nd - ndo detectado; dp - desvio padrio;
DMA - dimetilacetal.
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Tahela 35 - Composicio percentual de Acidos graxos de fosfolipidios de
tambaqui, Colossoma macrepomum, proveniente de Pirassu-
‘nunga, Sio Paulo’?.

{continua}

Pico Acido Epoca de captura

n? graxo abril  maio  junho média & dp
g 14:0DMA nd tr tr {nd-tr)
10 14:0 04a 03b 02 03£01
17 15:0 ir tr tr tr

19 15:1n7 0,7p 1,3a 0,9ab 0,9+ 0.2
21  16:0DMA 56ab 53b 61a 57%04
23 16:0 18,92 18,6a 183 186 %03
25 16:1n7 222 20ab 16b 1,8£03
27 170 nd tr tr {nd-tr)
30 ai-17:0 tr tr tr ir

34 170 0,32 0.1b tre 3,1+01
36 17:1n9 trc  0,3a 02b {tr-0,3)
38 16:3n3 tra 0la  O1la {tr-0,1)
40 18:0DMA 12a 122 13a 1,24+ 0,1
43 181DMA 1.0a 1,0a  10a 1.0+ 48,0
45 18:0 12,0a 10,3b 98 10711
47 18:1n8 20,0 19,0a 14,6b 17.8%29
52 18:206 9% 106a 93¢ 99%086
54 18:3nb nd tr tr {nd-tr)
58 18:3n3 tr 0,2 tr {tr-0,2}
55 20:1n8 1,0 0,8 05¢ 08+ 0,2
87 20:1n7 nd tr tr {nd-tr)
69 20:2n9 ad tr tr {nd-tr}
70 20:2n6

+ + 192 193 19a 1900
71 20:3n9

72 20:2n3 r i fig tr

73 2(3:3n6 322 36a 2,5a 3.4 48,2
75 20:4nb 81b 9l=b 1002 91%09
76 20:3n3 nd tr nd {nd-tr}
78 20:4n3 nd tr tr {nd-tr}
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Tabela 35 - Composigio percentual de 4cidos graxos de fosfolipidios de
tambagui, Colossoma macropomun, oroveniente de Pirassu-
nunga, Sdo Paule’”.

{conclusio)

Pico  Acido Epoca de captura

n2  graxe abril maio junho  média X dp

79 20:5n3 1,52 1,28 1.3a 1,3+ 01
87 22:4nb 0,82 10a 10a 0,901
B9  22:5n6 298¢ 386 409a 38410
91 22:5n3 wb 0,92 0.9a {tr-0,9)

92  22:6n3 95b 97b 123a 10617

As determinacBes mensais foram reafizadas em du-
plicatas, a partir de lotes compostos por 6 peixes.

Valores na mesma linha horizontal ndo mostrando
a mesma letra s3o significativamente diferentes
(P < 0,05).

Abreviaturas: tr - trago; i - iso; ai - anteiso;

nd - n3o detectado; dp - desvio padrao;
DMA - dimetilacetal.
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com teores de 0,3 + 0,1% e 0,8%, respectivamente, para 0s peixes provenientes
de Pirassununga e Manaus, o 16:0DMA generalizou-se .c;:wma o principal DMA dos
peixes de dgua doce analisadas neste trabalho; para 18:0DMA, o maior valor foi de
0,3% para o tambaqui de Manaus, enquanto os de Pirassununga variaram de ir a
0,1%: esta variagio também foi observada para 18:1DMA no tambaqui de S0 Paulo
e em tragos no tambaqui de Manaus. Na fragdo de fosfolipidios, a composigic de
DMA do tambaqui {Tabela 35) foi bastante semelhante 2 do pacu: 16:0DMA (5,7
+ 0,4%), 18:0DMA (1,2 & 0,1%) e 18:1DMA (1,0 & 0,0%). Nos meses de maio e
junho, o 14:0DMA foi encontrado em tragos nos fosfolipidios.

5.4,5, Comparagio entre as espécies de peixes

Os 6 é4cidos graxos principais totalizaram 70,2%, 86,5%, 94,1% e
95,2% da composigio total de curimbata, tildpia, pacu e tambaqui, respectivamente
(Tabela 36). Diferentes espécies e origens {cultivado ou silvestre) podem ser os fa-
tores responséveis por estas diferengas. Embora diferindo nos teores de gordura
(11% vs. 6%), os 4cidos graxos principais de pacu e tambaqui foram semelbantes,
reflexo talvez da relacio de parentesco entre si, pois ambos perfencem a mesma
familia Characidae {subfamilia Serrasalminae). O écido oléico {18:1n8} foi o ma-
joritario em pacu {41,0%) e tambaqui {40,1%}, enquanto o icido palmitico (16:0)
predominou em curimbatd (25,4%) e tildpia (28,9%).

Os conteiidos totais dos dcidos graxos saturados normais e ramifi-
cados variaram de 35,6% a 41,8%, sendo menor no pacu e malor em curimbata.
Dentre os saturados, o acido palmitico predominou em todas as espécies com 24,2%
no pacu, 25,4% no curimbatd, 28,8% no tambaqui e 28,9% na tilapia. Nos peixes
de agua doce tropicals da fndia (Gopakumar, 1975; Nair & Gopakumar, 1978} e
do Brasil {Andrade, 1978; Castelo et al, 1980; Maia ef al., 1983; Pezzato, 1990}, 0
total de 4cidos graxos saturados variou de 34% a 49%. Para os peixes de agua doce
temperadas da América do Norte {Gruger ef al., 1964; Ackman, 1967; Wang ef al.,
1990), da Escécia (Guustone et al., 1978), do Japao {Yamada & Hayashi, 1973} e
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da Austrdlia (Gibson, 1983), os dcidos graxes saturados tendem a ser inferiores aos

dos peixes tropicais, podendo variar de 9% a 38%.

A participacao dos monoinsaturados nos lipidios totais de cada espécie
de peixe, em ordem crescente, foi a seguinte: 35,8% na tilapia, 36,2% no curimbati,
47.5% no tambaqui e 51,6% no pacu. Nos peixes cultivados, o acido oléico foi o
majoritario com 28,2% na tildpia, 40,1% no tambaqui e 41 0% no pacu. Por ocutro
lado, o écido palmitoléico {16:1n7) predominou no curimbata silvestre com 16,3%,
seguido pelo oléico com 15,3%. Nota-se outra vez, a proximidade de valores entre

pacu e tambaqui.

Os peixes cultivados (pacy, tildpia ¢ tambaqui) apresentaram conten-
dos de diendicos mais elevados do que o ndo cultivado {curimbatd). Os resultados,
em ordem crescente, foram de 2,7% no curimbatd, 8,9% no tambaqui, 9,3% no
pacu & 13,6% na tildpia. O 4cido linoléica foi o principal diendico encontrado nas 4
espécies de peixes, participando com 2.5% no curimbata, 8,9% no tambaqui, 9,1%
no pacu e 13,4% na tilipia. As percentagens deste dcido graxo no pacn e tambaqui,
a exemplo do 16:1n7, foram quase equivalentes. G contetdo de 18:4n6 em peixes
de &gnas temperadas pode variar de 1,7% a 12% (Gruger et al., 1964; Ackman,
1967; Yamada & Hayashi, 1975; Gunstone et ol., 1878; Gibson, 1983; Wang et al.,
1990) e nos peixes de dguas tropicais, de 2,1% a 23,3% (Gopakumar, 1975; Nair
& Gopakumar, 1978; Andrade, 1978). Alguns fatores responsivels pelas variagoes
dos teores do acido linoléico em peixes de dgua doce, podem ser devido as espécies
(Gruger et al., 1964; Ackman, 1967; Gopakumar, 1975; Gunstone et al., 1978; Nair
& CGopakumar, 1978; Wang et ol, 1958), dietas (Watanabe ef al., 1974b; Nair &
(opakumar, 1981; Satoh et ol, 1989; Pezzato, 1990) e época do ano {Andrade,
1978].

Os totais dos acides peliendicos dentro dos lipidios totais foram quase
iguais em pacu {2,8%) e tambaqui {2,5%). Conteddos mais elevados foram encon-
trados emm tilapia (8,8%) e curimbatd (18,9%). Em peixes de aguas temperadas onde

a temperatura da 4gua é mails baixa, 08 teores de dcidos graxos poliinsaturados ten-
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dem a ser superiores (18,8-39,7%) {Gruger ef al., 1064; Ackman, 1967; Yamada &
Hayashi, 1975; Gunstone ef al., 1978; Gibson, 1983; Wang f ol, 1990) aos encon-
trados em peixes de dguas tropicais {2,2-28,9%) (Gopakumar, 1975; Andrade, 1978;
Nair & Gopakumar, 1978; Castelo ef ol, 1980; Maia ef al., 1983}

O 4cido araguidonico {20:4n86) foi o principal poliendico no pacy, com
0,8%, seguido por 18:3n3 e 92:6n3, ambos com 0,5%. O araquidénice, com 2,5%,
apareceu novamente como componente principal na tilipia, mas agora acompanhado
pelo 22:5n6 com 1,7%. No curimbata, o 4cido linolénico (18:3n3), com 3,7%, se
apresentou como o principal poliendico, seguido por 2(:5n3 com 3,1%. O acido
docosahexaenéico {22:6n3), com 0,8%, segnido de perto pele 20:4n6, com 3,7%,
revelaram-se como os principais dcidos poliinsaturados no tambaqui. Os resultados
acima evidenciaram a presenca, entre os dois dcidos graxos principais, de mernbros
da familia n3 e 06 em pacu e tambaqui, somente da familia n3 no curimbata e nb
na tildpia. Estudos com tildpia confirmam que este peixe requer acidos graxos de
familia 06 ao invés de n3 {Jauncey & Ross, 1982; Watanabe, 1982; Kanazawa, 1585},
A familia 13, com conteddos variando de 14,3% a 43,3% predominou em todos os
91 peixes de 4guas doce temperadas investigados por Ackman (1967), Gunstone et
al. (1978), Gibson (1983) e Wang et al. (1990). A participagio dos membros da
familia 18 variou de 3,0% a 17,1%.

Segundo Henderson & Tocher (1987}, a razdo n6/n3 de dcidos gra-
xos poliinsaturados em lipidios totais de peixes de 4gua doce, tipicamente varia de
0,3 a 2,9. Mos peixes investigados neste trabalho, apenas o curimbata com uma
proporgio de 0,6 enquadrou-se dentro desta faixa. A proporgac n6/n3 foi bastante
elevada nos peixes cultivados, sendo de 7,8 no tambaqui, 8,9 no pacu e 9,6 na tilapia,
evidenciando wma incorporagio de acidos graxos da familia n6 nos hipidios muscula-
res desses peixes, A dieta, provavelmente, pode ser responsdvel por este fato, pois a
composicgao de dcidos graxos da rage artificial fornecida era rica em dcidos graxos
da série n6 e pobre em 13 {Anexo 2). Na ragio, a razdo n6/nd foi de 14.5, sendo de

apenas 3,1% o total de 4cidos graxes polimsaturados nd.
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Peixes em seu habitat natural tendem a ser mals ricos em acidos
graxos poliinsaturados n3 do que os cultivados, pois a sua dieta contém maiores
teores destes dcidos graxos (Haumann, 1989). De fato, dos peixes de Pirassununga
analisados neste trabatho, o curimbatd, o fdnico ndo cultivado, apresentou maior
teor de n3 (13,2%). Uma amostra de tambaqui coletada em seu habitat natural
e proveniente de Manaus {Tabela 33), também apresentou um total de acido da

familia n3 {12,9%) mais elevado do que o tambaqui cultivado (1,3%).

E reconhecido que as concentragbes de dcidos graxos poliinsaturados
no misculo de peixes varia de espécie a espécie e depende, também, diretamente da
dieta do peixe e da temperatura da agua. Espécies marinhas de aguas quentes
requerem 4cidos graxos nf e aquelas de dguas frias necessitam poliinsaturados 03 de
cadeia longa, porém, nio conseguem alongar e dessaturar a cadeia com facilidade.
No entanto, peixes de dguas doce e fria, como a truta, utilizam acido linolénico
{18:3n3) porque sdo capazes de alongagao e dessaburagéo {Haumann, 1989). De
qualquer forma, os peixes de dguas quentes igualmente requerem bem menos acidos

graxos essenciais que os de dguas frias (Watanabe, 1932).

As condigdes cromatograficas utilizadas neste trabalbo mostraram-se
adequadas para a determinagéo de dcidos poliinsaturados, como os dcidos eicosa-
pentaendico (EPA ou 20:5n3) e docosahexaendico (DHA ou 22:6n3), acidos graxos
de maior importancia na saide humana. Os teores destes dcidos graxos nos lipidios
totais, no entanto, foram baixos nas quatro espécies de peixes estudadas (Tabela 36).
O curimbaté foi o que teve os malores niveis (3,1 £ 0,5% de EPA ¢ 2,4 & 0,4% de
DHA). O pacu apresentou-se com 0,1 £ 0,0% de EPA ¢ 0,5 + 0,1% de DHA. A
tildpia, além de ter baixo teor de lipidios totais (1,4%), apareceu apenas com tragos
de EPA = 1,6 & 0,4% de DHA. O tambaqui teve tr-0,2% de EPA e 0,8 £ 0,2% de
DHA. No tambaqui de Manaus, os teores de EPA e DHA foram de 0.5% e 1,67,
respectivamente. Umna modificagio da dieta podera ser necessaria para o tambaqui
visando corrigir esta deficiéncia de 4cidos graxos poliinsaturados. Esta pode ser
uma das causas da mortandade de alevinos de tambagui em cativeiro. {Ferrari ef

al., 1986).
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Uma porgao de 100g de musculo de pacu, curimbata, tilapia e tam-
bagni fornece, respectivamente, 11mg, 186mg, tragos e (tr-12mg} de EPA e 53mg,
144mg, 22,4mg e 48mg de DHA, assim sensivelmente mais baixos do que oz forne-
cidos pelos peixes de Lago Superior (EUA) (100-1.200mg de EPA & 200-1800mg de
DHA por 100g de porcao) (Wang et al, 1990). Aparentemente, o meic ambiente
malis frio dos peixes do Lago Superior resulta num maior grau de poliinsaturagao
do que os peixes tropicais {Nair & Gopakumar, 1978; Gibson, 198%; Vieg & Body,
1988).

Os principals acidos graxos e suas percentagens nos lipidios neutros
(Tabela 37) refletiu o mesmo perfil dos lipidios totais, com os seguintes valores para
cada espécie: 70,4% no curimbatd, 91,7% na tildpia, 95,9% no pacu e 96,1% no

tambagqul..

Também semelhante aos lipidios totals, foram os valores para os to-
tais de acidos graxos saturados, monoendicos e diendicos, gque tiveram os acidos
palmitico, oléico {exceto curimbatd que teve palmitoléico) e linoléico como ma-
joritarios, respectivamente. Os acidos poliendicos apresentaram, em relagdo aos
lipidios totais, valores um pouco inferiores, sendo a diferenca mais acentnada para
a tilipia, que teve o menor teor de lipidios neutros que os demais peixes. (s acidos
monoendicos foram os majoribarios, seguidos pelos saturados, diendicos e poliendicos
(exceto curimbata onde os poliinsaturados suplantaram os diinsaturados). Esie pa-
receu ser o compm‘taﬁmntc: geral para peixes de dgua doce cultivados ou nio {Wa-
tanabe ef al., 1974a; Gibson & Worthington, 1977; Mai & Kinsella, 19794, Takeuchi
et al., 1983; Satoh ef al., 1984), Excecdes a esta regra geral aconteceu em peixes de
dguas tropicais (Nair & Gopakumar, 1984} e de dguas temperadas {Ohshima et al.,

1982), onde a proporgio dos saturados excedeu aos monoinsaturades,

A razio n6/n3 para os peixes cultivados variou de 11,5 a 19,8 e no
curimbatd, a razao foi de 0,8, indicando, no curimbata, uma malor quantidade de
dcidos graxos da familia n3, Segundo Henderson & Tocher (1987) a razéo n6/n3 de

LN para a maioria dos peixes de dgua doce varia de 0,3 2 0.5
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Em termos de EPA e DHA, a fracdo de lipidios neutros se caracte-
rizou por apresentar valores ainda mais baixos do gque os encontrados em lipidios
totais. O méximo teor foi de 2,7 £+ 0,4% para o EPA no curimbatd. Este peixe apre-
sentou também malor conteido de DHA com 1,4 & 0,3%. Nos peixes cultivados, o
20:5n3 esteve presente somente em tracos e os teores de 22:603 variaram de tr-0,2%

no pacu, de 0,4 + 0,1% na tilapia e de 0,2 & 0,1% no tambagui,

Os 6 acidos graxos principais totalizaram 69,9%, 74,8%, T6,8% e
79,1% da composigio de fosfolipidios de curimbatd, pacu, tambaqul e tildpia, res-

pectivamente {Tabela 38}

Em comparagio com os lipidios neutros, os fosfolipidies contém niveis
mais elevados de &cidos poliendicos (24,2% a 40,0%), mais baixos de saturados
(26,2% a 36,1%) e monoendicos (15,3% a 21,5%) e equivalentes em diendicos {2,1%
a 14,6%). Os écidos graxos majoritérios, em cada grupo de acidos graxos e espécies
de peixes foram o palmitico nos saturados, oléico nos monoinsaturados, lincléico nos
diinsaturados nas 4 espécies, e nos poliinsaturados, os acidos araquiddnico em pacu
e tildpia e docosahexaendico em curimbatd e tambaqui. No misculo de espécies de
4guas temperadas, o 22:603 foi o poliendico predominante, com sua propor¢ao rela-
tiva variando com a espécie, dieta (Watanabe ef al., 1974b; Gibson & Worthington,
1977; Takeuchi et al., 1983), época de captura {Ota & Takagi, 1977; Ohshima et
al., 1982}, tipo de mdsculo clare ou escuro (Mai & Kinsella, 197%a) e temperatura
da 4gua (Satoh et al, 1984). No figado de “Northern pike”, Fsoz luctus, os teores
de 20:4n6 (17,0%) e 20:5n3 (14,5%) superaram o de 22:6n3 (12,9%) (Glass et al,
1974). Na tnica bibliografia disponivel (Gopakumar, 1975), o peixe de dgua tropical
da {ndia, Efroplus suratensis, também apresentou 22:6n3 (14,1%) como majoritdrio,

sendo seguido por 20:4u6 (10,1%).

As proporgdes nfi/n3 na fragio de fosfolipidios nos peixes cultiva-
dos foram bem inferiores dquelas encontradas em lipidios neutros; ambes, pacu e
tambaqui, tiveram a mesma proporgdo de 2,3; na tildpia foi de 5,0 e apenas 0,7 no

curimbaté, indicando ser este dltimo peixe o mais rico em &cidos graxos da familia
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n3. Segundo Henderson & Tocher {1987}, a razdo n6/n3 entre dcidos politnsaturados

de fosfolipidios em peixes de dgua doce ndo cultivados encontra-se entre 0,3 e 0.6,

5 um fato conhecido que os fosfolipfdios apresentam malores teores
de AGPs. Isto foi confirmado neste estude, em todas as espécies pesquisadas. Con-
tudo, os resultados comparativos entre as espécies demonstraram ndo existir uma
relacio definida entre os teores de AGPs e fosfolipidios totais. Por exemplo, pode ser
visto na Tabela 9, que a tilipia teve o maior teor de PL (11,8%), mas apresentou o
menor teor de acidos graxos poliendicos {24,2%). Por outro lado, o curimbatd, com
a segunda maior concentragio de fosfolipidios (11,8%), apresentou a maior quanti-
dade de acidos poliendicos. J4 o tambaqui {8,4%) teve maior teor de fosfolipidios
do que o pacu (5,3%), mas, em compensacio, o teor de poliencicos foi menor no

tambaqui {29,2%) do que no pacu (34,2%).

Na fracio de fosiolipidios, ao contrario de lipidios totais & neutros,
a concentracio de DHA foi bem mais elevada em todos os peixes, com teores de
5,3 & 1,2% pa tildpia, 10,8 & 1,7% no tambaqui, 11,0 & 1,3% no pacu ¢ 12,2 &
0,6% no curimbati. Em termos de EPA, as quantidades também foram maiores
nos fosfolipidios do que nas outras frages de lipidios, porém em concentragao mais
baixas do que DHA. Os valores foram de (tr-0,2%) na tilipia, de 0,8 & 0,2% no
pacu, de 1,3 & 0,1% no tambaqui e de 8,3 & 2,2% no curimbatd.

5.5. Composicao em Aminodcidos de Peixes

Ao longo do tempo tem-se notado que as proteinas em geral podem
diferir entre si em sua gualidade nutricional, e que, isto esta associado primariamente
45 diferencas nos contetdos de seus aminodcidos, especialmente daqueles conside-
rados essenciais. (O conhecimento em si dos contettdos de amincdcidos essenciais
(AAEs) ndo é conclusivo para caracterizar a qualidade de uma determinada proteina,

pois segundo Sgarbieri (1987), alguns indices baseados em métodos qufrpicos, mi-



crobiolégicos e bicldgicos, methor estabelecem certas correlaches entre a composigio
da proteina e sua qualidade nutricional. Para Sgarbieri, entre outros, vale a pena
destacar os seguintes indices: Escore Quimico {(EQ), Digestibilidade da Proteina,
Biodisponibilidade de Aminoacidos Limitantes e Quociente de Eficiéncia Protéica
[PER). Todavia, neste trabalho pretende-se apenas obter uma caracterizacio dos
perfis de aminoacidos nas quatro espécies estudadas, para entdo comparar os resul-
tados entre st e com os de outros peixes e proteinas padrbes de referéncia descritos
pela literatura. Porisso, a qualidade nutricional das proteinas desses peixes sera dis-
cutida basicamente em termos de escore quimico, mesmo sabendo de sua hmitacio

como fndice dnico de qualidade.

De acordo com Mayer (1962}, em ratos sao considerados como es-
senciais os seguintes dez aminodcidos: lisina, triptofano, fenilalanina, leucina, iso-
leucina, treonina, metionina, valina, arginina e histidina. Isoladamente, cistina e
tirosina nao tém atividades essencials, mas na presenca de metionina e fenilalanina,
respectivamente, esses aminodcidos devem ser computados juntos pa estimativa dos
requerimnentos de AAEs, por causa de suas inter-relacdes metabdlicas, (Sgarbien,

1987,

Independente da origem do peixe (marinho, dgna doce e cultivado
ou ndo) os mesmos 10 aminoacidos relacionados acima para ratos também foram
considerados essenciais em peixes {Cabbat & Standal, 1965; Deelstra et al, 1974;
Lajolo et al., 1975; Ketola, 1982; Wilson & Poe, 1985; Teshima ef ol., 1986; Gatlin
[i1, 1987; Steffens, 1987; Santiago & Lovell, 1988; Haumann, 1889).

No presente trabalho, devido ao método de hidrdlise dcida utilizado,
niio foi determinado o teor de triptofano. B conhecido que a hidrdlise de protefna
com BN 4cido cloridrico proveca uma destruigdo do anel inddlico por reagdes pa-
ralelas {via N-formilquinurenina), ndo sendo possivel quantificar o triptofano por
meios cromatograficos convencionais {Amaya-Farfan, 1980). QOutros métedos sio
disponiveis (Spies, 1967; Lin & Chang, 1871; Simpson ef ol., 1976}, mas nenhum

foi usade para quantificagio de triptofano nas amostras de peixes estudados neste
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trabalho.

A qualidade das protefnas totais dos peixes estudades foi avaliada
calculando-se o escore quimico (EQ) entre os tecres de AAEs presentes nas amostras
e no padrio tedrico de referéncia. Segundo Sgarbieri (1987}, este quociente indicar,
em relagio & proteina de referéncia ou padrio, a ordem dos aminoacidos hmitantes
na proteina em estudo, sendo e o valor encontrado para o aminodcido mais Hmitante
uma estimativa do valor bioldgico ou nutritive da protefna em estudo. A proteina
padrao foi definida pelo National Research Council - NRC (1980) como tendo as
seguintes concentragdes para os AAEs (g/16gN): histidina, 1,7; lisina, B,1; treonina,
3,5; isoleucina, 4,2; triptofano, 1,1; leucina, 7,0; valina, 4,8; sulfurades totais (MET
+ CY8), 2,6 e aromdticos totais (PHE + TYR), 7,3.

5.5.1. Composigic em aminodcidos de pacu

A Tabela 39 mostra a composi¢io em aminodcidos (AA) de misculo
desengordurado de amostras de pacu provenientes do CEPTA {Pirassununga, Sao
Paulo). Os resultados sio expressos em termos de g AA/16g de nitrogénio (N)
{ou seja, por 100g de proteina). Os principais aminoacidos foran dcido glutamico
(21,8 £ 2,1), 4cido aspartico (12,9 & 1,4}, lisina (12,5 & 1,0}, leucina (11,3 £ 1,1},
arginina (8,2 £ 0,8) e alanina (7,8 + 0,4). Em outro trabalho, Machado {1988)
analisando amostras de pacus coletados tarmbém no CEPTA e em frigorificos comer-
ciais de Campinas {Campinas, Sio Paulo), encontrou essa mesma orden, porém em
concentraches mais baixas (5,1 - 19,8g/16gN). Além disso, com excegdes de metio-
nina {2,79) e prolina (4,73}, com teores superiores, e de 1 /2 cistina (0,81}, com igual
quantidade, os demais aminoécidos do pacu pesquisado por Machado apresentaram

valores inferiores aos obtidos no presente trabalho.

Comparando os dados para cada um dos 17 aminodcidos, nota-se
que houve um aumento bem definido nas concentracbes de 4 aminoacidos {dcido

aspartico, treonina, 4cido glutdmico e metionina), pouca ou nenhuma variagio em
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T aminoacidos (serina, prolina, glicina, alanina, 1/2 cistina, valina e isoleucina) e
uma diminuicdo em 8 aminoicides (leucina, tirosina, fenilalanina, histidina, lisina e
arginina), de margo para agosto. A temperatura média mensal da dgua nos tanques
de criacio de peixes em marco {verio) fol de 25,8°C e em agosto (inverno) de 7,2°C.
Porém, uma relagio definida entre temperatura e concentracao de aminoacidos nao
pode ser deduzida ji que apenas uma determinacdo fol efetuada para cada lote
mensal. Por este dltimo motive, ndo fol possivel aplicar uma analise estabistica

sobre os dados descritos na Tabela 39,

Menhuma referéncia foi encontrada que discutisse a influéncia da
temperatura sobre os teores de aminodcidos em peixes, Apenas, citagdes foram
anotadas onde a temperafura estava relacionada com a absorcde dos alimentos,
metabolismo de rotina e crescimento da Tiapie rendalli (Caulton, 1977, 1978, 1982)
e com a sintese de proteina em carpa, Cyprinus carpio {Watt el ol 1988) - peixes
de dgua doce - e em cinco espécies de peixes das [thas Galdpagos e Perlas do Oceano

Pacifico {Haschemeyer et al., 1979).

Em termos de aminodcidos essencials, sem considerar o triptofano,
que nao foi determinado, os seguintes valores médios (g/16g N}, em ordem crescente,
foram encontrados em pacu {entre parénteses, o EQ}): metionina, 2,0; histidina, 3,6
(2,12); fenilalanina, 5,8 & 0,6; treonina, 5,8 & 1,0 (1,66); isoleucina, 6,2 (1,47); va-
lina, 7,0 {1,46); arginina, 8,2; leucina, 11,3 (1,61) e Hsina, 12,5 {2,45). O total de
amincacidos sulfurados (MET + CYS) e aromaticos (PHE + TYR), foram, respecti-
vamente, de 2,8¢/16¢ N (1,08) e 10,7g/16g N (1,46) contra 3,60g/16g N e 8,12g/16g
N encontrado por Machado (1989). No pacu investigado por Machado, a valina foi
encontrada como sendo o dnico aminodcido limitante, com escore quimnico de 0,81,
Fm referéncia 3 proteina do NRC (1980}, a proteina do pacu apresentou-se como
wina proteina de alta qualidade, com escores quimicos variande de 1,08 a 2,45. Os

trés AAEs mais ricos, em ordem crescente, foram {reonina, histidina e lisina.



5.5.2. Composicio em aminodcidos de curimbata

A composi¢io em aminoacidos {AA) de musculo desengordurado de
amostras de curimbati coletados no Rio Mogi Guassu (Pirassununga, 530 Paulo)
esta apresentada na Tabela 40. As concentraces, expressas em g AA/16g N, dos
seis principais aminodcidos do curimbatd foram as seguintes {entre parénteses, o
EQ): dado glutdmico, 20,4 + 1,0; 4cido aspértico, 13,4 £ 0.6; bisina, 11,9 4+ 0,8
{2,33), leucina, 10,6 £ 0,5 {1,51) alanina, 7,7 & 0,7 e arginina, 7,4 + 0,5, Nola-se a
presenca na relagio acima, de 3 AAEs, que juntos com os 7 seguintes caracterizam o
valor nutritivo da proteina de carimbaté: valina, 6,8 & 0,4 {1,37}; iscleucina, 6,1 &
0,3% (1,45); treonina, 5,0 = 2,1 (1,43); histidina, 3,2 + 0,2 (1,88); sulfurados totais,
1,9 (0,73) e aromaticos totais, 9,4 (1,29).

Em um outro trabalho com curimbaté (Maia ef af,, 1983} pode ser
visto pelos desvios padrdes dos teores de aminoicidos que ndo existiram diferengas
marcantes entre as amostras provenientes de Plrassununga e de frigorificos comer-
ciais {Campinas, Séo Paulo), e destes, em relagdo ao curimbatd investigado presen-
temente. No trabalho de Maia ef al. {1983}, triptofano com 1,32 & 0.0d4g/16g [
apresentou-se 4,4 vezes superior ao encontrado por Lessi (1968}, e, com um escore
quimico de 1,20, nio foi caracterizado como AAE limitante. O teor médio de me-
tionina (2,69 + 0,38z/16g N foi cerca de 2,1 vezes superior ao encontrado para o
curimbatéd atual e aproximadamente 30% infericr ao relatado por Lessi {1968}, Em
peixes de dgua doce a concentragio de metionina tem variado de 1,1-4.3g/16g N
{Dupont, 1958; Lajolo et al, 1975; Mukundan & James, 1978; Khalil et al., 1980;
Mai et al, 1980; Maia ef ol, 1983; Gatlin 111, 1987).
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Tabela 40 - Composicio em aminodcidos (gAA/16g de nitrogénio) de
misculo de curimbatd, Prochilodus scrofa, proveniente
de Pirassununga, Sio Paulo.

Aminoacido abril maio junho média £ dp
Acido aspartico 13,5 140 12,8 134408
Treonina 6,3 62 2,6 50 £ 4.1
Serina 5,6 5,7 11 41426
Acido glutsmico. 190 197 21,5 204+ 10
Prolina 32 47 4,4 41408
Glicina 58 81 58 59402
Alanina 7.2 g5 1.5 7.7 40,7
1/2 Cistina 06 0.7 0,4 0,6 + 0,1
Valina 61 69 6,8 66 £04
Metionina 24 1.0 0.5 13210
Isoleucina 6,3 5.7 6,2 6,14+83
Leucina 10,1 11,1 105 106405
Tirosina 40 A7 37 4,1 £ 0,5
Fenilalanina 50 57 5.1 53+ 44
Histidina 34 31 i1 32402
Lisina 11,9 128 11,1 118+ 038
Arginina 7.3 7.9 59 T4+ 05
Amdnia 24 24 30 29+0.8

1 Qs valores mensais foram obtidos de uma determinacac no
misculo desengordurado, de lotes compostos por & peixes.

Abreviatura: dp - desvio padrao.

5.5.3. Composigio em aminodcidos de tildpia

Entre as quatro espécies, a tildpia tem sido o peixe mais pesquisado.
Foram realizados estudos sobre a composi¢do de aminodcidos por Dupont {1958},
Lajolo et al. (1975), Hoffman et al. (1977) e Khalil et al, {1980}, requerimentos de
aminoécidos para crescimento do peixe (Santiago & Lovell, 1988}, efeitos de dietas
sobre o crescimento, conversio alimentar, utilizagio de proteina e compaosicao do
corpo (Jackson et al., 1982; Jauncey, 1982; Teshima et al., 1886) e o efeito do

processamento e estocagem sobre os teores de aminodcidos (Hoffman et al, 1977).
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A composicio em aminoacidos (AA)} de misculo desengordurade de
tilapia proveniente do CEPTA {Pirassununga, 530 Paulo) esta referida na Tabela 41.
Os principais aminoicidos foram (g AA/16g N) (entre parénteses, o EQ}: acido
glutdmico, 19 £ 1,7; 4cido aspartico, 11,1 & 1,0; lisina, 10,2 £+ 1,6 {2,00); leucina,
9.8 4+ 0,2 (1,40}, arginina, 7,2 £ 0,5 e alanina, 7,1 & 0,5. Além da lisina, leucina
e arginina, os demais AAHs apresentaram os seguintes contetddos: valina, 6,3 4 0,4
{1,31); isoleucina, 5,8 4 0,5 (1,38), treonina, 3,9 £+ 1,8 (1,11), histidina, 3,1 £ 04
{1,82), aromaticos totais, 9,0 (1,23) e sulfurados totais, 1,8 (0,69).

Dos 4 trabalhos citados acima sobre a composigio em aminoacidos
de tildpia, apenas Hoffman #f el {1977) determinaram a composicio completa em
Tilapia sculenta e T. hidole. Algumas inversdes qualitativas e quantitativas entre os
principais aminoacidos de (. niloficus, em relagido a essas duas espécies, podem ser

notadas, mas de modo geral, a composicio das trés espécies fol muiic semelhante,

Com um EQ=0,69, os aminoacidos sulfurades totais foram os limi-
tantes no miusculo de tildpia, O. niloticus. Em 7. mossambice {Dupont, 1958}, 7.
melanopleura (Lajolo et al., 1975) e T. sculenta ¢ T. ldole (Hoffman ¢f al., 1977}
nao fol encontrado nenhum AAE limitante. Nessas espécies, os sulfurados totals
foram, respectivamente, de 4,1g/16gN (2,8 MET + 1,3 CYS), 3,3g/186gN (2,3 MET
+ 1,0 CYS), 3,7g/16¢gN (2,7 MET + 1,0 CYS) e 4,1g/16gN (3.0 MET + 1,1 CYS},
sendo superiores a 1,8g/16gN (1,3 MET + 0,5 CY5) em (. niloticus. Esta Hmitacdo
em aminoacidos sulfurades pode ser uma caracteristica da tilapia nildtica, pois em-
bora sem ter fornecido ¢ total desses aminodcidos, o baixo valor para metionina
{1,1g/16gN) encontrado por Khalil et al. (1980) para 7. nilotica {= 0. niloticus)

podera ser um indicativo dessa deficiéncia.



Tabela 41 - Composicio em aminodcidos (gAA/16g de nitrogénio) de
miisculo de tilapia, Oreochromis niloticus, provenients
de Pirassununga, $3o Paulol.

Aminodcido abrit  maio juphoe média = dp
Acido aspartico. 10,0 11,3 120 111410
Treonina 4B 50 1,8 3,6+ 1,8
Serina 43 42 0.6 3,0+ 2.1
Acido glutdmico 196 17,2 204 191+ 17
Prolina 2.5 3,8 40 34408
Glicina 51 4,9 51 5,04 8,1
Alanina 6,8 6.8 7,6 71%£45
1/2 Cistina 06 08 0,0 0,5+ 0.4
Yalina 80 672 6,7 8,3+ 04
Metionina 1.5 1,6 0,7 1,34+ 058
Isoleucina 58 5,2 5,2 58 0,5
Leucina 8.8 9,5 10,0 9.8 +£40,2
Tirosina 35 3,8 42 381403
Fenilalanina 5.2 5,0 5.4 52+ 4,2
Histidina 3,5 2,8 2,9 3,1 +04
Lisina 84 11,6 10,7 102+ 16
Arginina 7.8 7.0 6,9 7.2+ 05
Amdnia 1.6 18 33 2,24 0,9

' Qs valores mensais foram obtidos de uma determinacisc no
missculo desengordurado, de lotes compostos por § peixes no
més de abril e 10 peixes nos meses de maio e junho.

Abreviatura: dp - desvio padrio.

5.5.4, Composigio em aminodcidos de tambaqui

Na Tabela 42 estd relacionada a composigdo em aminoacidos do
misculo desengordurado de tambagul proveniente do CEPTA (Pirassununga, Sio
Paulo}. Os seis aminoacidos presentes em malores concentragoes, em ordem decres-
cente, foram acido glutimico, dcido aspartico, lisina, leucina, arginina e alanina,
com teores médios variando de 7,0-20,4gAA/16gN. Qs escores gquimicos sempre mai-

ores do que a unidade, revelaram gue no musculo de tambaqui, nenhum amincdcido
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essencial apresentou-se em deficidneia em relagio ao padrio NRC (1880). O total

de AARs sulfurados e aromaéticos foi de 2,6g/16gN e 8,6g/16¢gN, respectivamente.

Treonina (4,1 £ 1,8¢/16gN), serina (3,1 & 2,1g/16gN} e prolina fo-
ram os AA que apresentaram as maiores variagbes; os dois primeiros diminuiram e

o dltime aumentoun progressivamente seus teores mensais de abril para junho.

Nenhuma literatura fol enconirada referindo-se a composigao em

arninodcidos de tambagui.

Tabela 42 - Composicio em amincdcidos {gAA/16g de nitrogénic} de
miscylo de tambaqui, Colossoma macropemum, prove-
niente de Pirassununga, S3o Paulol.

Aminodcido abril maio junho média = dp
Acido aspértico 11,4 10,7 125 115409
Treonina 52 351 2.0 414+ 1,8
Serina 4.8 3.9 0,7 31k 21
Acido glutamico 20,7 188 21,7 204 % 15
Projina 2,2 3,7 4.8 28+11
Glicina 48 53 5.1 514902
Alanina 6.7 6,8 7.3 7.0 4+ 8.3
1/2 Cistina 0,4 tr tr {1r-0,4)
Valina 54 62 6,0 58% 04
Metionina 2,8 2.8 2,2 26+ 0,3
Isoleucina 5.0 6,1 48 53+ 8,7
{eucina 9.0 8.0 g1 a0+ 0,1
Tirosina 3.4 34 4,4 37+ 0.6
Fenilalanina 4.5 4.9 54 494+04
Histidina 33 28 2,5 2,9+0,4
Lisina 87 10,2 10,1 10,0% 0,3
Arginina 7.5 7,0 5,8 7.1 4+ 0,4
Amdnia 13 2.3 2,8 2305

{s valores mensais foram obtidos de uma determinagdo no
mitsculo desengordurado, de lotes compestos por 6 peixes.

Abreviatura: dp - desvio padrio.
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5.5.5. Comparagio entre as espécies de peixes

Os perfis de aminodcidos dos quatro peixes estudados foram muito
semelhantes, com dcido glutdmico como principal na faixa de 19-22g/16gN, seguido
por acido aspértico (11-14g/16gN), lisina (10-13g/16gN), leucina (8-12g/16gN), ar-
ginina (7-9g/16gN) e alanina (7-8g/16gN). Somente o curimbatid apresentou uma
inversao na ordem, entre os dois ltimos aminodcidos, todavia os valores foram
muito préximos, ndo podendo assim, servir como uma caracteristica desse peixe.
Os quatro peixes destacaram-se pelos altos teores de lisina, cujos escores quimicos
foram os malores {1,96-2,45) entre todos os AAEs; o menor escore quimico vcorreu
para tambaqui ¢ 0 malor para pacu. Em peixes de dgua doce, a lisina apareceu
também como o AAE mais rico, variando de 6-12g/16gN {Dupont, 1958; Lajolo et
al., 1975; Hoffman et al, 1977; Mukundan & James, 1978; Mai & Kinsella, 1979b;
Khalil ef al, 1980; Mai ef ol., 1980; Maia ef al, 1983; Wilson & Poe, 1985; (atlin
HI, 1987). Portante, o consumo de peixe pode ser recomendado em complemento
aos alimentos de origem vegetal deficientes em lisina, como o arroz, avela e mitho.
As mesmas referéncias citadas acima serdo ntilizadas para mostrar as variagoes dos

teores de histidina, aminodcidos sulfurados e triptofano, discutidos a seguir.

A histidina apareceu em segundo lugar, cujos teores nas guatro
espécies foram de 2,9g/16gN, 3,1g/16gN, 3,2g/16gN e 3,8g/18¢N, respectivamente
para tambaqui, tildpia, curimbata e pacu. Peixes de carne escura (atuns, bonitos,
sardinhas, etc) tém altos conterdos de histidina. O potencial histaminogénico do ali-
mento esta relacionade com seu contetdo de histidina livre. Por exemplo, os peixes
tunideos que contém 1,3-2,5% de histidina livre foram considerados potencialmente
histaminogénico, mas para que a histidina seja convertida em histamina é necessaria
a presenca da enzima histidina descarboxilase ¢ de condigdes ambientais favoraveis
{Ienistea, 1973). Em peixes de dgua doce, a concentracdo de histidina das protinas

musculares tem variado entre | -Bg/ 16gN.
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Constatou-se pelo escore quimico que apenas o total de aminodcidos
sulfurados {MET -+ CY3) foi limitante em tildpia (EQ = 69%) e curimbata (EQ =
73%), equivalente em tambaqui (EQ = 1,00} e ligeiramente superior em pacu (EQ
= 1,08). Sua variacio foi de 1,8-3,2g/18gN, tendo metionina comeo principal, com
teores de 1,3g/16gN em curimbaté e tilipia, 2,0g/16gN em pacu e 2,6g/16gN em
tambaqui. Cistina variou de tragos a (,8g/16gN. Os sulfurados totais, metionina e
cistina, em peixes de dgua doce variaram, respectivarnente de 3-6g/16gN, 1-5g/16gN

e 0,5-2¢/16gN.

Na raco fornecida para pacu, tildpia e tambaqui, 03 aminoacidos cis-
tina e metionina foram encontrados em tragos e 2,3 g/16gN (EQ=0,88}, respectiva-
mente (Anexo 3). Entretanto, nenhuma relagio com a limitagao desses aminoacidos
nos peixes pode ser deduzida, pois ndo foi objetivo deste trabalho. Além disso, o
curimbaté {nio alimentado com esta ragdo) também foi deficiente em aminoacidos

sulfurados.

Fm relacio aos peixes de dgua doce analisados em outros paises, os
quatro peixes investigados assemelham-se aos perfis de aminoacidos de Catostomus
commersoni {Mai & Kinsella, 1979b), Pomeozis nigromaculutus, Selmo gairdneri, Sti-
zostedion vitreum, Lota lota, Perca flavescens {Mal et 4l 1980}, Ictalurus punclatus
(Wilson & Poe, 1983), Oncorhyochus kisuich (Hata et al., 1988).
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CONCLUSOES

O reagente BF3-MeOH pode ser substituido por NHyCl-H,50,4-MeQH na me-
tilacio de acidos graxos para andlise por cromatografia gasosa pelo método de
Metcalfe, sem comprometer a confiabilidade dos resultados.

A analise quantitativa de ésteres metilicos de dcidos graxos de peixes, em
coluna de Carbowax 20M (CW20M) mostra-se superior a coluna 5E-34, de-
vido ao methor poder de resolugio dos dcidos graxos, em especial dos pares
18:109/18:3n3, 20:1n9/20:3n3 e 22:1n9/22:3n3, que ndo foram separados na
coluna SE-54. Entretante, ¢ uso de coluna SE-34, junto com a CW20M é atil
para a identificagio de alguns 4cidos graxos conflitantes,

A composiciao quimica das quatro espécies encontra-se dentro dos padrées nor-
mais de peixes em geral, com os conteddos variando entre 68-79% para nmi-
dade, 16-22% para proteina, 1-14% para lipidies totais (LT}, 65-97% para
lipidios neutros (LN) e 4-34% para fosfolipidios (PL).

As variagdes nos teores de LT, LN, PL e composigio de acidos graxos de pacu
podem estar associadas ao peso dos peixes, nio tendo influéncia sazonal.

Como tnico critério para a identificacdo dos A, a determinagio de compri-
menio equivalente da cadela ¢ a analise por espectrometria de massa 5o os
parimetros mais confidveis. Em conjunto, os parimetros se reforgam mutuoa-
mente, permitindo identificar 64, 71, 45 e 46 acidos graxos nos lipidios totals
de pacu, curimbata, tildpia e tambaqui, respectivamente.



10.

11
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Nas 4 espécies de peixes analisadas os mesmos 7 acidos graxos majoritarios
compdem ambas as fracdes de LT e LN: 4cidos miristico, palmitico, palmi-
toléico, estedrico, oléico, linoléico e linolénico. O acide oléico € o principal em
LT de pacu e tambaqui ¢ em LN de pacu, tilipia e tambaqui; o dcido palmitico
é o majoritario em LT de curimbatd e tilapia e em LN de curimbata.

Na fracdo de PL, os acidos palmifico, estedrico, oléico e araquidénico encontra-
se entre os majoritarios em todos os peixes. O dcido palmitico predomina em
curimbatd, tildpia e tambaqui, enquanto o dcido oléico € o principal em pacu.
Completando a lista dos seis dcidos graxos majoritdrios, aparecem DHA e
18:2n6 em pacu e tambaqui, DHA e EPA em curimbatd e 18:2n6 e DPA em
tildpia.

Em LT, LN ¢ PL de pacu, tildpia e tambaqui, os dcidos graxoes da familia ng
predominam em relagao aos da familia n3; o contrdrio ocorre nas trés fragoes
de curimbata.

Em LT e LN das quatro espécies de peixes, os 4cidos graxos da familia nd
superam os da familia n6; na fragio de PL, os 4cidos graxos da familia n
predominam.

Somente nos PL de curimbatd, os teores de acidos graxos da familia n3 foram
superiores aos da familia ng.

Os mesmos § aminodcidos majoritdrios sdo encontrados nas 4 espécies de peixes
analisadas. Em ordem crescente (exceto para o curimbatd onde ha uma troca
entre arginina e alanina) estes aminoacidos sdo: alanina, arginina, leucina,
lisina, dcido aspartico e dcide glutamico.

Todos os peixes analisados podem ser considerados como uma boa fonte de
aminoacidos essenciais, com excegio dos aminodcidos sulfurados que sdo hmi-
tantes em curimbata e tilapia.
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ANEXO 1

PROCEDIMENTO PARA METILAGCAO DE
ACIDOS GRAXOS

(adaptagio dos métodos de Metcalfe ¢i al., 1976 Hartman e Lago, 1973)

1. REAGENTES E MATERIAIS

1.1. Solugao 0,5N NaOH em metanol (MeOH) p.a.
1.2. Solucio NH,CL-H,80,-MeOH (reagente esterificante)

— 10g de cloreto de amdnio (NH4Cl) sBo adicionados a 300mi
de MeOH, seguido por 15ml de écido sulfirico concentrado
(H,S0,) (adicionar em pequenas porgdes, com agitagio ma-
nual). (Usar um baldo de fundo redondo e boca esmerilhada).

~ adaptar o baldo a um condensador de dgua (de preferéncia
Liebig) e refluir a mistura até dissolugio total de NH,1 (15
20min.}, usando um sistema de aquecimento (chapa, manta,
ete.) com reostato para controlar a taxa de aquecimenio, que
deve ser estabilizada quando intciar a ebulicfo da mistura. O
reagente é estdvel por virias semanas.



1.3.

1.4.

1.5,

1.6.

Solucio saturada de NaCl.

Hexano.

Sistema de aquecimento para obter dgua em ebuligdo.

Tubo de ensaio de 17mi (Pyrex n? 9825) com tampa

rosqueavel, que evite vazamentos.



2. PROCEDIMENTO

—  Pesar entre 30-100mg de amostra dentro do tubo de ensaio (isenta
de solvente) (nio é necessirio conhecer o peso exato, mas ¢ reco-
mendado uma certa padronizagio do peso nas vérias amosiras}.

—  adicionar 4mi da soluciio 0,5N de hidréxido de sédio em metanol

—  fechar bem o tubo de ensaio {evitar vazamento) e aguecer em banho
de 4gua em ebuli¢io até dissolver os glébulos de gordura e a solugio
ficar transparente (3-5min.). Se necessario, agitar ocasionalmente
o tubo.

~ esfriar o tubo sob dgua corrente, o mais rdpido possivel.

— adicionar 5ml do reagente esterificante, fechar e agitar o tubo de
ensalo.

—  aquecer em banho de agna fervente por 5 minutos.
—  esfriar o tubo sob dgua corrente, o mais rdpido possivel.

—  adicionar 4ml de solucio saturada de cloreto de sédio. Agitar com
forca por 30 segundos.

— adicionar 5m! do solvente {hexano, éter de petrdleo, ete.) e agitar
com forga por 30 segundos.

~  deixar em repouso. O sobrenadante (ésteres metilicos) serd usado
para injetar no cromatégrafo. Se nao for injetar imediatamente, &
aconselhivel colocar o sobrenadante dentro de frasco escuro bem
fechado e guardar em “freezer” até uso.
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ANEXO 2

Composicio percentual de dcidos graxos de lipidios totais da ragdo de
manutencio fornecida aos peixes provenientes de Pirassununga, Sdo
Paulo®.

Pico Acido Pico Acido

n®  graxe média t dp n® graxo média £ dp
4 12:0 tr 4% 18:0 29+0,1
7 13:0 tr A7 18:1n9 25,0 + 0,2
10 14:0 14+£01 52 18:2n6 448 1 0,1
13 i4:1nd tr 54 18:3n6 4,1

4. 1540 r 58 18:3n3 2,6 £ 0,0
17 15:0 0,3+£90,0 59 18:4n3 144

1§ 15:1n9 tr 63 20:0 6,340,1
20 16:0 tr 65 20:1n9 G4 4+ 0.0
23 16:0 190 + 0.8 70471 20:2n64-20:3n8 tr
25 16:in7 1,64+ 060 75 20:4n6 tr

32 16:2n4 0,1 +00 79 20:5n3 01402
34 170 0.3+ 0.0 80 2240 3,3 +0,1
6  17:1n9 0,1 +00 92 22:6n3 G4 £0.2
38 16:3n3 r 94 24:1n8 iy

42 17:2n5 tr

Os valores sio médias e desvios padrBes de uma determinacdo reali-
zada em duplicata, da racdo descrita em Material e Métodos.

Abreviaturas: dp - desvio padrao; tr - traco.



ANEXO 3

Composicio em aminodcidos da ragdo de manutencio fornecida aos
peixes provenientes de Pirassununga, 3o Paulo!.

Aminodcido gAA16gN
Acido aspartico 14,8
Treonina 5.0
Serina 4,1
Acido glutdmico 274
Prolina 8,1
Glicina 8,0
Alanina 8,0
1/2 Cistina tr
Valina a7
Metionina 2.3
Isoleucina 7.1
Leucina iL1
Tirosina 3.7
Fenilalanina 1.3
Histidina 3.8
Lisina 8,7
Arginina 9.3
Ambdnia 4.0

Os valores foram obtidos de uma deter-

minagcdo, na racio descrita em Material =

Métodos.

Abreviaturas: gAA/16gN - grama de aminodcido
por 16 gramas de Nitrogénio;

tr - trago.



