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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar a possibilidade de uso
do agitador de tubos, do tipo “homogeneizador de sangue” (marca Phoenix,
modelo AP-22), para extracdo de lipidios totais (LT) em amostras de ftilapia
(Oreochromis niloticus) um peixe de baixo teor de lipidios — e amostras de
mapara (Hypophthaimus edentatus), uma espécie de alto teor de lipidios,
submetidos & previa secagem em estufa. Trés amostras de filés de cada
espécie de peixe foram obtidas no comércio de Fortaleza, Ceara. Estes foram
previamente triturados em processadores domésticos e desidratados em estufa
a 105°C e posteriormente homogeneizados para serem analisadas quanto ao
teor de lipidios totais. O método de Soxhlet, descrito pelo manual do
equipamento (TECNAL, modelo TE-044-8/50) serviu como método de
referéncia para comparacao da eficiéncia de extracdo dos LT pelo método de
Bligh & Dyer (1959) adaptado, com o emprego do homogeneizador de sangue.
Os resultados dos teores de lipidios totais, em base seca, para as amostras de
Tilapia foram de 9,00 £ 2,76% e 8,12 + 2,82% pelos métodos Soxhlet e Bligh &
Dyer, respectivamente. Para o mapara obteve-se uma extragdo de LT de 53,21
+ 1,85% e 50,65 + 2,21% pelo Soxhlet e Bligh & Dyer, respectivamente. O
método Soxhlet demonstrou mais elevado rendimento na extragéo de LT nas
amostras de peixes, porém a analise estatistica mostrou a equivaléncia entre
os métodos. Com base nos resultados concluimos que o agitador de tubos
pode ser usado na extragdo de lipidios totais em amostras desidratadas de

tilapia e mapara.



COMPARACAO DA EXTRACAO DE LIPIDIOS TOTAIS EM AMOSTRAS DE
PEIXES DESIDRATADOS USANDO O METODO BLIGH & DYER ADAPTADO
E O METODO DE SOXHLET.

SHEILA DE OLIVEIRA YAMAMOTO DE CASTRO

1. INTRODUGAO

A determinagdo de lipidios (gordura ou 6leo) em alimentos e em
especial, no pescado, é de importancia fundamental para o processamento e
controle de qualidade dos produtos processados. A extragao de lipidios é
importante em estudos bioquimicos, fisioldgicos, nutricionais, dos mais diversos
tipos de alimentos."Por exemplo, sabe-se que os parametros para os processos
de enlatamento, defumacéo e salga dependem do conhecimento prévio do teor
de gordura presente na matéria prima a ser processada. E muito comentado
que a salga seca deve ser realizada em pescado magro, enquanto a salga
umida € mais bem realizada para peixes gordos (Horner, 1992).

Geralmente, a determinacao de gordura em pescado é realizada através
do método de Soxhlet (Nagakura, 1972), usando éter etilico como solvente
para extragdo de gordura em amostras de pescado previamente seca em
estufa, enquanto Strong & Koch (1981) afirmam que o método pode ser usado
para uma grande variedade de alimentos, em especial, para aqueles com baixo
contetdo de umidade. Estes procedimentos de secagem eliminaram a etapa de
hidrélise acida da amostra, tornando o método mais simples, porém sem
reducao do tempo de extragdo, que pode durar 16 a 20 horas continuas.

Em fungdo da recomendagao para secagem da amostra em estufa a
105°C antes da extragdo dos lipidios e do aquecimento do solvente contendo
os lipidios dissolvidos, o0 método de Soxhiet &€ chamado de método de extragao
a quente. Assim, cuidado especial deve ser observado durante a etapa de
eliminacdo do solvente para evitar a queima e alteragbes indesejaveis dos

componentes lipidicos o que interfere na sua quantificagdo.



O método de Soxhlet também tem sido usado como método de
referéncia para o: desenvolvimento de novos métodos, comparagdes ou
modificacdes de métodos existentes como relatados por Brooks et al. (1998),
Jahan et al. (2004), Katikou & Robb (2001), Manirakiza et al. (2001) e Vogt et
al. (2002).

Segundo Brum (2004) o método Bligh & Dyer adaptado € considerado
versatil, efetivo e a utilizag@o cloroférmio e etanol tem a capacidade de extrair
tanto os lipidios neutros como os lipidios polares, mas € claro que o tipo de
tecido a ser analisado influenciara nos resultados. Isto porque os lipidios
neutros estao ligados covalentemente e podem ser extraidos dos tecidos por
solventes apolares, enquanto lipidios polares os quais estdo ligados por forgas
eletrostaticas e pontes de hidrogénio requerem solventes polares capazes de
quebrar tais ligagdes e libera-los.

Foi usado por Bernardino Filho (2008) o método de Bligh & Dyer (1959)
para extrair lipidios de amostras in natura de tildpia e mapara usando o
agitador de tubos do tipo homogeneizador de sangue em comparagdo com 0
método Soxhlet mostrou que os valores da composicdo quimica das amostras
indicaram que o agitador de tubos pode ser usado para extragéo de lipidios.

Considerando as vantagens e desvantagens do método de Bligh & Dyer
(1959) e a sua madificagdo por Bernardino Filho (2008), objetiva-se no
presente plano de pesquisa, verificar a influéncia do agitador de tubos (baixa
rotagcdo) para extragdo quantitativa de lipidios totais em tildpia, Oreochromis
niloticus e mapara, Hypophthalmus edentatus, comparando os resultados com

o método de Soxhlet.'



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Equipamentos Utilizados

2.1.1. Determinador de Gordura pelo método de Soxhlet

Para extracdo dos lipidios totais pelo método de Soxhlet foi utilizado o
equipamento da marca TECNAL (modelo TE-044-8/50, Piracicaba, Sao Paulo),
(TECNAL Equipamentos para Laboratérios Ltda) mostrado na Figura 1.

§ Ttueo
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FIGURA 1 - Equipamentos utilizados na extragao de lipidios pelo método de
Soxhlet (Com permisséo da TECNAL).

2.1.2. Extragdo de lipidios pelo método de Bligh & Dyer adaptado.

Para efeito ilustrativo estdo mostrados nas Figuras 2 (acessorios) e 3
(agitador de tubos) os materiais utilizados para extracado de lipidios totais pelo
método de Bligh & Dyer adaptado.

Adaptados a condi¢cdes do laboratério, o método de Bligh & Dyer (1959)
foi usado com sucesso na pesquisa desenvolvida no Laboratério de Recursos
Aguaticos — LARAq por Bernardino Filho (2008).
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FIGURA 2 — Materiais usados na extragdo de lipidios pelo método & Dyer
adaptado.

FIGURA 3 — Homogeneizador de sangue usado para extragéo de lipidios totais
pelo método de Bligh & Dyer adaptado (Com permisséo de Phoenix).

Segundo descricdo disponivel no sitio da Empresa Phoenix
(http://ivww2.phoenix.ind.br/index.php?id=472), o homogeneizador de sangue
(marca Phoenix, modelo AP-22) permite manter as solugées em suspensio
homogénea, lavar precipitados, preparar suspensodes, dissolver as amostras
que reagem vagarosamente e desempenhar muitas outras tarefas rotineiras. O
suporte das garras é girado por um motor elétrico com velocidade regulavel
entre 8 e 22 rpm e tem capacidade para frascos de 14 a 22 mm ou 22 tubos de
10 a 13 mm de didmetro. Tubos de ensaios com tampa rosqueavel e vedante



para evitar vazamento de solvente, com dimensdes de 25 x 200 mm (cerca de
70 ml de capacidade) foram usados no presente experimento, com isto
podendo extrair simultaneamente 16 a 20 amostras.

2.1.3. Estufa para secagem e esterilizacao.

FIGURA 4 — Estufa utilizada para desidratar as amostras de tilapia e mapara.

2.2. Reagentes utilizados

FIGURA 5 — Reagentes usados para extragdo de LT pelos métodos Soxhlet e
Bligh & Dyer adaptado.



2.3. Obten¢ao das amostras

As amostras de peixes foram adquiridas em pontos comerciais de
Fortaleza — CE. Trés amostras de filés congelados sem pele de mapara,
Hypophthalmus edentatus, cada uma composta de 4 a 5 filés com peso
aproximado de 300g, e trés amostras de tilapia, cada uma composta por trés
exemplares, com pesos aproximados de 1,5 Kg para cada exemplar. No Laraq
as amostras de tilapia, Oreochromis niloticus foram processadas seguindo o
fluxograma abaixo para a obtengéo dos filés de tilapia sem pele para andlises.

2.3.1 Fluxograma para producao de filé de tilapia:

RECEPCAO DA MATERIA PRIMA
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2.4. Preparo das amostras para andlise

No Laboratério de Recursos Aquaticos (LARAq) do Departamento de
Engenharia de Pesca da UFC, as amostras individuais de mapara
descongeladas e os filés de tilapia foram triturados em multiprocessador
doméstico (figura 6) até formar uma pasta bem homogénea, que foi espalhada
em férmas de folhas de aluminio (tipo quentinha) para serem desidratados em
estufa a 105°C durante 24 horas e finalmente trituradas no multiprocessador e
no almofariz com pistilo (figura 6), visando a uniformidade das amostras secas.

As amostras desidratadas usadas nas determinacdes quimicas e

extracdo dos lipidios foram pesadas em balanca analitica (Figura 7).

RS

MULTIPROCESSADOR

%
! Almofariz com pistilo I ‘S%L

FIGURA 6 - Instrumentos utilizados para homogeneizar as amostras
desidratadas.

FIGURA 7 — Balanca analitica utilizada para pesar as amostras desidratadas.



2.5. Determinagées quimicas

2.5.1. UMIDADE - determinada em ftriplicata, através de secagem em estufa a
105° durante 12 horas (Nagakura, 1972).

2.5.2. LIPIDIOS TOTAIS - foram extraidos pelo método de Soxhlet, como
método de referéncia, e pelo método de Bligh & Dyer (1959) adaptado pelo uso
do homogeneizador de sangue para extragcdo dos lipidios (Bernardino Filho,
2008).

2.5.2.1. Método de Soxhlet

O método de Soxhlet seguindo os procedimentos basicos descritos no

manual da TECNAL foi o seguinte:

1) Pesar de 2,0 a 4,0 g da amostra seca homogeneizada (item 2.4) dentro de
cartuchos de papel filtro comercial.

2) Acionar o sistema de refrigeragéo do aparelho (Figura 1). Ligar a chave geral
e programar a temperatura desejada (90°C). Aguardar a estabilizagdo da
temperatura. |
'3) Colocar os cartuchos com a amostra no cesto e posiciona-lo no gancho,
travando a vareta na parte superior, através da trava da vareta.

4) Tarar e numerar os tubos de extracao (tubo “reboiler”). Os tubos devem ser
tarados depois de limpos e secos em estufa durante 1 hora a 105°C e esfriados
em dissecador por 30 min.

5) Colocar 100 mL de acetona nos tubos de extracao e introduzi-los no bloco
de aguecimento.

6) Encaixar o tubo recuperador e o tubo extrator verificando sua perfeita
vedacao.

7) Soltar a trava da vareta abaixando o cesto da amostra até que fique
mergulhado no solvente, fixando a vareta nessa posigéo.

8) Proceder a extragéo por 1 hora para amostra de mapara (Figura 8) e 2 horas

para amostra de tilapia (Figura 10)



9) Apés o término da extragédo por mergulho, soltar a trava da vareta e levantar
os cestos até uma altura intermediaria onde possa receber o gotejamento do
solvente condensado, fixando a vareta nesta posi¢ao por 30 minutos.

10) Decorrido esse tempo, soltar a trava da vareta e puxa-la para cima até que
a vedacao de teflon feche a saida do solvente recuperado.

11) Aumentar a temperatura para 150°C e fazer a recuperagdo do solvente,
ficando a gordura no tubo “reboiler” e o solvente no tubo recuperador.

12) Terminada a recuperagdo, levantar o conjunto dos tubos até travar na
posicdo superior. Desencaixar os tubos, retirar os cestos e deixar por um
tempo os tubos no bloco para que o restante do solvente evapore quase
totalmente.

13) Colocar os tubos de extragdo em estufa a 105°C para evaporacdo total do
solvente. Pesar o frasco extrator apos resfriamento por 30 min. em dessecador.
A diferenga entre os pesos final e inicial sera a quantidade de gordura da

amostra.
2.5.2.2. Método de Bligh & Dyer adaptado

O método de Bligh & Dyer adaptado utilizado para amostras secas
obedece ao seguinte procedimento:
1) Pesar entre 2,0 e 4,0 g de amostra finamente homogeneizada;
2) Transferir para o tubo de ensaio de 70mi;
3) Adicionar exatamente 20 mL de metanol (MeOH), 10 mL de cloroférmio
(CHCI3), 8 mL de agua destilada;
4) Fixar os tubos no homogeneizador rotativo (Figura 3) e agitar por 50 minutos
para as amostras' de mapara (Figura 9) e 30 minutos para as amostras de
tilapia (Figura 11).
5) Retirar os tubos do agitador e adicionar exatamente 10 mL de cloroférmio e
10 mL de solug@o aquosa de sulfato de sédio 1,5%;
6) Agitar vigorosamente por 2 minutos manualmente;
7) Filtrar a mistura amostra e solvente em funil Buchner com papel filtro de
rapida filtragdo, usando um Kitassato conectado a uma trompa d’agua para

acelerar a filtragdo a vacuo;
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8) O extrato filtrado foi transferido para uma proveta graduada e deixado em
repouso para separagao das duas camadas. Anotar o volume da camada
cloroférmica e succionar a camada metandlica superior, descartando-a;

9) Medir exatamente 5 mL do filtrado e transferir quantitativamente para uma
capsula de aluminio previamente tarada;

10) Evaporar o solvente em estufa a 105°C durante 30 minutos, esfriar em
dessecador e pesar. Levar em conta o volume da camada cloroférmica e o

peso da amostra para expressar a % de LT.

Pode ser visto que no método Soxhlet foi fixado um tempo de uma hora
(tem 8) para extracdo dos lipidios na amostra de mapara, Hypophthalmus
edentatus e duas horas para a amostra de tilapia, Oreochromis niloticus. Ja
pelo método Biigh & Dyer adaptado o tempo estipulado foi de 50 minutos para
o mapara, Hypophthalmus edentatus e 30 minutos para tilapia, Oreochromis
niloticus no présente trabalho.

Esse tempo foi definido preliminarmente com base nas curvas de
extracdo lipidios na mapara (Figuras 8 e 9) e tilapia (Figura 10 e 11). A n&o
homogeneidade da amostra interferiu na estipulacéo do tempo.
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FIGURA 8 - Dados comparativos da extragcdo de lipidios de mapara
(Hypophthalmus edentatus) pelo método Soxhlet em diferentes tempos.
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FIGURA 9 - Dados comparativos da exiragdo de lipidios de mapara
(Hypophthalmus edentatus) pelo método Bligh & Dyer adaptado em diferentes

tempos.
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FIGURA 10 - Dados comparativos da extragdo de lipidios de tilapia
(Oreochromis niloticus) pelo método Soxhlet em diferentes tempos.
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FIGURA 11 - Dados comparativos da extragcdo de lipidios de tilapia
(Oreochromis niloticus) pelo método Bligh & Dyer adaptado em diferentes

tempos.
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A andlise estatistica mostrou que houve diferenga significativa, tanto
para a amostra de mapara como para a amostra de tilapia com relagdo aos
tempos de extragao de LT pelo método Soxhlet e Bligh & Dyer.

A aplicacéo do teste ANOVA indicou que o melhor tempo de extracdo de
LT para as amostras de mapara pelo método Soxhlet (tabela 1) € de uma hora
apos esse tempo a-extragdo decresce com media de 30,6% e desvio padrdo de
0,6421, pelo Bligh & Dyer ( tabela 2) foi de cinglienta minutos com media de
25,6696 e desvio padrao de 3,4850 sendo diferentes estatisticamente entre
eles ao nivel de 0,05%. Para as amostras de tilapia a melhor extragdo pelo
método Soxhlet (tabela 3) foi tempo de duas horas depois decresce com media
de 9,0088% e desvio padrao de 0,4603, pelo Bligh & Dyer (tabela 4) foi de 30
minutos com media 10,28% e desvio padrao de 1,53.

TABELA 1 — Teste ANOVA para curva de extracdo de lipidios totais do Mapara
pelo método de Soxhiet.

Fontede Variaggo SQ GL QM F Valor- P F critico

Entre grupos 0,018 1 0,018 0,0378 10,8458 5,99
Dentro dos grupos 2,868 6 0,478
Total 2,886 7

SQ = soma de quadrados, GL = grau de liberdade, QM = quadrado médio, F =
valor calculado, Valor - P = probabilidade obtida, F critico = valor tabelado.

TABELA 2 — Teste ANOVA para curva de extracao de lipidios totais do Mapara
pelo método de Bligh & Dyer adaptado.

Fontede Variaggo SQ GL MQ F Valor- P F critico

Entre grupos 9670 1 9,670 1,1018 0,3179 4,96
Dentro dos grupos 87,128 10 8,713
Total 96,828 11

SQ = soma de quadrados, GL = grau de liberdade, QM = quadrado médio, F =
valor calculado, Valor - P = probabilidade obtida, F critico = valor tabelado.

i iy
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TABELA 3 — Teste ANOVA para curva de extragéo de lipidios totais do tilapia
pelo método de Soxhlet.

Fontede Variagdo SQ GL MQ E Valor- P F critico

Entre grupos 13,0 1 13,0 0,0596 0,8075 5,32
Dentro dos grupos 0,002 8 226
Total 13,002 9

SQ = soma de quadrados, GL = grau de liberdade, QM = quadrado médio, F =
valor calculado, Valor - P = probabilidade obtida, F critico = valor tabelado.

TABELA 4 — Teste ANOVA para curva de extragdo de lipidios totais de tilapia
pelo método de Bligh & Dyer adaptado.

Fontede Variaggo SQ GL MQ F Valor- P F critico

Entre grupos 0,107 1 0,107 0,0235 0,8757 4,96
Dentro dos grupos 45,650 10 4,565
Total 45,757 11

SQ = soma de quadrados, GL = grau de liberdade, QM = quadrado médio, F =
valor calculado, Valor - P = probabilidade obtida, F critico = valor tabelado.

2.6. Analise estatistica

Os resultados comparativos entre os meétodos de exiragdo foram
analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” de STUDENT bilateral,
com nivel de significancia de 0,005 (MENDES, 1999). Os dados da curva de
extracdo dos LT pelo método de Bligh & Dyer adaptado e Soxhlet foram
analisados estatisticamente pela anélise de variancia ANOVA (um critério). Em
caso de rejeicdo da hipétese (Ho), as médias serdo comparadas utilizando o
teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%, realizados conforme Centeno
(1999) e Montgomery (1976).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Comparacdao do método de Soxhlet e Bligh & Dyer adaptado com
amostras de tilapia e mapara desidratados.

Os resultados quantitativos sobre a exiragao de lipidios totais (LT) de
tilapia (Oreochromis niloticus) e mapara (Hypophthalmus edentatus) usando os
métodos de Soxhlet e Bligh & Dyer adaptado estdo mostrados na Tabela 5.

TABELA 5 - Quantificagdo percentual de lipidios em filé de tilapia
(Oreochromis niloticus) e de mapara (Hypophthalmus edentatus) desidratados
extraidos pelos métodos de Soxhlet e Bligh & Dyer adaptado. ’

Tilapia Mapara
Amostra  Matodo de Método de Método de Método de
Soxhlet Bligh & Dyer Soxhlet Bligh & Dyer
1 12,182 11,292 51,95% 53,032
2 7,662 7.22° 55,342 50,23%
3 7,162 5,86b 52,342 48,682

Média 9,00 £2,76 8,12+ 2,82 53,21+ 1,85 50,65 + 2,21

A andlise estatistica (tabela 6) mostrou que houve uma diferencga
significativa (P > 0,05) na comparagéao entre os teores de lipidios extraidos
pelos métodos de Soxhlet (método de referéncia) e de Bligh & Dyer adaptado
em apenas na amostra 3 de tilapia. J& para as amostras de mapara a analise
estatistica (tabela 7) nao apresentou diferencas significativas (P < 0,05) entre
os teores de lipidios extraidos pelos dois métodos apresentados, podendo
assim, concluir que € possivel usar o homogeneizador de sangue para
extracdo de lipidios nas amostras investigadas.
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TABELA 6 — Teste “t” de STUDENT comparando a extragédo de lipidios totais
de tilapia pelo método de Soxhlet e Bligh & Dyer adaptado.

Amostra Tratamento Média Varidancia n GL S% T T
critico
1 Soxhlet 12,1875% 0,8594 2 3 0,3949 1,5687 5,841
Bligh & Dyer 11,2875% 0,1627 3
2 Soxhlet 7,6595% 0,0106 3 4 1046 1,6639 4,604
Bligh & Dyer 7,2200* 0,1987 3
3 Soxhlet 7,1632%2 0,1146 3 4 0,1445 4,1664 4,604

Bligh & Dyer 5,86000 0,1744 3

= ndo ha diferenga entre as médias, b= ha diferenca entre as medias, n = n°
de amostras, GL = grau de liberdade, S% = variancia ponderada, T = valor
calculado, T critico = valor tabelado.

TABELA 7 — Teste “t" de STUDENT comparando a extragédo de lipidios totais
de mapara pelo método de Soxhlet e Bligh & Dyer adaptado.

Amostra Tratamento Média Variancia N GL  S% T T critico

1 Soxhlet 51,95072 0,1436 3 4 2,1869 -0,8959 4,604
Bligh & Dyer 53,0324% 4,2303 3

2 Soxhlet 55,33672 0,1240 3 2,04 3,7305 2,6438 9,025
Bligh & Dyer 50,2303* 11,0673 3

3 Soxhlet 53,3400 1,9804 3 3 3,5065 2,1416 5,841

Bligh & Dyer 48,67912 6,5587 2

2 = indica que nao ha diferenca entre as médias, b= indica que ha diferenca
entre as médias, n = n° de amostras, GL = grau de liberdade, S% = variancia
ponderada, T = valor calculado, T critico = valor tabelado.

Confirmando os resultados de Bernardino Filho (2008) nota - se que os
teores médios de lipidios totais (tabela 6) na tilapia pode ser considerado como
um peixe de baixo teor de lipidios, enquanto que o mapara trata-se de um
peixe de alto teor de lipidios, utilizando amostras in natura. Isto também pode
ser comprovado pelo aspecto das amostras desidratadas.

Este resultado mostra que o método de Bligh & Dyer adaptado na
presente pesquisa apresenta uma grande expectativa de poder ser usado para
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extracdo de lipidios em peixes, tanto para espécies com baixos teores, quanto
para espécies com altos teores de lipidios.

O método de extragcdo com o homogeneizador também pode ser
avaliado positivamente através de comparagdo de resultados para tilapia
divulgados em varias pesquisas nacionais.

No Brasil, teores médios de 1,2% de LT para o filé cru (base Uumida)
foram relatados por Catla (2003) e Ferreira et al. (2007), usando,
respectivamente, o método de extracdo de Bligh & Dyer (1959) e o método
oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC), enquanto Simdes
et al. (2007) encontraram um valor médio de 2,60% + 0,35 no filé submetido a
extracédo pelo método de Bligh & Dyer (1959).

Como os dados do presente trabalho estdo em base seca
transformamos para base Umida e comparamos com os dados da literatura
acima citado, os resultados médios nas amostras de tilapia pelo método Bligh &
Dyer foi de 1,7% de LT em base umida e de 1,9% de LT pelo Soxhlet; nas
amostras de mapara pelo Bligh & Dyer foi de 14,6% de LT e no Soxhlet foi
15,3% de LT. Perante estes dados reforcamos a tese de poder usar o agitador
de tubos pelo método Bligh & Dyer (1959).

O mapara, Hypophthalmus edentatus (Spix, 1829) uma espécie de peixe
da ordem Siluriformes (catfish ou bagre) encontrado no Brasil nos rios e
reservatério do Tucurui na bacia amazdnica, na regido Sul, no rio Parana e
reservatoério de Itaipu e nos rios do Centro-Oeste (COSTA, 2006; HAHN et al.,
2008; BIALETZKI et al., 2005) € mostrado na Figura 12.

FIGURA 12 — Mapara, Hypophthalmus edentatus (Spix, 1829) (Cortesia de
Lovshin,L.L.http://mwww.fishbase.org/Photos/PicturesSummary.php?1D=4533&w
hat=species).
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Trata-se de um peixe pouco pesquisado, contudo através de pesquisa
bibliografica intensiva em periddicos e internet foram encontradas as seguintes
referéncias (JUNK, 1985; OLIVEIRA et al., 2003; INHAMUNS & FRANCO,
2008; RIBEIRO et al., 2008).

De acordo cérr; Junk (1985), o teor de LT do mapara da Amazénia sofre
grande influéncia sazonal em funcdo do periodo de enchente e vazante dos
rios amazoénicos, com valores oscilando entre 3% a 32%, extraido com
tetracloreto de carbono pelo método de Soxhlet. Ainda por este método, Costa
(2006) relatou um teor médio de 21,2% extraido com éter de petréleo. Outros
autores usando o método de Bligh & Dyer (1959) encontraram teores de LT
variando de 15 a 21% (OLIVEIRA et al., 2003; INHAMUNS & FRANCO, 2008;
RIBEIRO et al., 2008). Para Oliveira et al. (2003) existe diferenca nos teores de
LT entre machos (18,73%) e fémeas (14,27 %).

Pelas informagdes constantes no rétulo do mapara analisado nesta
monografia constata-se que as amostras procederam da regido amazonica e
tiveram um teor médio de 14,55% de LT (Bligh & Dyer adaptado) e de 15,27%
de LT (Soxhlet), estando, portanto, proximos dos valores relatados na literatura.
Estes resultados reforgam a aplicabilidade do uso do agitador de tubos para
extragao de lipidios em peixes gordos como o mapara.

Com o intuito de comparar os resultados do teste de umidade do
presente trabalho com os valores de Bernardino Filho (2008) que utilizou o
tempo de quatro horas (NAGAKURA, 1972) obtendo os valores médios de
76,74% para as amostras de tilapia (Oreochromis niloticus) e 73,41% para o
mapara (Hypophthalmus edentatus), sendo que neste trabalho utilizamos o
tempo de 12 horas em estufa a 105°C, os resultados estdo disposto nas

tabelas 8 e 9.

TABELA 8 — Resultado do teor de umidade das trés amostras mapara

AMOSTRA 1 2 3 MEDIA (%)

UMIDADE 69,65 70,81 73,52 71,33
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TABELA 9 - Resultado do teor de umidade das trés amostras tilapia

AMOSTRA 1 2 3 MEDIA (%)

UMIDADE 77,63 7921 79,19 78,68

Com base nos resultados das tabelas 8 e 9 pode — se concluir que
apesar do tempo de exposi¢cao na estufa ter sido superior ndo houve diferengas
quanto as medias do teor de umidade comparado aos resultados de Bernardino
Filho (2008).

3.2. Métodos de extracdo de lipidios em pescado: Dados de literatura.

Um método para determinar gordura e as concentrages de pigmento do
salmao com base nos métodos visivel e infravermelho préximo (VIS / NIR)
medida de especiroscopia de peixe / inteiro e em filetes, e por
meio de fotografia digital (DP) de filés foi utilizado por Folkestad (2008). Dos
peixes foram utilizadas duas populagbes de salmao do Atlantico (Salmo salar
L.), constituido por 46 salmdes em média 0,7kg (faixa 0,17-1,7kg, grupo S), e
30 salmbes em média de 2,3 kg (variacéo de 1,4-4,1kg, Grupo L). As analises
quimicas de teor de gordura e pigmentos foram obtidas por tomografia
computadorizada, LT (teor de gordura) foram utilizados como métodos de
referéncia. Grupo L foi analisado no estado vivo (VIS/NIR), apés a evisceragdo
(VIS / NIR e LT), e como filetes (VIS / NIR e DP). Grupo S foi analisado no
estado eviscerado (VIS / NIR) e em filetes (VIS / NIR e DP). Os autores
chegaram ao seguinte resultado. No VIS os espectros apresentam uma
mudanca sistematica na regidao de 550nm, que indica que os peixes altamente
pigmentados tém uma absorcdo mais acentuada na diregdo
comprimentos de onda menor do que os peixes com menores niveis do
pigmento no musculo. Nos espectros NIR o pico de absorgdo de agua
importante pode ser visto em torno de 980nm. A gordura tem um pequeno pico
de absorgdo a 930nm, resultando em uma maior absor¢cdo na regido espectral
de peixes com maior muscular teor de gordura.

Um método envolvendo a combinagdo dos métodos de Soxhiet e Bligh &
Dyer foi usado para determinar a composi¢ao quimica, contetddo de minerais e

R .
b
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os perfis de aminoacidos e acidos graxos foram analisados em ossos de peixes
provenientes de oito diferentes espécies de peixes (salmdo, truta, arenque
pequeno, cavala, bacalhau, verdinho, carapau e grandes arenque) a
composi¢cdo quimica variou significativamente, e os autores perceberam que
principal diferenga foi quanto ao teor de lipidios variando de 23g / kg de
bacalhau (Gadus morhua) a 509g / kg de cavalas e sardinhas (Scomber sp.). O
autor Toppe (2006) nao relatou o procedimento das extragdes de LT. Em geral,
as espécies de peixes gordurosos apresentavam niveis mais elevados de
lipidios em comparagdo com 0s 0ssos espécies de peixes magros. Do mesmo
modo, niveis mais baixos de proteina e cinzas foram observados em ossos de
espécies de peixes gordos. As amostras de peixes utilizados neste trabalho
foram coletadas ao longo no litoral noruegués. Os resultados mostraram que a
composi¢do quimica do osso de peixes difere significativamente no nivel de
proteinas, lipidios e cinzas entre as espécies, sendo mais pronunciada a
diferenga no nivel de lipidios nos ossos do pescado. Os peixes gordos, salméao,
truta, arenque e cavala, que armazenam lipideos no musculo, tém um maior
teor de lipidios nos ossos (318 + 101g / kg, n = 8), em comparagao com 0s
peixes magros; bacalhau badejo, sardinha (20,6 * 16,0g / kg, n = 5), que
armazenam lipidios no figado. Diferenga significativa no nivel de lipidios
também foi observada no saiméo. Como conseqiiéncia natural peixes magros
mostraram os mais altos niveis de cinzas e proteina. Os lipidios absorvidos
pela superficie 6ssea poderiam explicar em parte a diferenga, no entanto Lee et
al. (1975) relataram niveis ainda mais elevados de lipidios em ossos de peixe a
partir de trés diferentes espécies de peixes marinhos. Niveis de lipidios na
alimentagédo dos animais sdo mostrados ao intervalo 1 - 27% (Johns, 1977). A
diferenga no rendimento de extragéo utilizando extragdo Soxhlet apolar em
comparagdo com o Bligh & Dyer mais polar mostra na extragdo
uma variagédo (1,6 - 37,7g / kg), indicando que o nivel de lipidios polares
(fosfolipidios, por exemplo), € um pouco diferente.

O método de Soxhlet, considerado como padrao por Katikou & Robb
(2001) foi comparado com um método de extragédo rapida (8min por amostra)
denominado método CEM, um sistema automatico computadorizado para
determinagao simultanea de LT e agua, utilizando secagem com microondas
para umidade, seguida da extracdo dos LT com o solvente DCM. O método
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CEM apresentou resultados bastante acurados para amostras individuais,
gastando aproximadamente 8 min por amostra. Amostras de salmao com
teores de LT variando de 2,0 a 25,4% foram investigadas. A comparagéo
destes métodos mostrou uma correlagédo linear significante, mas o método
CEM foi consistentemente mais baixo que o padrdo por um fator de 0,37%,
principalmente para amostras com teores inferiores a 10%. Finalmente foi
concluido que o método CEM foi efetivamente mais rapido para uso sob
condigdes comerciéis, enquanto que, para propésito de pesquisa, um fator de
corregéo adicional devera corrigir o método CEM para niveis abaixo de 10%.
Método baseado na extragdo assistida por microondas (MAE) foi
desenvolvido para extrair lipidios de peixe para a determinagéo da composigéo
de acidos graxos. Segundo Brisbin & Caruso o MAE foi realizado com um
aparelho de extracdo em aberto deniro do navio semelhante ao sistema de
Soxhlet. O solvente foi uma mistura de equivalente volume de acetato de etila,
alcool etilico, e hexano. As férmulas de um solvente ternario azeétropo com a
agua, onde agua é separada apds re-condensagcdo em uma armadilha
contendo agua. Com esta técnica, a extragdo pode ser realizada sem pré-
secagem dos tecidos do peixe. Apds a extragdo lipidica € realizado uma
esterificagdo com hidréxido de trimetilsulfénio (TMSH) e os ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs) que foram determinados por GC / FID. Os resultados
foram comparados com os obtidos apds a extracdo de liquido - liquido de
acordo com o método Bligh e Dyer. Foram utilizados como amostras filés de
cavala (Scomber scombrus) e figado de bacalhau (Gadus morhua). O autor
chegou aos seguintes resultados: que o teor de lipidios obtido apés MAE foi
ligeiramente superior ao obtido com o método Bligh & Dyer. As vantagens do
MAE versus Bligh & Dyer é que ambos os métodos de extragdo mostraram boa
reprodutibilidade, mas MAE tem a vantagem de usar menos material e
solvente. Além disso, os solventes aplicados em outros métodos sdo mais
téxicos e no MAE nfo, portanto, menos poluente. Outra vantagem é que menos
tempo sédo exigidos (40min x 160min para uma amostra), e MAE é mais facil de
executar com varias amostras em paralelo. Uma desvantagem adicional do
o método de Bligh & Dyer € que o teor de agua tem uma grande influéncia na
precisdo dos resultados e cuidado especial deve ser colocado em condi¢des
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6timas. Com a técnica do MAE, no entanto, a 4gua nao teve influéncia nos
resultados. Sendo um método adequado para a extragéo de lipidios.

3.3. Informagdes complementares sobre o método de Soxhlet.

Este método é considerado padréo pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), sendo por isso quase sempre usado como referéncia para
comparagao de resultados obtidos com outros métodos (BROOKS et al., 1998;
JAHAN et al., 2004; KATIKOU & ROBB, 2001; MANIRAKIZA et al., 2001;
RONALD & BARNETT, 2003; VOGT et al., 2002).

A carne bovina in nafura (método 960.39) e ragdo animal (método
920.39) as recomendacgdes da AOAC (1990) envolvem o uso de éter de
petréleo ou éter etilico anidro para extragdo de gordura bruta em amostra seca.
Para desidratagdo, a amostra deve ser misturada com areia e posterior
secagem em estufa a 100 — 120°C durante 6 horas ou a 125°C por 90 minutos.
A extragao propria!;ﬁénte dita deve ser realizada durante um periodo de tempo
variando de 4 a 6 horas, dependendo da taxa de condensacéao.

Para pescado, a AOAC (1990) descreve o método de hidrélise acida
seguida de extragdo da gordura com éter de petrdleo (ponto de ebulicdo
<60°C) no frasco Mojonnier (método 948.15) ou o método rapido de Babcock
modificado (método 964.12). A extragdo com acetona (método 948.16) também
é descrita pela AOAC (1990) para farinha de peixe. Por serem trabalhosas e
demoradas, devido a necessidade de realizar umas hidrélises acidas e varias
outras manipula¢ées da amostra antes de iniciar a extracéo que dura 16 horas,
estes meétodos tém sido pouco citados em pesquisas na area de pescado.

Alternativamente aos métodos da AOAC, existe o procedimento descrito
por Nagakura (1972) que € menos trabalhoso, pois a amostra pode ser secada
na estufa sem a necessidade de ser misturada com areia. A gordura é extraida
com éter etilico durante 16 horas.
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3.4. Informacées complementares sobre o método Bligh & Dyer para

extracdo de lipidics em pescado.

O método de Bligh & Dyer foi publicado em 1959, tendo como titulo “um
método rapido para extracdo e purificacdo de lipidios totais”™ que foi
desenvolvido com o intuito de acompanhar as alteragdes lipidicas em peixes
congelados. O procedimento completo pode ser realizado em cerca de 10
minutos. Para tanto, usa-se também uma mistura de dois solventes, cloroférmio
e metanol, na proporgdo de 1:2. Além disso, a quantidade de agua tissular
presente nas amostras de peixes deve ser rigorosamente levada em conta no
estabelecimento das proporgdes dos solventes visando & extracao efetiva dos
lipidios totais. Uma das vantagens desse método & formagéo de um sistema
bifasico a partir das proporgées de solventes adicionais durante o processo de
extragdo. A formagaoc desse sistema bifasico estd baseado na teoria liquido —
liquido de trés componentes (cloroférmio/metanol/agua).

A determinacdo das solubilidades de cada componente pode ser
avaliada através de um diagrama terndrio de solubilidade de dois liquidos
parcialmente misciveis entre si (cloroférmio e &gua) com um terceiro (metanol),
completamente miscivel nos outros dois. Nos dltimos anos diversos
pesquisadores realizaram trabalhos em que o objetivo foi encontrar o método
mais eficiente para a obtengdo da fragao lipidica desejada e determinar sua
composicdo. Além disso, também buscaram meétodos que ndo alterassem a
qualidade do o6leo e utilizassem solventes menos téxicos que a mistura
cloroférmio e metanol. No entanto, devido a alta eficiéncia que este sistema
apresenta na extracdo de lipidios polares e apolares, nenhuma mistura
alternativa testada recentemente tem obtido o éxito esperado, ou seja, uma
eficiéncia equivalente ao sistema que utiliza um solvente clorado.

Segundo Cecchi o método tem uma série de vantagens em relagéo a
extracéao a quente:

- Extrai todas as classes de lipidios, inclusive os polares que
representam um alto teor em produtos de trigo e soja e sdo importantes para
avaliagdes dietéticas.

- Os lipidios sao extraidos sem aquecimento e os extratos podem ser
utilizados para avaliagdo de deterioracédo dos lipidios através dos indices de
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peréxidos e acidos graxos livres, além da determinagdo do teor de
carotendides, vitamina E, composigéo de acidos graxos e esterois.

- Pode ser utilizado em produtos com altos teores de umidade, além
dos produtos secos.

- A determinagdao completa pode ser realizada em tubos de ensaio
nado necessitando de equipamentos especializados e sofisticados.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas analises utilizando os métodos de
Soxhlet e Bligh & Dyer (1959) adaptado utilizando o agitador de tubos nao foi
observado diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao total de
lipidios extraidos de todas as amostras analisadas, exceto em uma das
amostras de tilapia.

Em relagdo ao tempo de exiracdo no método de Bligh & Dyer (1959)
adaptado, o tempo de duas horas foi suficiente para extragéo dos lipidios para
as amostras de tilapia e uma hora para as amostras de mapara.

O método de Bligh & Dyer (1959) adaptado com o agitador de tubos
apresentou maior praticidade e menor tempo de extragcdo quando comparado
com o método de Soxhlet.

O método Bligh & Dyer adaptado foi eficiente tanto na extragéo de LT
em amostras com baixos teores de lipidios, quanto em amostras com altos
teores de lipidios.

Os valores médios de LT extraidos das amostras analisadas séo
compativeis com os resultados encontrados na literatura.

O método de Soxhlet ainda é considerado o mais eficiente para extragéao
de lipidios.

O tempo de exposi¢do na estufa para retirar toda a agua foi superior ao
da literatura 12 horas, e concluimos que apesar do tempo de exposigdo na
estufa ter sido superior ndo houve diferengas quanto as médias do teor de
umidade comparado aos resultados de Bernardino Filho (2008).

Os dados obtidos na extracdo dos LT no presente trabalho foram
transformados para base umida e comparados com os resultados de outros
autores ndo havendo muita diferencga e reforcando a idéia de que o agitador de
tubos pode ser usado para a extracdo de LT.
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