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APLICAGCAO DO METODO DE BLIGH & DYER PARA EXTRACAO
QUANTITATIVA DE LIPIDIOS TOTAIS EM OSTRA
Ana Claudia Figueiredo de Castro
1. INTRODUGAO

O método mais tradicional usado para se extrair lipidios (gordura ou
6leo) de alimentos é o de Soxhlet. O mesmo consiste na extragdo de gordura
com solvente de baixa polaridade como éter etilico ou acetona. E um método
simples, porém demorado, levando até 16 horas, feito sob alta temperatura em
placa ou manta de aquecimento para volatilizar o solvente (NAGAKURA,1972).
Para facilitar o contato do solvente com os componentes lipidicos e reduzir o
tempo de extracdo, é recomendado realizar uma desidratagao total ou parcial
da amostra (AURAND et al., 1987; PEARSON, 1973). As etapas de
aquecimento deste método, se conduzidas sem controle, podem provocar
mudangas irreversiveis dos componentes lipidicos, como por exemplo,
oxidacdo dos acidos graxos, polimerizacdo e reacdo com proteinas, com
possiveis reflexos na sua recuperacédo quantitativa e no teor de lipidios totais
(LT).

Alternativamente, existem diversos outros métodos para extrair
lipidios, porém os mais citados foram descritos por FOLCH et al. (1957) e
por Bligh & Dyer (1959), conhecidos como métodos de FOLCH e de BLIGH
& DYER, respectivamente. Ambos sdo considerados como métodos de
extracdo a frio dos lipidios totais porque ndo ha necessidade de
aquecimento durante a extracdo, nem secagem prévia da amostra. Além
disso, a amostra pode estar a temperatura ambiente, resfriada ou semi-
descongelada.

Para extracdo de lipidios em pescado, o método de BLIGH & DYER
tem sido usado com sucesso em amostras de peixes (BLIGH & DYER, 1959;
CAULA, 2000; KARAKOLTSIDIS et al., 1995; MAIA & RODRIGUEZ-AMAYA,
1992; MAIA et al., 1983, 1994, 1995, 1999; OLIVEIRA, 1999), de crustaceos
(CAULA, 2003; HEU et al.,, 2003; MATHEW et al., 1999; MIZAEL, 2000;
MOURA et al.,, 2002) e de moluscos (SINANOGLOU & MINIADIS-



MEIMAROGLOU, 1998; LIM et al., 1999; MATHEW et al., 1999; UNO et al.,
2001; ORBAN et al., 2002).

Especificamente para ostras, o método de BLIGH & DYER (1959) foi
também realizado com sucesso, pois nenhum problema foi relatado por
LINEHAN et al. (1999), PAZOS et al. (1996) e SOUDANT et al. (1999). Ao
contrario, dificuldades ocorreram na etapa de filtragdo que foi muito
demorada durante a extracédo de lipidios em ostra (CAULA — comunicagéo
pessoal), contribuindo para a interrupcdo das analises subseqiientes e
divulgacao do resultado de apenas uma amostra analisada (CAULA, 2000).
Alternativamente, o método recomendado pela AOAC foi utilizado na
extracdo de lipidios em ostras (MORAIS et al, 1978; PEDROSA &
COZZOLINO, 2001), enquanto ABAD et al. (1995) extrairam os LT na
amostra seca, usando o método descrito por Beninger & Lucas. Nenhum
comentario sobre o motivo da escolha deste método e nem sua descricdo
constam no trabalho publicado.

Considerando o comentario de CAULA, objetiva-se no presente
trabalho realizar modificagées no método de BLIGH & DYER (1959) visando
melhorar a etapa de filtracdo, com os resultados sendo comparados com
aqueles obtidos pelo método de Soxhlet (NAGAKURA, 1972).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Método de Soxhlet para extragao de lipidios em pescado.

Este método é considerado como padrdo pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), sendo por isso quase sempre usado como
referéncia para comparacdo 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).

Para carne bovina in natura (método 960.39) e racdo animal (método
920.39) as recomendagbdes da AOAC (1990) envolvem o uso de éter de
petréleo ou éter etilico anidro para extragéo da gordura bruta em amostra seca.
Para desidratacdo, a amostra deve ser misturada com areia e posterior
secagem em estufa a 100 — 102°C durante 6 horas ou a 125°C por 90 minutos.
A extragao propriamente dita deve ser realizada durante um periodo de tempo
variando de 4 a 16 h, dependendo da taxa de condensacao.

Para alimentos do mar, a AOAC (1990) descreve o método de hidrélise
acida seguida da extragdo da gordura com éter de petréleo (p.ebuicdo <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 ser trabalhoso e
demorado, devido a necessidade de realizar uma hidrélise acida e varias outras
manipulacdes da amostra antes de iniciar a extragcao que deve durar 16 h,
estes métodos tém sido poucos citados em pesquisas na area de pescado.

Alternativamente aos métodos da AOAC, existe o procedimento descrito
por NAGAKURA (1972) que é um pouco menos trabalhoso, pois a amostra
pode ser secada na estufa, sem necessidade de ser misturada com areia. A
gordura €& extraida com éter etilico durante 16 horas. Este procedimento foi

usado nesta monografia, como descrito em material e métodos.



2.2. Métodos de Folch e Bligh & Dyer para extragdo de lipidios em

pescado.

Em 1957 foi publicado um método simples para isolagéo e purificacéo de
lipidios totais em tecidos animais, tais como, cérebro, figado e musculo de
materiais bioldgicos. Na literatura técnica ele ficou conhecido como método de
Folch e colaboradores, ou simplesmente, método de Folch (FOLCH et al.,
1957). Essencialmente, o método consiste da homogeneizagéo do tecido com
uma mistura 2:1 (v / v) de cloroférmio (CHCI3) — metanol (MeOH) e posterior
lavagem do extrato com 0,2 volumes de agua ou de uma solugcdo salina
visando remover os componentes nao lipidicos do extrato. A principal
desvantagem deste método relaciona-se com os grandes volumes de metanol
(um volume) e cloroférmio (dois volumes) usados na extragdo para cada grama
(mL) da amostra. Para efeito comparativo com o préximo método, supondo
usar 100g de amostra, volumes de 2.000 mL de CHCI; e 1.000 mL de MeOH
serao requeridos, totalizando assim, 3.000 mL.

| As principais etapas deste método sdo mostradas na figura abaixo.

Consultar o trabalho original publicado para obter maiores detalhes.



1) Pesar uma determinada massa de amostra

Admite-se que cada grama de amostra € equivalente a 1mL de agua. Por
exemplo, se for pesado 50g de amostra, o volume de agua sera de 50mL
(outros pesos podem ser usados).

2) Adicionar a mistura de CHCI; e MeOH na proporcao de 2:1.

A propor¢ao entre o volume (ou peso) da amostra e o volume da mistura
deve ser de 1:20 (volume/volume). No exemplo acima, 50mL de agua devera
ser misturado com 20 vezes o volume da mistura de solventes, ou seja, 50mL
H,O x 20 = 1000mL. Para outros pesos, use a relagdo: Volume de solvente
(mL) = 20 x peso da amostra.

3) Extracao dos lipidios da amostra

Misturar o tecido e solvente durante 3 min em equipamento apropriado
(liquidificador com copo de ago inoxidavel, homogeneizador do tipo Ultra-Turrax
ou equivalente, etc.). Nao deve ser usado recipiente de plastico porque ele
pode ser dissolvido pelo cloroférmio e contaminar os lipidios das amostras.

4) Filtracao do extrato bruto lipidico

Filtrar a mistura amostra e solvente em funil Bichner com papel de filtracéo
rapida isento de gordura, em frasco de vidro. Por exemplo, pode ser usado um
kitasato conectado a uma trompa d’agua (vacuo) para acelerar a filtragcéo.
Anotar o volume final do filtrado, que deve ser levado em conta na etapa
seguinte.

5) Lavagem do extrato bruto lipidico

O extrato filtrado é misturado. vigorosamente com 0,2 vezes o volume de
agua ou de uma solugdo salina. Deixar em repouso para separagao de duas
fases. Remover a camada superior (agua + metanol + impurezas) através de
succ¢ao.Transferir para uma proveta graduada e anotar o volume final.

6) Quantificacao do teor de lipidios totais (LT)

Transferir uma aliquota do extrato purificado para uma cépsula tarada,
colocar numa estufa a 100°C/30min, deixar esfriar e pesar. Levar em conta o
volume final obtido em (5) € o peso da amostra (1) para expressar a %LT.

FIGURA 1 — Principais etapas envolvidas na extracdo de lipidios usando o
método de FOLCH.



O método de BLIGH & DYER foi publicado em 1959, tendo como titulo
‘um método rapido para extragcdo 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 dos solventes cloroférmio e
metanol, na proporcdo de 1:2, portanto, diferente da propor¢do 2:1
recomendada pelo método de FOLCH. Além disso, a quantidade de agua
tissular presente nas amostras de peixes deve ser rigorosamente levada em
conta no estabelecimento das proporgées dos solventes visando a extragéo
efetiva dos lipidios totais.

Diferentemente do método de FOLCH (1957), os volumes solventes no
meétodo de BD sédo bastante menores, em funcdo da proporcdo entre
MeOH/CHCls;/Agua ser de 2:1:0,8 na primeira etapa de extragdo e mais um
volume de CHCI; na segunda etapa de extracdo (proporgcédo de 2:2:0,8). Na
aplicacéo tipica do método para musculo de bacalhau, considerado ter 80% de
umidade, entdo 100g de amostra fornecera 80mL de 4&agua, e
proporcionalmente, sendo necessario usar 200mL de MeOH, 100mL de CHCI;
(12 extracdo) e 100 mL de CHCI3 (22 extragdo). Contando com os 100 mL de
agua adicionada na 22 extracdo para atender aos requisitos da
proporcionalidade de 2:2:1,8 entre os solventes e agua, para otimizagédo da
extracdo dos lipidios. Com os volumes de CHCI; usados para recuperar os
residuos de LT na amostra (100 mL) e lavagens das vidrarias (~ 50 mL), o total
ficara em torno de 600 a 700 mL, inferior aos 3 litros no método anterior.
Segundo os autores, o procedimento pode ser adaptado para outros materiais,
bastando para isto observar as propor¢cées entre os solventes e agua tissular.
Por exemplo, no caso da amostra ser farinha de peixe ou racdo onde o
conteudo de umidade é inferior a 80%, o peso da amostra, agua destilada ou
mesmo 0s volumes de solventes podem ser ajustados para atender as
proporcionalidades.

O método original simplificado € mostrado na figura abaixo. Outras
informacdes relevantes podem ser obtidas através da consulta do trabalho
publicado (BLIGH & DYER, 1959).



1) Pesar uma determinada massa de amostra

Previamente deve ser determinado o teor de umidade da amostra visando
definir os volumes solventes nas proporgées recomendadas pelo método
(etapa 2). Por exemplo, se a amostra contém 80% de H,O, admite-se que 100g
de amostra equivale a 80mL de agua.

2) Extracéo dos lipidios da amostra

2.1) Levando em conta a proporgao inicial de 2:1:0,8 (MeOH:CHCI;:H,0)

No exemplo acima, associando 80mL de agua com 0,8 partes, entdo 1 parte de
CHCI; sera igual a 100mL e 2 partes de MeOH correspondera a 200mL.
Misturar o tecido e solventes durante 3 min, de acordo com as recomendacgdes
descritas na etapa 3 do método de FOLCH.

2.2) Aumento da proporgao inicial para 2:2:1,8 (MeOH:CHCI;:H,0)
Adicionar 1 volume de cloroférmio e homogeneizar por 30s. Em seguida,
acrescentar 1 volume de agua e homogeneizar por 30s.

As proporgdes iniciais e finais devem ser obedecidas para outros pesos e/ou
teores de umidade das amostras

3) Filtracdo do extrato bruto lipidico

Filtrar a mistura amostra e solvente em funil Blichner com papel de filtragéo
rapida isento de gordura, em frasco de vidro. Por exemplo, pode ser usado um
kitasato conectado a uma trompa d’agua (vacuo) para acelerar a filtragéo.

4) Proceder nova extragéo do residuo sélido
Apos filtragdo transferir o residuo soélido de volta para o frasco de extracéo,
adicionando 1 volume de cloroférmio. Agitar por 30s.

5) Filtragdao do extrato cloroférmico

Idéntico ao procedimento descrito na etapa 3 acima. Transferir o extrato total
para uma proveta graduada. Deixar em repouso para separacéo de duas fases,
com a camada interfacial isenta o maximo possivel de emulsdes. Anotar o
volume da camada inferior contendo os LT dissolvido em CHCI;, e descartar
atraves de succéo, a camada superior (agua + MeOH + impurezas).

’

6) Quantificagdo do teor de lipidios totais (LT)
Idéntico aos procedimentos realizados no método de FOLCH.

FIGURA 2 - Principais etapas envolvidas na extragcéo de lipidios totais usando o
método original de BLIGH & DYER (1959).



2.3. Teores de lipidios em pescado usando diferentes métodos de
extracoes.

Em ordem cronolégica, a seguir, sdo mostrados os resultados
publicados sobre os teores de lipidios em diversas amostras, com énfase
especial para o pescado, que usaram os métodos de extragéo de Folch, BD e
suas modificacoes.

Dentro da literatura disponivel, o método mais antigo € o de FOLCH et
al. (1957), que foi desenvolvido para tecidos animais. No experimento foi usada
massa branca e cinzenta de cérebro, figado e musculo de animal (ndo
especificado). Nao foi realizado nenhum outro método para comparagdo de
resultados. Os autores comentam que o método é simples e se destina a
preparacéo de extratos lipidios puros, ja que o processo de lavagem remove
essencialmente todos os contaminantes nao lipidicos, com apenas 0,3 a 0,6%
de perda total, dependendo da amostra investigada. Os dados quantitativos
foram direcionados apenas para os rendimentos e recuperagao de lipidios nas
camadas superior (metanol e agua) e inferior (cloroférmio) e sobre o efeito da
lavagem com diferentes tipos de sais, sem, entretanto, mencionar resultados
sobre os conteudos de lipidios totais (LT) nas amostras. Assim, aparentemente,
os autores objetivaram apenas em desenvolver o método para extragéo e
purificacdo LT, sem preocupacgéo com informagdes sobre o contetdo de LT das
amostras.

No desenvolvimento do seu método, BLIGH & DYER (1959)
compararam a extragdo de LT no bacalhau com os resultados obtidos pelos
métodos de Dambergs, AOAC e Folch. Foi constatado que numa amostra, o
método de Bligh & Dyer (média de 0,666%) foi mais alto do que o método da
AOAC (média de 0,625%). Para outra amostra , com teor de LT mais elevado
(média de 0,76%) do que a amostra 1, ndo houve diferenga significativa com o
método de Folch (média de 0,775%), enquanto o método de Dambergs (média
de 0,68%) foi inferior a ambos os métodos. Para outras nove amostras de
peixes frescos, congelados e farinha de peixe, os resultados do método de
BLIGH & DYER (1959) foram todos superiores aos do método de Dambergs.

Um método envolvendo a combinagdo dos métodos de Folch e B&D foi
usado por TREVINO & LEE (1990) para extracdo de lipidios em filés de

mackerel (Scomber scombrus). Os autores resolveram investigar o efeito do



solvente usado, a relagéo entre o peso da amostra e solvente e a proporgdo
dos solventes. O método basico constou da adigdo de 50 mL da mistura CHCls,
MeOH e H,O sobre 5 g de amostra, seguido de homogeneizacao, filtragao,
transferéncia do filtrado para um funil de separagdo graduado, adigéo de 0,5%
NaCl, separagéo das fases e quantificagdo. A maxima extragdo de lipidios na
cavala (5 a 25% LT; 58 a 75% de umidade) ocorreu com uma extracdo simples
usando misturas de solventes variando nas proporgdes de 65:30 a 75:20 de
CHCI; e MeOH, sem necessidade de ajuste do volume de agua para a amostra
Umida. Foi também constatado que o rendimento de LT aumentou com o
aumento da relacao solvente apolar:polar até obtengéo da bi-camada. Uma alta
proporcao entre o solvente e amostra também foi recomendada para completa
recuperacgao de LT na extracao unica.

Por considerar que de uma maneira ou de outra os métodos ja
publicados apresentam problemas, quer por falta de reprodutibilidade e
precisdo, quer por ser muito trabalhoso, demorado e consumir grandes
quantidades de solventes, LEE et al. (1993) decidiram desenvolver um método
simples e rapido de extracdo com alta preciséo e reprodutibilidade baseado no
uso de MeOH e CHCIl; em amostras de peixes magro (bacalhau, Gadus
morhua) e gordo (mackerel, S. scombrus). Foi dito que um dos objetivos foi
melhorar o método de BD, visando extracdo dos LT numa Unica extracdo. As
seguintes variaveis foram investigadas para determinar as condigdes 6timas
para maxima extracao de LT: (1) relagcéo entre o peso da amostra e os volumes
de solventes, que variou de 2 a 14; (2) a proporgéao entre CHCI; e MeOH (1 a
16 + 100% CHCIs). As principais etapas deste método foram as seguintes:

» Homogeneizar a pasta com os solventes por 1,5 min;

> Filtrar em papel de filtragdo rapida dentro de uma proveta graduada;

» Para separar o filtrado em duas fases foi adicionado solugdo aquosa
0,5% NaCl; A solucao foi deixada em repouso por 30 min a 6 horas para
completa separacéo das fases e evitar a formacdo de emulsdo estavel
na interfase;

» Retirar aliquota do extrato, secar em estufa e pesar.

Segundo os autores, o teor de LT foi constante independente do tempo
de repouso e a emulsdo formada contém niveis varidveis de substancias

protéicas, mas que nao provoca impacto significativo na quantificacédo dos LT.
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Descricao completa do método e outras informacbes praticas relevantes séo
fornecidas pelos autores em seu artigo.

O meétodo de BLIGH & DYER foi comparado com outros dois métodos
usando extracdo com hexano:acetona (Hx:Acet) e diclorometano (DCM) em filé
de “whiting fish”, sendo inclusive, avaliado o efeito do peso da amostra sobre o
teor de LT (HONEYCUTT et al.,, 1995). Nao foi fornecido detalhes sobre o
procedimento de extracdo com Hx:Acet e DCM. Os resultados evidenciaram
que o tamanho da amostra teve um efeito significativo sobre os teores de LT,
independente do método usado. As determinacgdes realizadas em amostras de
0,5 a 1,0g foram as mais variaveis. No método de Bligh & Dyer (BD), a amostra
pesando 0,5g (2,07%) diferiu estatisticamente das outras amostras com pesos
de 1g (1,47%), 5g (1,12%), 10g (1,06%) e 100g (1,29%). Todavia, entre estas,
nao houve diferencas significativas. Na amostra pesando 0,5g, o método de BD
nao diferiu da extragdo com Hx:Acet (1,29%), mas ambos foram diferentes da
extracdo com DCM (5,77%). Nos outros pesos de amostras, os trés métodos
variaram de maneira inconstante, ora tendo ou nado diferencas entre os
métodos. Para estes autores, a extracdo com Hx:Acet foi impraticavel para
amostras de 100g, isto também acontecendo para tamanhos de amostra de 50
e 100g na extragdo com DCM. Sem levar em conta os resultados da amostra
de peso 0,5g, as médias obtidas pelos trés métodos foram, respectivamente,
de 1,26% (1,06 a 1,47%), 0,87% (0,63 a 1,00%) e 0,71 (0,28 a 1,14). O método
de BD geralmente apresentou resultados mais altos para todas as amostras de
tamanho maior do que 1,0g.

Pesquisando o conteldo de LT em carcagas de ratos, BROOKS et al.
(1998) compararam quatro métodos de extracéo, envolvendo (1) saponificagéo
da amostra, seguida de extracdo com Hexano (Hx), (2) método de Bligh &
Dyer, (3) método de Soxhlet (Sox), usando DCM:MeOH com o solvente e (4)
método de Goldfisch (Gdf), usando Hx como solvente. Nesses dois ultimos
métodos, amostras desidratadas por secagem com ar e por “freeze dried”
foram também comparadas. O método de BD foi escolhido como referéncia
pelos autores, tendo em vista que ndo existe henhum método padrédo para
determinacédo do teor de LT na carcaga em animais de laboratérios. O método
de saponificagdo apresentou o maior teor de LT (8,81%), sendo

estatisticamente diferente do método de BD (7,84%). Todavia, ambos os
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metodos n&o diferiram significantemente dos outros, que tiveram 8,47% no
métbdo de Sox e 8,72% no método de Gdf nas amostras secas ao ar e 8,66%
no meétodo de Sox e 8,56% no método de Gdf nas amostras “freeze dried”.
Sendo assim, o processo de secagem também nao interferiu na extragdo de
lipidios totais em carcacas de ratos.

Com o objetivo de substituir o cloroférmio, considerado téxico para os
seres humanos, por solventes de baixa toxicidade, UNDELAND et al. (1998)
compararam o meétodo de Bligh & Dyer modificado por Ekstrand e
colaboradores em 1996, com trés sistemas de extracdes compostos por
ALCANOS/ALCOOL/AGUA para extragdo de lipidios no arenque (Clupea
harengus). Como descrito pelos autores, os métodos foram de: (1) Hara &
Radin modificado por Picknova em 1995, que usa Hexano:iso-propanol (Hx:i-
Pro; 3:2) mais agua tissular; (2) Burton e colaboradores publicado em 1985,
usando n-Heptano (n-Hp), etanol (EtOH) e agua tissular e posterior tratamento
com dodecil sulfato de sédio (SDS); e (3) Nilsson e colaboradores publicado
em 1994, que usa Hx:i-Pro (2:1) e agua tissular. Em adigcdo a obtencéo de
resultados sobre o teor de lipidios, os autores verificaram também a influéncia
da modificagdo sobre os conteludos de fosfolipidios (0 componente que mais
variou quantitativamente entre os 4 métodos), acidos graxos livres, tocoferdis,
hidroperéxidos lipidicos e dienos conjugados. Entre os métodos foi constatado
que o método de Bligh & Dyer foi o mais eficiente na extragdo de LT, dando
resultados 15 a 30% mais altos do que os outros trés métodos.

O método de Soxhlet, considerado como padréao por KATIKOU & ROBB
(2001) foi comparado com um método de extracao rapida (8 min por amostra),
denominado de método CEM, um sistema automatico computadorizado para
determinacao simulténea de LT e agua, utilizando secagem via microonda para
umidade, seguida de extracdo dos LT com o solvente DCM. O método CEM
apresentou resultados bastante acurados para amostras individuais, gastando
aproximadamente 8 min por amostra. Amostras de salmdes com teores
variando de 2,0 a 254% foram investigadas. Comparacédo destes métodos
mostrou uma correlagdo linear significante, mas o método CEM foi
consistentemente mais baixo do que o padrédo 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
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condicdes comerciais, enquanto que, para propésitos de pesquisas, um fator
de correcao adicional devera corrigir o método CEM para niveis abaixo de
10%.

O método de Soxhlet, usando acetona e hexano (1:4) no sistema
extrator de Bichi (modo padrédo ou classico, Soxq) foi considerado como
padréo de referéncia para os métodos alternativos de Bligh & Dyer original
(BDo), Bligh & Dyer modificado (BDm), Roese-Gottlieb (RG) e Soxhlet no
modo de extragdo a quente do sistema Biichi (Soxq) que, foram usados para
extragdo de liipidios em amostras alimenticias comuns, tais como, margarina,
ovos, chocolate, leite, frango e farinha de peixe por MANIRAKIZA et al. (2001).
O método de Soxhlet foi conveniente somente para amostras sélidas, e com
excecao do método RG, os outros métodos foram adequados para extragédo de
lipidios de todas as amostras. Para a amostra de farinha de peixe, os seguintes
resultados foram encontrados: 7,2% no BDo, 7,4% pelo BDm, 6,3 pelo RG, 7,9
pelo Soxp e 8,2 pelo Soxg. O valor declarado no rétulo foi de 7,5%. Nao houve
analise estatistica comparativa entre os métodos.

Comparacao de 4 métodos para extracdo de gordura em arenque fresco
(C, harengus) foi investigado por VOGT et al. (2002). Os métodos utilizados
compreenderam: (1) Método de Soxhlet, usando éter de petréleo como método
de referéncia, (2) Torry Fat meter, um aparelho que usa a inter-relagéo entre os
conteludos de agua e gordura para quantificar indiretamente o teor de lipidios,
(3) método de secagem em Microonda, também baseada na relacdo
agua/gordura, (3) método NIR de refletédncia que, estima a quantidade de luz
refletida pela amostra, medida num espectrofotbmetro na regido do infra-
vermelho proxima, e (4) método de Soxhlet (fexIKA) modificado para uso
comercial que usa alta presséo durante a extragéo. O teor de LT extraido pelo
método de Soxhlet teve uma média de 8,6 + 0,51 (CV = 5,93%, n =10),
enquanto o erro padréo dos outros métodos foram de 1,37%, 0,79%; 0,8% e
1,36%, respectivamente. Comparagéo do método de Soxhlet com os demais, a
correlacao foi considerada alta, com respectivamente, 0,84; 0,95; 0,95 e 0,84.
Como conclusdo foi encontrado que o método NIR refletancia reproduz com
mais confianca os resultados do meétodo de Soxhlet. Os outros métodos

apresentaram resultados médios inferiores ao de Soxhlet. O método da Torry
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Fat meter foi mais pratico comercialmente do que o NIR e microonda. Os
métodos de Soxhlet e da Torry foram considerados muito demorados.

Os métodos de Bligh & Dyer, Soxhlet (éter de petroleo) e o sistema de
Buchi (hidrolise acida preliminar a extragdo com éter de petréleo) também
foram comparados durante a extracdo de lipidios em peito de frango, por
JAHAN et al. (2004). Os teores foram de 1,15 £ 0,07%, 0,35 £ 0,04% e 1,12 £
0,05%, respectivamente, para os métodos de BD, Sox e Bichi. As analises
estatisticas mostraram inexisténcia de diferencas entre os métodos de Buchi e
de DB. A influéncia destes métodos sobre os teores de alguns componentes
lipidicos também foram investigados, sendo encontrados resultados bastante
diferentes em funcdo do método empregado. O método de BD teve maior
rendimento para os triacilgliceréis e mais baixos para acidos graxos livres. Ja

os métodos de Biichi e Soxhlet extrairam mais glicerofosfolipidios.

2.4. Composic¢ao centesimal de ostras

A Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos (UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO, 1998) registra os seguintes dados sobre a composigéo quimica
da ostra crua, C. gigas: 79,71% de umidade, 14,19% de proteina, 1,79% de
lipidios totais (método de Soxhlet), 1,36% de cinzas, 2,95% de carboidratos
totais e um valor energético de 85 kcal/100g.

Pesquisas publicadas sobre a composi¢cdo quimica de ostras brasileiras
sao muito raras nos periédicos brasileiros.

O trabalho mais antigo encontrado foi publicado por MORAIS et al.
(1978), que investigaram a composicao aproximada dos tecidos comestiveis de
ostra cultivada Crassostrea brasiliana (Lamarck), proveniente da regiao lagunar
do Estado de S&o Paulo, denominada Cananéia. O método descrito pela
AOAC, versao 1975, foi usado para quantificacéo do teor de gordura. Os dados
quantitativos sobre a composi¢cado centesimal foram os seguintes: Umidade -
87,75 (85,03 — 92,65%), Proteina — 5,68% (4,76 — 7,00%), matéria graxa —
0,72% (0,36 — 1,10%), cinzas — 1,82% (1,23 - 2,29%), glicogénio — 0,76% (0,52
— 1,22%). Os resultados mostram que os meses mais favoraveis para o

consumo destas ostras cultivadas sdo setembro a novembro e marco a abril
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Para a ostra, C. rhizophorae (Fortaleza, Ceara), os resultados
publicados por CAULA (2000), em uma Unica amostra, acusou valores de
83,8% de umidade, 7,6% de proteina, 2,6% de lipidios totais (método de BLIGH
& DYER), 1,5% de cinzas e 4,5% de carboidratos (por diferencga).

Esta mesma espécie foi pesquisada por PEDROSA & COZZOLINO
(2001), que notaram, com excecdo do teor de umidade e da fracdo Nifext,
aumento dos macro-nutrientes presentes na cozida em relacéo a da ostra crua,
que tiveram, respectivamente, 79,71 e 76,97% de umidade, 14,19 e 15,82% de
proteina, 1,79 € 2,62% de LT (método de SOXHLET), 1,36 e 1,69% de cinzas e
2,95 e 2,90% de carboidratos (fracdo Nifext, obtida por diferenca).

No exterior, a composigéo do pescado foi divulgada na reviséo feita por
MURRAY & BURT (1969), sendo relatado para a ostra, Ostrea edulis, os
seguintes dados: Umidade (77 — 83%), proteina (8,6 — 12,6%), lipidios totais
(1,1 - 2,5%) e valor energético (79,5 — 101,4 kcal/100g).

Para PAZOS et al. (1996) o conteudo de lipidios totais na ostra C. gigas
de origem italiana e cultivada na Galicia (Espanha) apresentou variagcédo
sazonal no teor de lipidios totais, e que isto estava correlacionado com a
concentracao da disponibilidade da concentragao de fitoplancton e ciclo sexual.
Esta variacdo se deve principalmente, as mudancas nos triacilglicerois, a
classe lipidica predominante. O método de descrito por Beninger & Lucas em
1984 foi utilizado para extracéo e quantificado segundo o método colorimétrico
de Marsh & Weinstein publicado em 1966. Infelizmente, os resultados foram
expressos em forma de grafico, numa escala impossivel de estabelecer o valor
encontrado pelos autores.

Ostras, C. virginica mantidas em varias estacbes de cultivos em
Washington (EUA) foram analisadas por MALTA et al. (1998), quanto aos
teores de umidade e de lipidios extraidos pelo método de Bligh & Dyer (1959).
A concentracdo média no tempo zero de cultivo foi de 82,1% de umidade e de
1,00% de LT. Apos 62 dias, a concentracdo média de agua nas ostras das
estagdes variou de 81,9% a 86,1%, enquanto nas amostras individuais, esta
variacao foi de 81,2 a 86,4%. Para o teor de lipidios, o contelido variou de 0,27
a 1,38% nas ostras das estagdes, e, individualmente, a variagéo foi de zero a
1,53%.
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A composicdo quimica da ostra do Pacifico, C. gigas da Irlanda, num
periodo de 13 meses foi investigada por LINEHAN et al. (1999), sendo
encontrado, em base Umida, os seguintes valores: Umidade — 75,3% (73,0 -
79,5%), glicogénio — 6,5% (5,1 — 10,1%), proteina — 10,5% (9,9 — 14,3%),
lipidios totais — 1,9% (1,7 — 2,1%) e cinzas — 1,7% (1,0 — 3,0%).

Ostras do Pacifico, C. gigas, de trés anos de idade cultivadas na baia de
Marennes Oléron (Franga) foram analisadas por SOUDANT et al. (1999), nos
meses de abril a julho, correspondendo ao periodo reprodutivo e de desova
naturais e artificiais. Os lipidios totais (LT) foram extraidos de amostras
liofilizadas de acordo com o método de FOLCH et al. (1957) modificado por
Ways & Hanahan em 1964. O conteudo de lipidio aumentou e se acumulou nas
gbnadas, mas em maior extensao sob condi¢cbes naturais. A proporgcédo de LT
durante o curso reprodutivo artificial aumentou durante as primeiras 6 semanas
de 16 a 17,5% em base seca, permanecendo estavel até a desova. Nas ostras
naturais o LT aumentou de 16 a 21%., porém nao houve diferenga estatistica

significativa entre as ostras naturais e artificiais.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencao das amostras

Seis (6) amostras de ostra nativa ou do mangue, Crassostrea
rhizophorae foram adquiridas em um ponto comercial de Fortaleza — Ceard, no
estado congelado. Cada amostra era composta por um lote de cerca de 50
unidades, totalizado aproximadamente 300 individuos.

3.2. Preparo das amostras para analise

No Laboratério de Recursos Aquaticos (LARAq) do Departamento de
Engenharia de Pesca da UFC, as ostras foram lavadas com agua corrente
para retirada de sujidades externas nas valvas, sendo entdo pesadas e
abertas com auxilio de faca pontiaguda. A por¢cdo comestivel foi retirada,
colocada dentro de um béquer, para em seguida, proceder uma filtracédo em
peneira comum de plastico durante cerca de 15 min., para drenagem do
liquido naturalmente presente dentro das ostras. Encerrada a drenagem,
mediu-se o volume do liquido drenado e os 6rgéos internos foram pesados,
para em seguida serem homogeneizados em mini-processador até obtencéo
de uma massa uniforme que foi utilizada para as determinagées quimicas.

3.3. Determinagdes quimicas

3.3.1. UMIDADE - determinada em triplicata, através de secagem realizada em
estufa 105°C, até atingir peso constante (NAGAKURA, 1972).

3.3.2. PROTEINA TOTAL - avaliada em ftriplicata, através da quantificacdo do
nitrogénio total (NT), usando o método semi-micro Kjeldal descrito por
PEARSON (1983). Para conversao de NT em proteina foi usado o fator 6,25.
3.3.3. CINZAS - determinada em ftriplicata, através de incineragcdo da amostra
por 5 h na temperatura de 600°C em forno Mufla (NAGAKURA, 1972).

3.3.4. LIPIDIOS TOTAIS - foram usados os métodos de Soxhlet (método de
referéncia) e de Bligh & Dyer (1959) modificados pela adigdo e subtragcdo de

agua.

(A) Método de Soxhlet descrito por NAGAKURA (1972)

O procedimento foi realizado da seguinte maneira:
® Pesar 4 a 5 g da amostra Umida dentro um béquer de 50 mL, numa

balanga semi-analitica (4,00 — 5,009).
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® Adicionar sulfato de sodio anidro sobre a amostra misturando-os com o
auxilio de um bastéo de vidro até obtengéo de uma mistura semidesidratada
de aspecto farinaceo.

® Transferir cuidadosamente a mistura para dentro de um cartucho
cilindrico feito com papel filtro (apoiado dentro de um béquer de 100 mL),
usando uma pequena espatula de aco inoxidavel. Para transferéncia
quantitativa, limpar os vestigios de amostra dentro do béquer, no bastéao de
vidro e na espatula, usando para isto pequenos pedacos de algodao,
segurando-os sempre com uma pinga de acgo inoxidavel. Repetir esta
operacao em quantidade suficiente para limpeza total do béquer, bastao e
espatula, porém, nunca esquecendo de colocar os algoddes de limpeza
dentro do cartucho. Continuar a limpeza do béquer, bastdo e espatula,
agora com o algodao umidificado com acetona, permitindo o gotejamento
do solvente sobre o algodao anteriormente colocado dentro do cartucho.
Finalmente, colocar um chumago maior de algoddo na boca do cartucho e
dobrar as bordas do papel para evitar possiveis escapes de material sélido
de dentro do cartucho.

® Colocar o cartucho dentro do extrator (E). Montar todo o conjunto de

Soxhlet como mostrado na figura 3.

Qrificios dosconsensadores

Condensador
Liebig (bola)
Sifao

Extrator

Chapas de

Baldo coletor —— :
: ., agquecimentos

7 a
Reostatlo {t:ontréie de temperatur }

FIGURA 3 — Conjunto Soxhlet ou bateria de Sabellin usado para extracao
de gordura pelo método de Soxhlet.
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® Adicionar acetona (solvente de extragdo) através dos orificios dos
condensadores, em quantidade suficiente para provocar a sifonagdo do
liquido para dentro do baldo coletor (B), previamente pesado. Apds parar a
sifonacao, adicionar mais solvente dentro do extrator até a metade da altura
maxima do sifao.

®» Abrir a torneira de agua para permitir sua passagem pelo condensador
(C). Quando o fluxo ficar continuo, ligar a fonte de aguecimento (reostatos)
na intensidade maxima, ficando assim, até os primeiros sinais de ebulicao
do liquido dentro do baldo coletor e/lou gotejamento do solvente na
extremidade inferior do condensador. Quando isto acontecer, reduzir a taxa
de aquecimento para intensidade média (posicoes 4 a 6).

® Deixar acontecer varios ciclos de vaporizagdo, condensacao e sifonagéo
dentro de um periodo de tempo continuo de 16 horas ou de modo
descontinuo, por dois dias.

®» Concluida a extracédo, colocar uma tela de amianto entre a chapa de
aquecimento e o baldo receptor, remover o condensador, retirar o cartucho
de dentro do extrator usando uma pinga de aco inoxidavel. Recolocar o
condensador no extrator, retirar a tela de amianto e recuperar o solvente
dentro do extrator, porém, evitando sua sifonacao de volta ao baldo coletor.
Se necessario repetir estas operacdes para reduzir o maximo possivel o
solvente dentro do baldo coletor, contudo, tendo o cuidado de ndo secar
totalmente para ndo queimar a gordura, que interferird nos dados
guantitativos.

® Retirar o baldo coletor do sistema, colocar numa estufa a 105°C durante
30 a 60 min para assegurar total evaporacao do solvente e tracos de agua
dentro do balao.

® Retirar o baldao da estufa, colocar dentro de um dessecador evacuado,
deixar esfriar a temperatura ambiente, entdo pesar, em balanga analitica
(precisao: 0,1mg).

® Calcular o teor percentual de LT na amostra Umida.
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(B) Método de Bligh & Dyer modificado
No método original de Bligh & Dyer (1959), como descrito no item 2.2 da

revisdo de literatura, a agua foi adicionada na etapa 2 (22 extragdo) visando
elevar a proporgao final para 2:2:1,8, e com isto, obter a maxima extracdo dos
LT da amostra. Na presente pesquisa, a modificacdo fundamental realizada
envolveu a participacdo da agua no processo de extragdo. Como primeira
modificagcdo, a agua foi mantida do processo de extragdo(BD c/agua), porém
sendo adicionada sobre o residuo sélido ap6s a primeira filtracdo. Na outra
modificagéo, a agua foi suprimida da extracédo (BD s/ agua).

Independente do método modificado, manteve-se a proporgéo inicial de
2:1:0,8 entre MeOH/CHCI3/H,0 tissular. Para isto, determinou-se previamente
o teor de umidade da amostra.

Para extracéo dos LT utilizou-se um agitador mecénico Ultra-Turrax com
haste de aco inoxidavel e uma palheta tipo borboleta montada na sua
extremidade inferior, girando numa velocidade controlavel de 5.000 rpm. Os
procedimentos completos destes métodos modificados sdo mostrados no
QUADRO 1.

3.4. Analise estatistica

Os resultados comparativos entre os métodos foram analisados
estatisticamente empregando-se a andlise de variancia unifatorial (ANOVA).
Em caso de rejeicado da hipétese (Ho), as médias foram comparadas utilizando
o teste de Tukey, no nivel de significancia de 5%, realizados conforme
CENTENO (1999) e MONTGOMERY (1976).
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QUADRO 1 - Procedimentos realizados durante a extragdo de lipidios pelos
métodos de BLIGH & DYER (1959) e BLIGH & DYER (1959) modificados, em
ostra do mangue, Crassostrea rhizophorae.

Etapas realizadas

Descrigdao das etapas

BD' BD BD
clagua’ slagua’

(1) Pesar a amostra dentro do frasco extrator X X X
(2) Adicionar MeOH e CHCI3 proporcional ao
volume de agua na amostra visando manter a = x X X
proporgédo 2:1:0,8. Agitar no Ultra-Turrax a
5.000 rpm por 2 min.
(3) Filtrar com vacuo em funil Bichner e papel
de filtrac&o rapida. N X X
(4) Transferir o residuo sélido (ostra + papel)
para o frasco extrator. N X X
(5) Adicionar CHClj3, elevando a proporgao para X X X
2:2:0,8. Agitar por 30 s.
(5) Adicionar H,O elevando a proporgao para X X N
2:2:1,8. Agitar por 30 s.
(6) Filtrar com vacuo em funil Biichner e papel X X X
de filtragao rapida.
(7) Transferir o residuo sélido (ostra + papel) X X X
para o frasco extrator.
(8) Realizar nova extragdo com CHCI;, usando X X X
o Ultra-Turrax por 2 min.
(9) Filtrar com vacuo em funil Buchner e papel X X X

de filtracao rapida.

(10) Transferir o extrato para uma proveta

graduada. Deixar em repouso para separagao

das fases superior (agua + MeOH + impurezas X X X
nao lipidica) e inferior (CHCI; + LT). Anotar o

volume de CHCIl;, e descartar a camada

superior por sucgao a vacuo.

(11) Transferir 3 aliquotas de 5,0 mL do extrato

CHCI; para capsulas de aluminio taradas.

Evapor o solvente em estufa a 105 °C por 30 X X X
min. Deixar esfriar a temperatura ambiente

dentro de um dessecador a vacuo, entdo pesar

em balanga analitica.

(12) Calcular o teor de lipidios levando em

conta o volume da aliquota, o volume total da X X X
camada CHCI; e o peso da amostra.
' BD = método de Bligh & Dyer original; N: Qdo etapa néo realizada.

2BD c/agua = método de Bligh & Dyer modificado ;
® BD s/agua = método de Bligh & Dyer modificado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Comparacao entre os métodos de Soxhlet e de Bligh & Dyer
modificados.

Em fun¢do da comunicagéo pessoal de CAULA, narrando ter encontrado
enormes dificuldades na operacéo de filtracdo da amostra durante extracao de
lipidios na carne de ostra usando o método original de BLIGH & DYER (1959),
foi testado também no presente experimento, a aplicagdo deste método por
duas vezes, tendo sido confirmando as observacdes de CAULA.

Por isso, algumas tentativas de modificacées foram realizadas com o
objetivo sempre de aperfeicoar a etapa de filtracdo. Os relatos experimentais
acham-se descritos abaixo:

(1) Adicao de acido tricloroacético (TCA) a 7,5% (30 mL), com o objetivo de
desnaturar as proteinas e hidrolisar as ligagdes dos lipidios com
carboidratos e proteinas, seguindo-se entdo todas as etapas do método de
BLIGH & DYER (1959) original. A filtragdo também néo foi concluida, sendo
por isso descartada a amostra sem quantificagéo do teor de lipidios.

(2) Adicao de 20 mL de TCA a 30% e uso do método de Bligh & Dyer. A
filtragéo foi completa, porém um pouco demorada. Na proveta, o extrato
apresentou-se com 5 camadas, com a camada inferior apresentando uma
coloracédo verde amarelado, com 5,6% de LT, valor inesperadamente alto
em relacdo a revisao de literatura feita e aos resultados desta monografia.

(3) Com o intuito de verificar a influéncia sobre a velocidade de filtracdo, foi
testado o uso de areia do mar (20g), que foi adicionada no frasco extrator
antes da filtracdo do extrato bruto do método de Bligh & Dyer (FIGURA 2).
Em relacdo ao método original de BD, a filtrag&o foi concluida, mas também
foi lenta. Um teor razoavel de 2,3% de LT foi encontrado na camada
cloroférmica.

(4) Também foi comparado o uso dos métodos de FOLCH (1957) e de BLIGH
& DYER (1959) com areia (40g), tendo sido encontrados teores de 2,7% e
de 1,5%, respectivamente. Ndo houve demora na filtracdo no método
FOLCH, enquanto esta continuou sendo demorada no método de BD.
Como a adicdo de areia ndo tornou a filtracdo mais rapida do que se

esperava, esta terminou sendo descartada. Ja o método de FOLCH deixou
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de ser usado em fungdo dos grandes volumes de solventes utilizados para
extracdo dos lipidios. No presente experimento, as quantidades de
amostras estavam na faixa de 20 a 25¢g, sendo entdo necessario usar de
400 a 500 mL de metanol e 200 a 250 mL de cloroférmio, um problema em
relacdo ao tamanho do frasco extrator disponivel. Os volumes de MeOH e
CHCI3; no método de BD seriam algo em torno de 50 e 25 mL, quantidades
proporcionais ao volume de agua na amostra.

Finalmente, foram testadas as modificacées no método de BD,
principalmente na adicdo ou eliminagdo de agua depois de mantida a
primeira proporcionalidade entre os solventes (QUADRO 1),0s resultados

comparativos estdo mostrados na TABELA 1.

TABELA 1 - Quantificacdo percentual de lipidios em carne de ostra,

Crassotrea rizophorae extraidos pelos métodos de SOXHLET e BLIGH &
DYER (BD) modificados.

Amostras Método de Soxhlet

Métodos de Bligh & Dyer modificados

(%) BD c/agua (%) BD s/agua (%)
1 1,5 1,7 1,5
2 2,3 1,1 1,3
3 1,3 1,5 1,6
4 1,3 0,9 1,5
5 0,9 1,4 1,4
6 0,9 0,9 1,5
Média 1,37 + 0,52 1,25+ 0,33 1,47 £ 0,10

Os resultados foram muito préximos entre si, a maior quantidade

extraida ocorreu com o método de BD sem agua e o menor para o método de

BD com adigéo de agua.

O teste de ANOVA indicou a aceitagdo da hipotese de nulidade (Ho)

para a variavel LT, ndo ha diferencas estatisticas(p < 0,05) nos teores de

lipidios extraidos pelos 3 métodos devido ao valor F calculado ter sido menor

do

F critico (TAB.2). Como n&o houve rejeicdo da hipétese Ho nao foi

necessario realizar o teste de Tukey (CETENO, 1999; MONTGOMERY, 1976).
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TABELA 2 - Resultados estatisticos do teste de analise de varidncia
unifatorial (ANOVA).

Analise de variancia unifatorial

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
Metodo de 6 8,2 1,366667 0,266667
Soxhlet
Método de 6 75 125 0,111
B&D c/agua
Método'de 6 8,8 1,466667 0,010667
B&D s/agua
ANOVA
Fontede saQ GL Variancia F calculado ValJor P F critico
Variacao

0,141111 2 0,70556 0,545064 0,590865 3,682317
Entre grupo
Dentro dos 1,941667 15 0,129444
grupos
Total 2,082778 17

Os dados da TABELA 1 estdo apresentados no grafico abaixo.

Soxhlet
= B&D1
0o B&D2

LT (%)

1 2 3 4 5 6
Amostras

FIGURA 4- Dados comparativos entre os teores de lipidios em ostra extraidos
pelos trés métodos.
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Pelos dados mostrados na Tabela 1, nota-se que o método de Soxhlet
apresentou maior variabilidade entre as amostras (CV = 37,9%), seguido em
menor intensidade pelo método de BD com agua (CV = 26,4%). O método de
BD sem uso de agua apresentou menos variagdo com coeficiente de variagdo
de 6,8%. Este comportamento nao deve ter sido devido as diferencas entre as
amostras, mas sim, provavelmente, pelas excessivas manipulagdes no método
de Soxhlet, como no caso da transferéncia quantitativa da amostra para dentro
do cartucho de extracdo (resultados inferiores aos outros métodos) ou
presenca de particulas sélidas das amostras dentro do frasco coletor
(resultados superiores). Ja a variabilidade intermediaria do método de BD
c/agua pode ser devido aos resultados inesperados nas amostra 4 e 6, onde o
método de BD sem agua acusou valores de 1,5%. Em funcdo destes fatos
considera-se o método de BD sem agua como o mais confiavel e simples para
extragao de lipidios em ostras.

O teor médio de LT encontrado na ostra desta pesquisa, por qualquer
método usado, foi um pouco inferior aos valores descritos para a mesma
espécie por CAULA (2000) (2,6%) e pela Tabela Brasileira de Composicédo de
Alimentos da USP (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 1998), que registra um
teor de 1,79% para a ostra crua, C. rhizophorae de Natal, quantificado pelo
método de Soxhlet por PEDROSA & COZZOLINO (2001). Em compensacéao,
resultados inferiores foram encontrados por MORAIS et al. (1978) para a ostra,
C. braziliana, que teve média de 0,72% (0,36 — 1,10%). Diferencas entre
espécies ou mesmo de métodos podem ser os fatores responsaveis pelos
dados discrepantes desta pesquisa em relacdo aos de Morais et al. (1978). Ja,
o resultado superior de CAULA (2000) néo pode ser levado em conta porque
foi analisada apenas uma amostra pelo método original de BLIGH & DYER
(1959), com problemas na fase de filtracao.

Embora diferengas de espécies possam explicar possiveis resultados
diferentes, parece que ostras de diferentes espécies, de modo em geral,
apresentam teores de lipidios baixos, variando na faixa de 1,1 a 2,5%
(MURRAY & BURT, 1969), de 0,0 a 1,53% (MALTA et al., 1998) e de 1,7 —
2,1% (LINEHAN et al., 1999).
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Dessa maneira, estudo comparativo dos resultados da literatura e
aqueles obtidos no presente experimento, permite afirmar que os trés métodos
utilizados foram adequados para extracdo de lipidios em ostras e por ter sido
resolvido o problema da demora de filtragdo do método original de BLIGH &
DYER (1959), recomenda-se o uso do método de BD modificado sem adicédo

de agua para extragdo de lipidios em ostras, C. rhizophorae.

4.2. Relacao entre os teores de lipidios extraidos pelos trés métodos e a
composicao quimica.

O desempenho dos trés métodos de extragcdo também foi comparado
através da soma dos teores dos nutrientes. E de conhecimento geral, que em
amostra, contendo ou n&o carboidrato, a soma percentual dos seus
componentes deve situar-se em torno 100%. Isto € mostrado através das

férmulas seguintes:

p X {%HEO + %PT + %LT + %CZ) = 100% | (formula 1)

% CHO =100% =— X {0/°H20 + %PT+ %LT+%CZ) | (formula 2)

onde,

PT = proteina total;
LT = lipidio total;
CZ=cinza &

CHO = carboidrato.

Estes relagdes foram levadas em conta nos resultados relacionados na
Tabela 2.
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TABELA 3 — Resultados sobre os teores de umidade, proteina, cinza, lipidios e

carboidrato das seis amostras de carne de ostra, Crassotrea rizophorae.

Amostra 1 2 3 4 5 6  Média + dp' (%)

UMIDADE 90,6 89,9 869 87,0 8,0 90,0 88,40 + 1,98
PROTEINA 7.0 7.5 80 B0 80 TD 7.58 + 0,49

CINZA 0,8 1,6 1.5 414 18 19 1,47 + 0,44
TOTAL (A) 984 990 964 96,1 959 989 97,45 + 1,46
LIPIDIO 1,5 2.3 1%: 415 08 048 1,37 + 0,52
SOXHLET (B)
LIPIDIO 1.7 1.1 15 09 14 08 1,25+ 0,33
B&D c/agua (C)
LIPIDIO 1,5 1,3 i858 415 14 15 1,47 + 0,10
B&D s/agua (D)

TOTAL(A+B) 999 101,3 97,7 974 96,8 99,8 98,82 £1,77
TOTAL(A+GC) 1001 1001 97,9 B70 973 988 98,7 £ 1,46

TOTAL(A+D) 99,9 1003 98,0 976 97,3 1004 98,92 + 1,43

CARBOIDRATO 0,1 , 98 28 32 02 1,68 + 1,43
100 — (A + B)
CARBOIDRATO - : 24 80 27 02 2,0+1,26
100 — (A + C)
CARBOIDRATO 0,1 = o S SO o A 1,80 +1,17
100 — (A + D)

"dp = desvio padrao;
2 Carboidrato obtido por diferenca para cada método de extracdo de lipidios.

Verifica-se pelos dados na tabela 3, que apenas na amostra 2, o total de
100% foi excedido. Isto pode ser um reforgo para os comentarios realizados na
seccéao anterior, onde possiveis presencas de fragmentos de amostra poderiam
estar contribuindo para o valor elevado de 2,3% no método de Soxhlet em
relacdo aos valores mais baixos encontrados nos métodos de Bligh & Dyer
modificados. Os valores acima de 100% nas amostras 1 e 2, envolvendo o teor
de LT extraido pelo método de C ( c/agua) acha-se dentro do limite de
aceitacao da variabilidade da composicdo quimica. Todavia, isto podera ser
uma falha do método ou falhas do operador, tendo em vista a previsivel
presenca de carboidratos em ostras (MORAIS et al. (1978), LINEHAN et al.,
1999; PEDROSA & COZZOLINO, 2001) ou pelos resultados das amostras em
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que a soma nao atingiu o teor de 100% (Tabela 3). Estes mesmos comentarios
podem ser feitos para o método de BD sem agua, onde as amostras 2 e 6,
atingiram o valor aceitavel em torno de 100%, mas que levando em conta a
presenca de carboidratos, conduziram aos valores absurdos acima de 100%.
Isto serve de alerta para futuras pesquisas, onde criteriosos controles das
analises devem ser seguidas para evitar resultados inesperados. Assim fica a
davida sobre a presenga segura ou nido de carboidratos na ostra analisada
neste experimento.

Um resumo dos dados sobre a composicdo centesimal da ostra do
mangue é mostrado na Tabela 4.

TABELA 4 - Composicdo quimica centesimal média da ostra, Crassotrea

rizophorae.

Nutrientes Valores médios
Umidade 88,40%
Proteina 7,58 %
Lipidios' 1,36%
Cinza 1,47%
Carboidrato? 1,19%
Valor energético 49,56 kcal/100g

'Valores médios referentes a média dos trés métodos de extracdo (tabela 3)
*Teor de carboidrato obtido por diferenca: (100 — soma dos outros nutrientes).

Nesta tabela, o teor médio de lipidios € o resultado do calculo
envolvendo as médias dos trés métodos de extracdes (tabela 3), tendo em
vista a inexisténcia de diferencas estatisticas entre eles. Levando em conta
esses resultados finais, o teor médio de carboidrato, obtido por diferenca, foi
préximo de 1,2%.

Em termos de umidade, a média foi superior aquela relatada para a ostra
de Natal que teve 79,7%. Esta diferenca contribuiu para as diferencas nos
teores dos outros nutrientes registrados para a ostra de Natal (PEDROZA &
COZZOLINO, 2001; UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 1998) e para ostras de
diferentes espécies do exterior (MURRAY & BURT, 1969; LINEHAN et al.,
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1999). O valor mais préoximo relatado foi para C. virginica dos Estados Unidos
que teve uma faixa de 81,9 a 86,1% (MALTA et al. 1998).

A ostra pode ser considerada como um nutriente de baixo valo calérico
pois seu conteudo energético foi de cerca de 50kcal/100g de amostra, o que
em termos de requerimentos para os seres humanos, numa dieta de referéncia
de 2000kcal, contribui apenas com 2,5% das necessidades diarias.

4.3. Dados complementares sobre as ostras, C. rhizophorae pesquisadas.

Os dados sobre os rendimentos das partes comestiveis como um todo e
do volume de agua drenado durante o processo de aberturas das ostras estéo
mostradas na Tabela 5.

| TABELA 5 - Informacées sobre rendimento da parte comestivel e liquido

drenado de ostra, C. rhizophorae.

Broates ostras Peso Peso Parte comestivel Liquido drenado
total médio
(n) @) @) Peso o Volume 02
(9) (mL)

1 56 1.957,82 349 127,39 6,5 107 5,6
2 83 1776,73 336 17285 9,7 ¥is 42
3 58 2.008,177 346 127,01 6,3 115 5.7
4 50 2.006,91 40,0 144,71 1.2 95 47
5 56 2.271,87 40,6 90,95 4.0 180 7,9
6 51 1.82208 357 11375 6,2 140 A
MEDIA 36,6 129,46 6,6 118,7 6,0

@ Calculado em relag&o ao peso total da amostra.
Percebe-se que a parte comestivel de ostra teve baixo rendimento em

relacao ao seu peso total. O rendimento médio foi de 6,6%.

Embora as ostras sejam consideradas organismos filtradores de agua, o
que se espera a presenca deste nutriente dentro das valvas, mas ndo em
quantidade téo relevante ao ponto de se aproximar em termos de volume, em
torno de 6,0%, portanto préximo da parte comestivel. Para padronizagcédo da
metodologia de umidade em ostras, entdo sugere-se que o processo de
drenagem ser conduzido ou n&o. Se for realizado, deve-se definir o tempo
padrdo para a drenagem ser realizada, para em seguida a amostra ser

homogeneizada para as determinagdes quimicas.
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5. CONCLUSOES

(1) Mediante resultados obtidos através dos métodos utilizados, o de
BLIGH & DYER (1959) e o de SOXHLET( NAGAKURA,1972), ndo ha diferenca
entre um e outro no tocante a determinacédo do total de lipidios presente em
ostras.

(2) Em relagéo a padronizacdo do método de BLIGH & DYER (1959) foi
comprovado que o uso da agua durante a filtragéo sé retarda a mesma, entéo é
melhor n&o utiliza-la, deixando apenas o metanol e o cloroférmio junto com a
amostra no momento de filtrar a mistura, sem interferir no resultado final da
extracao.

(3) De acordo com a quantidade de lipidios totais encontrados na ostra,
a mesma pode ser considerada uma espécie magra ja que apresentou baixos
teores.

(4) Quanto ao teor de proteinas a ostra apresenta baixo teor, sendo

portanto, considerado como um alimento de baixo teor protéico.

(5) Considerando o baixo valor calérico recomenda-se o consumo de

ostras para seres humanos que necessitam controlar suas dietas.

(6) Os resultados sobre a composicdo quimica centesimal da ostra
acham-se dentro dos resultados divulgados pela literatura, mas o teor de

umidade foi mais elevado quando comparados com todas essas amostras.

(7) os dados sobre rendimento da parte comestivel da ostra foi muito
baixo em relacdo ao peso total, sendo equivalente a presenca de agua

drenada.
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