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RESUMO

O presente trabalho téve como objetivo principal realizar um estudo
comparativo entre o0s métodos de Soxhlet (Nagakura,1972) e Bligh &
Dyer(1959) para extragcdo quantitativa de lipidios em pescado. No primeiro,
chamado de método & quente, usa-se aquecimento e um solvente orgénico de
baixa ou média (PL) através de cromatografia em coluna aberta de silica gel 60
( 70- polaridade, tal como, hexano, éter de petréleo, éter etilico ou acetona. Ja
o método de Bligh & Dyer, chamado de método & frio, utiliza a mistura (2:2:1,8)
respectivamente de cloroférmio, metanol e agua (solventes de média e alta
polaridade). Os lipidios totais (LT) foram fracionados em classes de lipidios
neutros ( LN), e fosfolipidios 230 mesh). No método de Soxhlet, utilizou-se
acetona (média polaridade) como solvente. Amostras de curimata, Prochilodus
cearensis, coletadas nos meses de maio a outubro/2004 foram analisadas
.Elas foram adquiridas em  pontos de comercializagdo (mercados,
supermercados, feiras-livres) da maneira como s&o vendidas ( fresca, resfriada
ou congelada). Com respeito a composi¢cado quimica centesimal és minimas e
maximas encontradas, respectivamente, foram as seguintes: umidade-73,0 e
75,7% proteina total — 17,5 e 19% , cinzas- 1,0 e 1,3% , carboidratos —‘0,6 e
2,0% .Os resultados comparativos entre os méiodos mostraram que a m“édia
final praticamente foi a mesha para 0 métodb de Bligh & Dyer (5,4%) e
Soxhlet (5,1%). Em ambos os métodos as classes de LN foram majoritarias
apresentando mais que o triplo em relacéo aos PL, obtendo a seguinte média
de 85,5% de LN e de 13,4% de PL para o método de Bligh & Dyer e de 88,1%
de LN e de 8,8% de PL para o método de Soxhlet. Com exce¢do do més de
setembro , o0 método de Soxhlet extraiu mais LN do que o método de Bligh &

\/
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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS METODOS DE SOXHLET E BLIGH &
DYER PARA EXTRACAO DE LIPIDIO TOTAL NA CURIMATA COMUM,

Prochilodus cearensis , E SEPARAGAO DAS CLASSES LIPIDICAS.

Francisco Walber Soares Aratjo

1. INTRODUGAO

Entre os peixes de agua doce potenciais para a aquicultura no Brasil
destacam-se aqueles da familia Prochilodontidae (GODQY, 1975; IHERING &
AZEVEDO, 1934; SAINT-PAUL,1986). Os membros desta familia apresentam
larga distribuicdo geografica em toda a América do Sul, sendo encontrados nas
bacias Amazénica, do Orenoco, das Guianas, do Nordeste brasileiro (por
exemplo, no Rio S&o Francisco), do Parana, Uruguai e Paraguai, do Leste
brasileiro (por exemplo, no Rio Paraiba do Sul) e da Patagénia ( Argentina).

As espécies do género ‘Prochilodus sdo de importancia comercial em
todas as regides do Brasil, em especial do Nordeste brasileiro, devido a sua
possibilidade de adaptagdo em diferentes ambientes aquaticos, grande
facilidade de reprodugdo artificial, alta precocidade e prolificidade, regime
alimentar e, principalmente pela sua grande aceitagédo pelos habitantes
(FONTENELE, 1953; IHERING, et al.1934). Exemplares medindo 60 crﬁ e
pesando 2 kg s&o comuns entre os P.nigricans (SAINT-PAUL, 1986), enquanto
exemplares com até 77cm de comprimento e 8,2kg de peso foram encontradas
em fémeas de P. scrofa (GODQY, 1975).

Por tratar-se de uma espécie muito consumida pela populagcéo brasileira,
os peixes Prochilodus tém sido investigados quanto a sua composi¢do quimica
aproximada (GURGEL & FREITAS, 1972; JUNK, 1985; LESSI, 1968a; MAIA et
al., 1983a, 1999), enquanto, GURGEL & FREITAS (1977), investigaram a
variagao estacional do teor de gordura de P. cearensis.

A composi¢do em aminoébidos, acidos graxos e classes lipidicas do
curimbata, P. scrofa do Estado de Sdo Paulo foram determinadas por LESSI
(1968b), MAIA et al. (1983a) e MAIA (1992). Estudos também foram realizados
com o P. scrofa capturados em Sao Paulo, sobre a durabilidade da estocagem



em gelo (MAIA et al., 1983b) e a formulacdo, aceitabilidade e estabilidade de
estocagem de fish-burger (MAIA et al., 1982). ‘

Além disso, sabe-se que os lipidios de pescado s&o entre todos os
macronutrientes, aqueles que apresentam as maiores variagdes. Isto pode ser
devido as diversos fatores, ' entre eles, diferentes espécies analisadas
(GURGEL & FREITAS, 1972), ou dentro da mesma espécie, em fungdo do tipo
de carne (vermelha ou branca), localizacéo corporal (dorsal, ventral ou caudal),
idade, sexo e época de migragao (reprodutiva ou alimentacéo) (JACQUOT,
1961; STANSBY, 1954; STANSBY, 1962) ou mesmo em fungéo do método de
extracdo utilizado (CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

Levando em conta este ultimo fator, objetivou-se com este trabalho
realizar um estudo comparativo entre dois métodos (método de Soxhlet -SX e
de Bligh & Dyer -BD) para extracao de lipidios totais (LT) e quantiﬁcagéo das
classes de lipidios neutros, glicolipidios e fosfolipidios presentes na curimaté
comum, P. cearensis comercializada no Estado do Ceara. A nivel de pesquisa,
para extragdo de LT mais tradicional e antiga, usa-se o método de Soxhlet,
descrito por NAGAKURA (1972). Outros dois métodos muitos utilizados sé&o de
FOLCH et al. (1957) e de BLIGH & DYER (1959), o primeiro foi recomendado
para extracdo de lipidios totais em tecidos animais em geral, enquanto que o
tltimo tem sido muito usado para extragéo de lipidios em peixes.

A procura por 6leo de pescado vem aumentando consideravelmente nos
ultimos anos, tanto a nivel nacional, como internacional, pér ser uma excelente
fonte natural de constituintes lipidicos com potencialidades nutricionais e
terapéuticas benéficas a saude humana. Sé a exiracdo adequada podera
preservar essas importantes potencialidades dos lipidios.



2, REVISAO DA LITERATURA
2.1. Definicao de lipidios

Lipidios s&o substéncias de origem animal, vegetal ou microbiana que
s&o insollveis em agua e solUveis em solventes organicos, especialmente,
naqgueles de baixa e média polaridade. Representam a segunda fonte de
energia para o consumo da célula, depois dos glicidios.

Os lipidios resultam da combinagéo de acidos graxos com alcoois. S&o,
portanto, ésteres. Os &cidos graxos s&o acidos organicos monocarboxilicos,
podendo ser saturados ou insaturados, a maioria, apresentando nimero par de
atomos de carbono (CONN & STUMPF, 1980; ANDRIGUETTO et al., 1986;
LEHNINGER, 1986; VASCONCELLOS, 1993 e NUNES, 1998).

2.2. Fungoes dos lipidios

De acordo com os autores ‘acima, destacam-se as seguintes fungdes dos
lipidios: | '
eNas células atuam como reserva energética (tecido adiposo) e estrutural
(membrana celular lipoprotéica);
equando metabolizados pela célula fornecem 9,40 kcal de energia (2,25 vezes
mais energia do que os carboidratos);
o fontes de Acidos Graxos essenciais;
eprecursores de substancias essenciais a vida (prostaglandinas, esterdides,
hormdnios);
eauxiliam a absor¢ao de vitaminas e outras substancias lipossolaveis;
efornecem mais H>O no catabolismo que o préprio peso devido ao elevado
conteudo de hidrogénio frente ao de oxigénio;
;resewatério concentrado de H,O para os animais que hibernam;
e fungao isolante de prote¢do dos animais ao meio ambiente;
Qmarmorizagéo da carne interpondo-se entre fibras musculares tornando-a
macia e saborosa; e

emelhora a aceitag@o de ragdes pelos animais.



2.3. Extracdo de lipidios por métodos a quente e frio

A extracdo de LT de amostras tem como principio béasico o poder
dissolvente que determinado solvente orgénico exerce sobre as diferentes
classes de lipidios neutros e polares. A forga ou polaridade do solvente esta
relacionada com 0 momento dipolar e com a constante dielétrica do solvente.
Numa série eluotrdpica, os solventes s&o descritos em ordem crescente de
aumento de polaridade, que segundo SWEELEY (1969) é a seguinte: hexano <
tetracloreto de carbono < behzéno < cloroférmio < éter etilico < acetato de etila

< acetona < metanol < acido acético < agua.

Os métodos de Soxhlet (NAGAKURA, 1972) e de Bligh & Dyer (1959)
sdo bastante usados para extragdo de lipidios em pescado. O primeiro é
considerado um método de extracdo a quente, e o Ultimo, um método de
extracéo a frio. '

2.3.1. Método de Soxhlet

O método consiste no refluxo continuo com solventes de baixa
polaridade, tais como, éter etilico, acetona, etc., da gordura contida em amostra
desidratada ou seca com sulfato de sédio anidro, usando o aparelho chamado
de BATERIA DE SOXHLET ou SABELLIN .

Vidrarias e Aparelhagem utilizada:
(1) Chapa ou manta de aquecimento com reostato para controlar a taxa de
aquecimento;
(2) Balao de vidro de fundo chato para recuperagao do LT extraido;
(3) Extrator de vidro Soxhlet, onde a amostra contendo o LT & colocads;
(4) Condensador de bola (Allihn) com agua corrente usada como refrigerante.
O método esta baseado em trés etapas:
A- Extracdo da gordura da amostré com solvente.
B- Eliminagao do solvente por evaporagéo.
C- A gordura extraida € quantificada por pesagem.
A extragdo de lipidios dos alimentos se faz na maioria dos casos por
lixiviago exaustiva por meio de solvente orgénico (éter etilico), seguida de
remogdo por evaporagdoc do solvente utilizado. O residuo seco obtido é



constituido por todos os compostos que nas condi¢gdes de determinagdo s&o
extraidos pelo solvente: acilgliceréis, glicolipidios, fosfolipidios, esteroides,
vitaminas, carotendides, etc.

As seguintes observagbes devem ser lembradas durante a extragdo de
LT pelo método de Soxhlet:
* E considerado um método de extragdo com solvente & quente, cuja
temperatura (geralmente na faixa de 40 a 80°C) é dependente da solugéo
formada entre os componentes lipidicos e o solvente utilizado. Por exemplo,
cerca de 70° C, utilizando alcool etilico como solvente para extragdo de
prépolis. ‘
* Envolve uma extragao soélido/liquido (amostra/solvente)
* De preferéncia deve ser usada amostra totalmente seca (em estufa) ou semi-
desidratada (misturada com sulfato de sédio anidro). Amostra umida pode ser
usada, mas o tempo de extragdo € mais prolongado.
* Solventes recomendados: de baixa e média polaridade ou apolares, tais
como, hexano, éter de petrdleo, éter etilico, acetona, tetracloreto de carbono,
etc. Estes solventes apolares extraem a fragdo lipidica neutra que incluem
acidos graxos livres, mono, di e triacilglicerdis, e alguns mais polares como
fosfolipidios, glicolipidios e esfingolipidios. Esterdis, ceras, pigmentos
lipossollveis e vitaminas, podem ser extraidos apenas parcialmente. Contudo,
em fungdo do tempo prolongado de extracdo, considera-se que todos os
componentes lipidicos sejam extraidos por este método.
* Em muitos -alimentos proceésados, como em produtos derivados do leite,
pao, produtos fermentados, agucarados e produtos animais, a maior parte dos
lipideos estd ligada a proteina e carboidratos, e a extragdo direta com
solventes ndo polares é ineficiente. Estes alimentos precisam ser preparados
para a extragcdo de gordura por hidrélise acida ou basica, ou outros métodos.
* Eficiéncia da extrag&o a quente depende de uma série de fatores:
1- Natureza do material a ser extraido.
2- Tamanho das particulas: quanto menor mais facil a penetragéo do solvente.
3- Umidade da amostra: a agua presente na amostra dificulta a penetragdo do
solvente organico por imiscibilidade.
4- Natureza do solvente. :
5- Semelhanga entre as polaridades do solvente e da amostra.



6- Ligacao dos peptideos com outros componentes da amostra.

7- Circulagéo do solvente através da amostra.

8- A velocidade do refluxo ndo deve ser nem muito alta nem muito baixa,
porque pode haver pouca penetragéo do solvente na velocidade muito alta.

9- Quantidade relativa entre solvente e material a ser extraido: quanto mais
solvente maior é a extra¢do, porém ndo se deve usar em excesso por causa do
alto custo do solvente. :

Os inconvenientes deste método sdo: (1) secagem da amostra em altas
temperaturas (método de extracdo quente) que pode provocar alteracdo
rancificativa e polimerizagdo dos lipidios; (2) tempo elevado de extragéo,
geralmente de 16 a 18 horas continuas ou por tempo superior, se descontinuo,
podendo atingir de 2 a 3 dias para conclusao total da extracdo e quantificacéo;
(3) por usar solventes de baixa polaridade, a tendéncia é, semelhante dissolver
semelhante. Sendo assim, se o0 tempo de refluxo for pequeno, podera
teoricamente, ndo ocorrer a extragao total de lipidios polares, e o teor de LT ser
inferior ao .esperado; e (4) quando o método de Soxhlet usa acetona, ela
podera dissolver também substancias nao lipidicas, tais como, aminoécidos e
acucares livres (KATES, 1972),que elevam os teores de lipidios.

2.3.2. Método de Folch et al. (1957)

* Trata-se de um método simples para preparagéo de extrato total de lipidios
puros de diferentes tecidos. O método consiste na homogeneizacdo a frio do
tecido com uma mistura 2:1 cloroférmio/metanol e lavagem do extrato pela
adicdo de 0,2 volumes de agua ou solugdo salina apropriada. A mistura
resultante é separada em duas fases. A fase inferior contém o extrato total
lipidico puro.

* O procedimento de lavagem remove essencialmente todas as impurezas néo
lipidicas do extrato com concomitante perda de 0,3% dos LT na matéria branca
e 0,6% na matéria cinzenta de cérebro. Estas perdas podem ser reduzidas se
no liquido de lavagem for adicionado sais minerais.

* A eficiéncia do processo de lavagem depende da presenca de sais no extrato
bruto. Estes sais alteram a distribuicdo dos lipidios e praticamente §éo
eliminados na fase superior. Na auséncia de sais, quantidades substanciais de



lipidios acidos estar8o presentes na fase superior, que deveram ser perdidos

durante a lavagem.

* As vantagens e limitagbes deste procedimento foram avaliadas em amostras
de cérebro (matérias branca e cinzenta), figado e musculo.

2.3.3. Método de Bligh & Dyer

Este método, descrito por Bligh & Dyer (1959), para extragéo de lipidios
em pescado, trata-se de uma modificacdo do método de FOLCH et al. (1957).
De acordo com CHRISTIE (1982), ambos os métodos tém a capacidade de
extrair, sem necessidade de aquecimento das amostras e solventes. Para isto,
deve ser usada uma mistura de solventes orgénicos de diferentes polaridades,
como cloroférmio (CHCIl;, média polaridade) e metanol (MeOH, alta
polaridade), aliado ao alto poder de solvente universal da agua tissular (BLIGH
& DYER, 1959). Como os componentes ndo lipidicos ficam na fase MeOH/H;O,
a camada cloroférmica contem os lipidios totais purificados.

2.4. Divisdao dos componentes lipidicos em classes

Num extrato de lipidios totais (Soxhlet ou Bligh & Dyer) de muasculo de
peixes, pode existir uma grande variedade de substéncias organicas
lipossoluveis, que séo distribuidas em trés classes principais: lipidios neutros
(LN), fosfolipidios (PL) e glicolipidios (GL) (CHRISTIE, 1982; JOHNSTON et al.,
1983; KATES, 1972). Teores de lipidios totais variando de 0,2 a 64% foram
relatados para a parte comestivel de peixes (STANSBY, 1962).

Os lipidios neutros (KATES,1972) ou lipidios simples (CHRISTIE, 1982)
incluem as substancias ou subclasses chamadas de triacilglicerdis ou
trigliceridios, diacilglicerois ou digliceridios, monoacilgliceréis, aquil-
diacilglicerdis, plasmalogenos neutros, esterdis ( principalmente colesterol livre
e esterificado), ceras e acidos graxos livres.

Para Christie (1982), o termo fosfolipidios, que pode ser classificado
como lipidio complexo, compreende os componentes lipidicos contendo &cidos
graxos e um grupo fosfato, ligado ao glicerol (glicerofosfolipidios) ou a
esfingosina (esfingofosfolipidios). As principais substancias ou subclasses de
glicerofosfolipidios incluem &cido fosfatidico, fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina ou

cefalina, lisofosfatidiletanolamina ou lisocefalina, fosfatidilinositol,



fosfatidilserina, cardiolipina, alquilacilg!icerofosfolipidios e plasmalogenos
fosforilados.

O termo glicolipidios, segundo Christie (1982) é usado para descrever
qualquer composto contendo uma ou mais moléculas de monossacaridios,
unidas através de uma ligagéo glicosidica a uma parte lipidica, e assim engloba
os glicoglicerolipidios e alguns esfingolipidios (cerebrosidios, sulfatidios e
glangliosidios).

As vezes, durante a separacdo dos lipidios em classes, é frequente a
denominagao de lipidios polares para expressar o contetido de GL mais PL.

E importante conhecer as concentragdes das classes de lipidios porque
cada uma delas exerce fungdes diferenciadas nos corpos animais. Os LN,
especialmente, os triacilgliceréis s&o usados principalmente para estocagem de
energia nos tecidos adiposos € participa com teor mais elevado na lipoproteina
de baixa densidade (LDL - prejudicial & saide humana por transportar o
colesterol ruim) do que na lipoproteina de alta densidade (HDL — bom para
redugcdo do colesterol). Os GL, PL e esterdis s&o considerados lipidios
formadores das membranas celulares, portanto, ndo sendo usados como
fontes de energia. Maior contetdo de PL € encontrado na HDL do que na LDL.
Assim, do ponto de vista da associagcdo das fragdes lipidicas com as
lipoproteinas boa e ruim, € recomendavel consumir alimentos com maiores
concentragbes de fosfolipidios.-O pescado desponta como uma fonte bem
balanceada de LN e PL, aliado com o baixo teor de lipidios e alto contetdo de
proteinas de excelente valor nutritivo (MAIA,1992).

A separagéo e quantificagdo das classes de lipidios podem ser realizadgas
por meio de métodos cromatograficos, tais como, cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC),
cromatografia de troca iénica ou cromatografia em coluna aberta.

Os teores das classes de lipidios em diférentes alimentos sao mostrados
na TABELA 1. Verifica-se que os lipidios neutros sdo a classe majoritaria nos
alimentos. Nota-se também a auséncia de glicolipidios e a presenca de
fosfolipidios em algumas amostras. Com poucas excegdes, os fosfolipidios
apresentam-se como componéntes principais em alimentos (ex. macé e amido
de trigo).



TABELA 1 - Conteudos das classes de lipidios em alimentos.

Classes Lipidicas (%)

Amostra % LT LN GL PL
Soja 20 >06 - 1,1-3,2
Milho 3,8 >97 - 1-2
Algodao 22-24 >97 - 0,7-0,9
Arroz 2,4 >08 - D5
Amendoim 48 >98 - 0,3-0,4
Pacu (peixe de agua doce) 11 90-96 - 4-8
Curimbaté (peixe de agua doce) 6 86-91 B 8-14
Tilapia (peixe de agua doce) 1.4 66-69 - 30-34
Tambaqui (peixe de agua doce) 6 89-92 - 7,5-10
Mexilhéo 38-67 - 36-55
Leite 8,7 95-98 0,06 0,8-1,0
Gema de ovo | 33 72 - 28
Amido de trigo 2,2 6 5 89
Farinha de trigo 1,1-1,8 59 26 15
Maca 0,0-0,5 36 17 47

2.5.Composicdo quimica e classes lipidicas em pescado

Os objetivos de determinar a composi¢ao quimica séo: padronizacéo dos

produtos alimentares na base de critérios nutricionais, fornecimento de
subsidios para decisbes de carater dietario, acompanhamento de processos
industriais e pesquisas através de mudangas nos componentes quimicos, e
selecdo de equipamentos certos para otimizagdo econdmico-tecnolégica
(CONTRERAS-GUZMAN, 1994). Nesta pesquisa foi determinada a composigao
quimica com o objetivo de caracterizar a amostra e acompanhar os teores

percentuais dos lipidios extraidos pelos dois métodos e suas respectivas

contribuicbes para a soma total dos macronutrientes.
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Segundo CONTRERAS-GUZMAN (1994), os fatores que afetam a
composi¢cdo quimica sdo: idade dos peixes, estagbes do ano e fase de
migragdo, sexo e desenvolvimento das gbnadas, zona do corpo, tipo de
musculo e remogéo eficiente dos residuos (ossos). A carne de pescado é
constituida basicamente por musculo estriado, o qual pode ser dividido em
musculo escuro (carne escura ou vermelha) e musculo ordinario (carne branca
ou clara).

Segundo OGAWA (1999), o musculo do pescado, em geral, pode conter
60 a 85% de umidade, aproximadamente 20% de proteinas, 1 a 2% de cinzas,
0,3 a 1,0% de carboidratos e 0,6% a 36% de lipideos.

Ha muito tempo, usam-se os teores de proteina e gordura como critério
pratico para comparagdes entre as diferentes espécies de pescado. Assim, é
muito comum dizer que determinado pescado € considerado rico em proteina,
pobre em gordura, etc. Para a classificagdo do pescado com base nesses
critérios existem varias sugestbes, todas elas de natureza arbitrarias, como
aquelas citadas por ACKMAN (1989), JACQUOT (1961) e STANSBY(1962).-

Para ACKMAN (1989), o -pescado é considerado magro (<2%), baixo
teor (2-4%), médio teor (4-8%) e alto teor (>8%). Contudo, segundo JACQUOT
(1961), o pescado pode ser classificado como magro, semigordo e gordo, caso
tenham respectivamente, teores de lipidios de 2,5%( maximo), de 2,5 a 10% e
de 10%(minimo), enquanto STANSBY(1962) considera um peixe magro aquele
contendo gordura abaixo de 5%, semigordo com 5 a 15% e gordo com mais de
15%. ’

Com relagdo ao teor de proteina, STANSBY (1962) diz que o pescado
pode ter baixo teor de proteina (<15%), alto teor de proteina ( 15 a 20%) e
muito alto teor de proteina ( >20%). Através da combinacéo dos teores de

proteina e gordura foram descritas as seguintes categorias para o pescado:
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TABELA 2 - Classificagdo do pescado em categoriés de acordo com as
quantidades de gordura e proteinas.

Categoria Teor de gordura Teor de proteina
A <5% (peixe magro) 15-20% (alto teor de proteina)
B 9-15% (peixe semi-gordo) 15-20% (alto teor de proteina)
C >15% ( peixe gordo) <15% (baixo teor de proteina)
D <5% (peixe magro) >20% (muito alto teor de proteina)
E <5% (peixe magro) <15% (baixo teor de proteina)

Fonte: STANSBY (1962)

GURGEL & FREITAS (1972) investigaram a composicdo quimica de
doze espécies de peixes de agua doce do nordeste brasileiro. Entre as
espécies encontra-se a curimatd comum, Prochilodus cearensis, que teve a
seguinte composigdo quimica: 69% (59,6 — 77,0%) de umidade, 18,3% (16,9 —
21,4%) de proteina, 11,2% (4,1 — 26,1%) de gordura e 1,9% (1,1 — 3,6%) de
cinzas.

A variagdo estacional do teor de gordura da curimatd comum,
Prochilodus cearensis, novaménte foi investigada por GURGEL & FREITAS
(1977), com exemplares coletados no agude Orods, Ceara. Os resultados
mostraram que a curimata com"um € um peixe semi-gordo e que o teor de
gordura variou entre os individuos de uma mesma espécie. Observou-se uma
boa correlagéo entre o comprimento total e o teor de gordura, o mesmo n3o
ocorrendo entre a gordura e a época de captura. .

OLIVEIRA & MAIA (1997), também determinaram a composigio
centesimal e apresentaram os resultados na forma de resumo para a curirﬁété
comum, Prochilodus cearensis,' (umidade, 82%; prpteinas, 15,4%, lipidio, 1,3%
e cinzas, 1,3%). '

O contetido médio de umidade no filé de curimata, P. nigricans variou de
76 a 82% e gordura entre 0,5 a 4,0%. O contelido de proteina ficou em torno
de 20% mas diminuindo bruscamente para 17% com o aumento no volume de

agua do rio. Com base nos résultados, JUNK ( 1985) conclui que a curimata
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amazonense sofre uma forte inﬂuéncia sazonal sobre os teores de gordura e
umidade.

Os contetidos de PL e LN foram determinados em 15 espécies de agua
doce de rios e lagos de Nova lorque (EUA) por Kinsella et al. (1977). A
quantidade de PL variou de 185 a 875 mg/100g de filé e mostrou uma relagéo
inversa com os LT. Os teores de LN tiveram variagao de 0,26-3,38g/100g de
filé. As 4 espécies mais “magras” apresentaram 0,7-08% de LT; em duas déias,
‘rock bass” e “sunfish pumpkihseed”, Lepomis gibbosus, os teores de LN
( 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’, Lota lota e
perca amarela, Perca flavescens , 0 inverso ocorreu, com os teores de PL
(51,1% e 49,4%, respectivamente) sendo superiores aos LN ( 36,9% e 39,6%,
respectivamente.

Em trabalho realizados com o curibata, P. scrofa capturado no estado de
Sé&o Paulo, Maia et al. (1994) encontraram média de 88,1% de LN e 11,8% de
PL, mas nao detectaram glicolipidios. Da mesma maneira,foi verificado a
auséncia de GL em tambaqui,Colossoma macropomum (MAIA & RODRIGUEZ-
AMAYA,1992) e em pacu, Piractus mesopotamicus (MAIA et al,1995), que
apresentaram, respectivamente , 90,7% de LN e 8,7% de PL e 94,0% de LN e
5,0% de PL.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengdo das amostras

Para realizagdo da presente pesquisa as amostras de Curimata,
Prochilodus cearensis estocadas em gelo foram adquiridas em pontos de
vendas comerciais de Fortaleza, sendo as mesmas inspecionadas visualmente
quanto ao seu teor de frescor, que foi o melhor possivel.

Mensalmente, durante um periodo continuo de seis (6) meses foram
utilizados cinco (5) exemplares, pesando aproximadamente 1500g, sem
disting&o de sexo e tamanho.

3.2. Preparacgao das amostras para analise

No Laboratério de Recursos Aquaticos (LARAg) do Departamento de
Engenharia de Pesca (DEP), as amostras foram manuseadas com o intuito de
separar as partes comestiveis e nao comestiveis. Somente as partes
comestiveis foram pesquisadas, que nos peixes correspondem ao filé, sem a
pele e espinhas.

Antes da realizacdo das determinag¢des quimicas, todos os filés de cada
amostra mensal foram homogeneizados em liduidiﬁcador comum, até obtencéo
de uma massa a mais uniforme possivel.

3.3. Determinac¢ées quimicas

» UMIDADE - o contelido de agua presente na amostra foi determinada em
triplicada, através de secagem em estufa a 105°C, até atingir peso constante
(NAGAKURA, 1972).

» PROTEINA TOTAL - determinado em friplicata, através do método semi-
micro Kjeldahl (PEARSON, 1973), utilizando-se o fator de 6,25 para converséo
de nitrogénio total em proteina total.

» SAIS MINERAIS (CINZAS) - através de incineragdo em forno mufla a 550°C,
realizada em triplicata, até a obtenc@o de peso constante ( NAGAKURA,1972).

» CARBOIDRATOS - obtido por diferenca, ou seja:

% carboidrato = 100- (%H20 + % proteina + % cinza + % lipidios)]
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» LIPIDIOS TOTAIS - empregou-se dois procedimentos para extracao de
lipidios em grande escala, conforme descricdo abaixo:

PROCEDIMENTO 1: Método de SOXHLET, descrito por NAGAKURA (1972),
utilizando os seguintes materiais:

(a) Vidrarias e Aparelhagem ( FIGURA 1)

» Chapa de aquecimento com reostato para controlar a taxa de

aquecimento
» Macro-extrator de Soxhlet de 500mL onde a amostra é colocada;
> Condensador de bola (Alihn) com agua corrente usada como
refrigerante.
» Baldo receptor de vidro de fundo chato para recuperacéo do LT extraido;
(b) Procedimento: o método compreende trés etapas:
» Desidratagédo da amostra

Para extragdo da gordura recomenda-se que as amostras sejam
previamente desidratadas. Para isto, utilizou-se cerca de 200 g de amostra
Umida para cada analise mensal, com a agua tissular sendo removida em
estufa a 105 °C, resultando em torno de 50 g de amostra seca, que foi dividida
em duas por¢des de pesos aproximadamente iguais para a extragdo de
gordura.

» Extracao da gordura da amostra com solvente

Sobre as amostra secas procedeu-se a extragdo da gordura usando
acetona como solvente, que € considerado de média polaridade por ter um
indice Snyder de 5,4 (KOK CHEMWARE, 1999-2002). O tempo de extragao foi
de cerca de 8 horas.

» Quantificagc@o da gordura éxtraida através de pesagem.

Finalizada a extragdo, a acetona foi parcialmente removida do baléo
receptor e recolhida no extrator, evitando a sifonacéo. O extrato final foi
transferido para uma proveta graduada, sendo entdo anotado o volume final.
Em seguida, de cada extragdo, retirou-se trés (3) aliquotas de 5,0 mL que
foram transferidas para cdpsulas de aluminio tarada, colocadas em estufa a
105°C durante 30 min. Apés resfriamento a temperatura ambiente dentro de
um dessecador a vacuo, as capsulas foram pesadas em balanga analitica. O

teor de LT foi expresso em base umida.
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FIGURA 1 — Aparelhagem para extragdo de lipidios totais pelo método de
Soxhlet.

PROCEDIMENTO 2: Método de BLIGH & DYER (1959)

Apos ter calculado a umidade da amostra, foi utilizado uma mistura de

solventes metanol/cloroférmio/agua na proporcao, respectivamente, de 2:1:0,8,
na primeira homogeneizacdo, durando 3 minutos ( FIGURA 2).Transcorrido
esse tempo adicionou-se 100 ml cloroférmio e 0 mesmo volume de adgua, e
ap6s cada adigcdo, homogeneizou por 30 segundos. Dessa maneira, a
proporgéo extratante final passou a ser 2:2:1,8. O extrato foi filtrado em papel
filtro, usando funil de Biichner e sucgéo a vacuo. Em seguida foi realizada uma
nova extracdo do residuo sdélido com cloroférmio em quantidade aleatéria com
a finalidade de extrair possiveis lipidios restantes. Foi transferido o filtrado para
uma proveta e deixado em repouso para completa separacdo das fases CHCI;
e MeOH/H;O. Descartamos a fase MeOH/H,O e quantificamos os LT
presentes na fase cloroformica em triplicatas , retirando uma aliquota de 5 mi ,
colocando em capsulas taradas para serem seca em estufas a 105 °C.
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FIGURA 2 - Aparelhagem para extragédo de lipidios totais pelo método de Bligh
& Dyer (1959).

3.4.Separacdo das classes de lipidios

Os lipidios totais obtidos pelos métodos Soxhlet e Bligh & Dyer foram
separados nas classes de lipidios neutros e fosfolipidios de acordo com o

procedimento descrito por MAIA (1992).

As aliquotas de lipidios totais (1g ) foram fracionadas em lipidios neutros
e fosfolipidio por cromatografia em coluna ( FIGURA 3), num tubo
cromatografico de vidro de 30 cm de comprimento por 2,0 cm de didmetro
interno, contendo 12 g de silica gel 60 ( 70-230 mesh) como adsorvente, de
acordo com especificagbes de JOHNSTON et al. ( 1983).

Doze gramas do adsorvente foram misturados com 60ml de cloroférmio e
transferida para a coluna. Apds realizada essa operac@o foi adicionada uma
camada de 1 cm de sulfato de sdédio anidro, ficado a altura total da coluna de
aproximadamente 12 cm.

Utilizou-se a seguinte seqiiéncia de eluicdo para a separagéo das classes
de lipidios na coluna cromatografica: 1 ) Fracéo I: lipidios neutros — eluida com
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200ml de 20% acetona em cloroférmio. 2 ) Fracéo ll: fosfolipidios — eluida com
200ml de metanol.

O teor de lipidios de cada fracdo eluida foi determinada
gravimetricamente. O solvente de eluicdo foi evaporado em roto-evaporador e ,
com auxilio de um pequeno volume de cloroférmio, o extrato foi transferido
para um frasco pré-tarado. O solvente foi parcialmente evaporado com
nitrogénio (N,) e a secagem total completa em dessecador a vacuo, até atingir
peso constante. As percentagens de lipidios neutros e fosfolipidios foram
calculadas em relacdo ao peso de lipidios totais adicionado na coluna. As
determinacdes foram realizadas em duplicatas.

S g
R / <

e

FIGURA 3 — Aparelhagem para separacao das classes de lipidios totais
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3.5. Analise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferengas nos métodos para a extragdo de
lipidios, foi realizada a analise de variancia unifatorial (ANOVA). Em caso de
rejeicdo da hipdtese (Ho), serdo aplicados o teste de Tukey e andlise de
~ variancia, a um nivel de 5% ‘de significancia, segundo prbcedimentos
recomendados por MONTGOMERY (1976) e CENTENO (1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os dados referentes aos teores percentuais de umidade, proteina, cinza,
lipidios e carboidratos para a curimata, Prochilodus cearensis analisados nos
meses de maio a outubro de 2004 sdo mostrados na TABELA 3.

TABELA 3 - Resultados sobre a composi¢do quimica cehtesimal (%) do filé de

curimata.
MESES UMIDADE PROTEINA CINZA LIPIDIOS CHO®
_ BD' sX*

Maio @8+03 17.5+02 13201 57+£01 59%01 ¢ i

Junho 730+05 186+0,1 1,0+01 54+01 53+00 20

Julho BT 18811 43£0D0 36£01 3701 06

Agosto 73,7+0,1 19,0£08 1101 81£01 6101 0.1

Setembro 73,3+01 183+03 1,1+01 81+01 7,3+0.1 -

Qutubro 759+04 19406 11+0,1 34+01 25+01 0,2

Média+dp 742+1,2 186+06 1,2+01 54+17 51+17 09

! Método de Bligh & Dyer
2 Método de Soxhlet

%9, CHO (carboidratos) = [100 — (%H,0 + % Proteina + % Cinzas + %LT/Bligh & Dyer).

A umidade apresentou como componente principal, seguido por proteina.
A soma entre os teores de umidade e lipidios de 5 meses foram préximo a
80,0%, tendo apenas 0 més de setembro superado essa faixa para ambos os
métodos, valor coerente com a média de 81% (80 — 83%) divulgada por
THURSTON et al. (1959) para a maioria das espécies de peixes. Esta mesma
espécie de pescado foi investigada por GURGEL & FREITAS (1972), que no
periodo de um ano de investigacdo, apresentou médias de 69,6% (59,6 —
77,0%) de umidade, 18,3% (16,9 — 21,4%) de proteina, 11,2% (4,1 = 26,1%) de
gordura e 1,9% (1,1 — 3,6%)_de cinzas. De acordo com SALES & SALES
(1990), a curimatd comum teve médias de 75,5% (74,5 — 76,5%) de umidade,
18,5% (16,5 — 21,8%) de proteina, 6,6% (4,8 — 8,5%) de gordura e 1,7% (1,3 -
3,8%) de cinzas. Ambas pesquisas usaram écetona como solvente para
extracdo de lipidios pelo método de Soxhlet. De modo geral, os dados sobre a
composi¢do quimica da curimatd (TABELA 3) encontra-se dentro das faixas
relatadas por GURGEL & FREITAS (1972) e SALES & SALES (1990), mas na
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média verifica-se valores diferentes, em esbeci'al, com relagédo ao teor de
gordura. Em parte isto pode ser devido a fatores como, época do ano,
alimentacdo, taxa metabdlica, diferencas entre sexos e idade (STANSBY,
1962). A soma total dos macro nutrientes ndo atingiu em 5 meses o valor de
100,0%, evidenciando a presenca de teores de carboidratos, atingindo mais de
100,0% apenas no més de setembro. '

Ainda com relag@o ao teor de lipidios totais que teve média de 5,4 £ 1,7
para o método de Bligh & Dyer e de 5,1 + 1,7 para o método de Soxhlet, foram
inferiores aos observados para P. scrofa que teve média de 6,0% ( MAIA et al.,
1994) e de 6,7% ( LESSI, 1968 a) , enquanto o P. cearensis , sem distingéo de
sexo e tamanho teve média de 11,2% no ano de 1971( GURGEL et al., 1977) .
Esta mesma espécie analisada nos anos de 1972 e 1973 apresentou,
respectivamente, média de 12,6% e 9,2% para os individuos machos e de
13,3% e 9,2% para as fémea ( GURGEL et al.,, 1977) . Contudo valores
inferiores também ja foram encontrados para P. scrofa, P. cearensis e P.
nigricans valores variando de 0,5 a 4,0% ( JUNK, 1985 ; MAIA et al, 1983 a; e
OLIVEIRA, 1999). Talvez o tamanho dos exemplares pode estar contribuindo
para a grande variagdo verificada entre as espécies do género Prochilodus,
pois segundo GURGEL e FREITAS (1977) , foi observada uma correlagéo
positiva significativa entre o comprimento e o teor de gordura, tanto em machos
como em fémeas de P. cearensis.

O teor médio de 1,2 £ 0,1 para cinzas encontra-se dentro dos valores
normais descritos para os peixes de agua doce (KINSELLA et al., 1977; LAZOS
et al.,, 1968 ; e THURSTON et al., 1959) e marinhos (RIOS, 1954; e ZAMBONI,
1961); porém contetdos médios mais elevados entre 3,0 e 4,2% tenham sido
relatados para peixes de agua doce (GURGEL & FREITAS, 1972; KINSELLA et
al., 1977, e LESS, 1968 b) e de 2,5 a 3,2% para peixes marinhos
( WATANABE, 1963). |
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TABELA 4 - Contetdo de lipidios neutros e fosfolipidios em filé de curimata

S 1 , MESES
ANALISES Mai Jun Jul Ago Set Out Média
BD? 87,7 864 80,0 86,6 91,9 80,3 855+46
% LN
SX®* 92,7 90,3 84,5 88,0 90,0 83,0 88,1+ 3,7
BDC 11,3 114 2000 123 8,1 17,1 13,4+4,4
% PL _
8 42 75 100 110 6,7 13,2 8,8+32

LN = lipidios neutros e PL = fosfolipidios.
*Método de Bligh & Dyer
¥ Método de Soxhlet

A TABELA 4 mostra que o filé de curimatd apresentou como classe
majoritaria os lipidios neutros (LN), atingindo média de aproximadamente
85,5% no método de BD, apresentando uma diferenca de variacdo de 11,9 %
entre os teores minimo (julho) e maximo (setembro). Para os fosfolipidios (PL)
seu conteudo médio f0i13,4%.0 método de SX a média foi de
aproximadamente de 88,1% de LN, apresentando uma variagcdo de 9,7% do
més de maio para o més de outubro, apresentando uma variagéo Imenor que o
do método de BD, seguindo com média de 8,8% para a classe dos
fosfolipidios(PL), a qual mostroﬁ um aumento de valor no més de junho. Mostra
também que a recuperagéo das classes atingiram os 100% nos meses dejulho
e setembro no método de BD, enquanto no ﬁﬁétodo de SX nenhum més
atingiu, tendo sido o més de agosto que mais se aproximou, recuperando 99%,
podendo esta relacionado com o método de extracdo por se tratar de um
método a quente o extrato pode se mostrar impuro, ja que no método de Bligh
& Dyer o extrato cloroférmio se mostra mais puro por ser um método de
extracado a frio. A menor recuperagao foi no més de outubro — 97,4% para o
método de BD e de 94,5% no més de julho para o método de SX.

MAIA et al. (1994) e OLIVEIRA & MAIA (1997) pesquisaram,
respectivamente, as classes de lipidios no curimbata, P. scrofa do estado de
Sao Paulo e curimata, P. cearensis do estado do Ceara. Teores de 88,1% de
LN e de 11,8% de PL foram registrados no primeiro trabalho, ac passo que no
segundo trabalho, foram relatados 85,8% de LN ( incluindo 1,3% de GL) e
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14,2% de PL. Em ambos os trabalhos a taxa de recuperagéo foi superior a
99,9%. Segundo OLIVEIRA (1999) os LN se mostraram como classe
majoritaria, com média de 76,7% e os PL com médias de 7,3%, possuindo uma
porcentagem de recupera¢do em média de 84,0%, para curimatd, P. cearensis.
Pode-se perceber que no presente trabalho, os LN se mostraram inferiores em
ambos os trabalho mencionados para o método de BD e superiores para o
método de SX citados por MAIA et al. (1994) e OLIVEIRA (1999), os PL se
mostraram superiores citados por MAIA et al. (1994) e inferiores ao citados por
OLIVEIRA (1999) no método de BD e no método de SX se mostraram
coerente aos trabalhos mencionados.

Feita um analise estatistica entre os meses dos métodos para cada parametro,
verificou-se que n&o houve diferenca significativa entre os métodos.

A aplicagéo do teste ANOVA indicou a aceitagcao da hipétese de nulidade
(Ho) para todas variaveis estudas, indicando a inexisténcia de diferenca
estatistica significantes entre os métodos e as classes de lipideos. Portanto
n&o foi necessario a aplicagéo do teste de Tukey.

TABELA 5 — Teste ANOVA para o conteudo de lipidios totais do pescado

Fonte da variacéo SQ Gl MQ F Valor-P  F critico
Entre grupos 0,373651 1 0,373651 0,070003 0,796706 4,964591
Dentro dos grupos 53,37662 10 5,337662
Total 53,75027 11

TABELA 6 - Teste ANOVA para a classe de lipidios neutros do pescado

Fonte da variagéo SQ Gl MQ F Valor-P  F critico
Entre grupos 14,15818 - 1 14,15818 1,126207 0,31354 4,964591
3

Dentro dos grupos 1257156 10 1257156
Total 139,8738 11

TABELA 7 - Teste ANOVA para a classe de fosfolipidios do pescado

SQ Gl MQ = Valor-P F critico
Fonte da variagdo
Entre grupos 54,6263 1  54,62613 4,400007 0,062326 4,964591
Dentro dos grupos 124,151 10 12,41501

Total 1B Fr2 - 11
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5. CONCLUSOES

1.

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que:

Os resultados sobre os contetdos de proteina e lipidios permitem classificar

a curimatd comum como um peixe de alto teor protéico e médio teor de

gordura.
2. A recuperagdo das classes de lipidios foi inferior a 100% na maioria dos
meses.
3 Os LN s3o as principais classes presente na curimatd comum,

apresentando uma concentragdo cerca de 3 vezes maior do que a de
fosfolipidios. ' .
O método de Soxhlet extraiu mais lipidios neutros em todos os meses E:om
excecao ao més de setembrolqué o método de Bligh & Dyer foi superior.

O método de Bligh & Dyer obteve uma maior extracdo de fosfolipidios em
todos os meses.

Foi observado uma relagdo inversa entre os conteldos de umidade e de
lipidios totais, com a soma entre estes constituintes sendo em média de
80%.

Nao houve diferenga significativa entre os métodos de Soxhlet e Bligh &
Dyer em todas as determinagdes realizadas.

Como néo existiu diferenca significativa entre os métodos comparados,

seria mais pratico a utilizagdo do método de Bligh & Dyer, pois esse leva

menos tempo para a extragao dos lipidios totais.
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GRAFICO 1 - Contetido comparativo dos teores de lipidios totais entre os
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GRAFICO 2 - Contelido comparativo dos teores dentre os Lipidios Neutros
entre os dois métodos
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