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RESUMO: Os lipideos desempenham diversas fungdes fistdége estruturais de grande importancia para os
animais, sendo encontrados em seus tecidos saima fte 6leos e gorduras. A extragdo de lipideoe ped feita
por diferentes métodos, sendo esses selecionadmsod#o com 0s objetivos da andlise. O objetivaraioalho foi
avaliar diferentes protocolos de extracdo do lipjdeor método a frio, associando frequéncia de sgpo e
quantidades do solvente visando a aplicacdo destegimento para analises isotdpicas de carboriwogénio de
amostras desengorduradas. Amostras de tecido rustijuvenis de pade. mesopotamicus foram submetidas a
frequéncia de extracdo, com solvente hexano, de 8,9 vezes e quantidades de solventes 5, 10ral/2§ de
amostra seca, em esquema fatorial 3x3, com 3 ¢égsti Para os valores de Carbono-13 e Nitrogénidakb
amostras desengorduradas, ndo foram observadagngdis entre as frequéncias de extracdo (p>0,083% e
quantidades de solvente (p>0,05). Por outro latosras desengorduradas mostraram-se mais ric&admno-13
gue a amostra engordurada (controle) (p<0,05);nme diterencas para os isétopos de Nitrogénio-15 G50 Os
protocolos de extracdo de lipideos foram eficiepts o tecido alvo estudado em analises isotgpadi#sando os
valores de&"*C da amostra desengordurada sem modificar os satiefe’N.

Palavras-chave Hexano. Métodos de extracao. Lipideos. IsGtogtiveis.

SUMMARY: Lipid plays several physiological and structumaes in animal body and can be found in tissue in
the form of oils and fats. It's extraction may tareed out through by different methods and eaahisrappropriate
depending on objective of analyze. Therefore, thieaive of this study was to evaluate the freqyewicextraction

of lipid in different amounts of solvent. The sae®plof muscle tissue were submitted to the followpngtocols:
Frequency extraction with hexane of 3, 6, and ®s$imand quantities of solvents of 5, 10 and 20 mleéxh 1 g of
sample, in a 3 x 3 factorial arrangement with 3etigjons. There were no difference for the extattirequency
(p>0.05) and quantities of hexane (p>0.05) for@aebon-13 and Nitrogen-15 values. In comparisothéosample
with lipid, the tissue lipid-free was richer in ®an-13 (p<0.05) and there was no difference betwiemitrogen-

15 values (p>0.05). The extraction of lipid was artpnt to the isotopic analysis and the protocetduated in this
study can be used successfully to this tissue.
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INTRODUCAO

Lipideos sdo formados por carbono, hidrogénio eyémio e sdo encontrados em diversos
alimentos na forma de gordura e/ou Oleos. Essaentdré considerado essencial para os animais e
desempenham tanto papel energético quanto estr(ti@&HER, 2003, 2010). As gorduras e 6leos séo
formados por trés moléculas de acidos graxos lgadama molécula de glicerol podendo ter de quatro
vinte e quatro ou mais atomos de carbonos sendmdat ou insaturados (NELSON; COX, 2006).

O valor nutritivo dos alimentos est4 diretamentadienado com sua digestibilidade, composicdo
guimica e energética, sendo 0s ensaios de nugigaanalise bromatoldgica as ferramentas respaesave
por essa investigacdo. Os lipideos apresentam Umsaecvasta que compreende as gorduras, cujas
funcdes sdo de grande importancia para o organsenolo, por isso, de grande interesse o conhe@ment
acerca do teor de gordura presente no alimentolM®RAD; CARNEIRO, 2007; MANZKE et al.
2008).

Os is6topos estaveis de carbono-d3Q) e de nitrogénio-155{°N) constituem numa ferramenta
analitica que permite rastrear as fontes energétieaacadeia alimentar de um ecossistema (GU et al.,
1994). Adicionalmente, pode se citar 0 uso dest@idé em estudos de nutricdo, mais especificanmente
assimilacdo e metabolismo dos nutrientes (CONCEIGAQ@I., 2007; JOMORI et al., 2008). Alguns
cuidados e critérios nas etapas de preparacaordeasras biologicas devem ser considerados parar evit
influéncia de fatores externos nos resultados daposicdo isotdépica de uma amostra bioldgica
(DUCATTI, 2007; SOTIROPQULOS et al., 2004). Um dsstatores refere-se remocédo da fracao lipidica
das amostras (FOCKEN, 2004; GAVE-SIESSEGGER eR@04 a, b). A extracdo dos lipideos pode ter
algumas consequéncias no valor isotopico do carthBrdas amostras biolégicas, baseando-se no fato de
que esse nutriente € mais pobre em carbono-13 gjearboidratos e as proteinas. Em adicdo, amostras
submetidas a extracdo lipidica podem se tornar erisjuecidas em nitrogénio-15 pela lixiviacdo de
determinados aminoacidos durante o procedimenexiacao, alterando também a composicao isotopica
do animal em relacéo a esse isotopo (SOTIROPOULL@E, 004).

A extragdo da gordura da amostra € um procedimenmtaum em analise de alimentos e de
materiais coletados em experimentos de alimentacéde nutricdo animal (A.O.A.C., 2003). Existem
diferentes metodologias de extracdo, por métodaeatg (método classico de Soxhlet) e a frio (FOLCH
et al., 1957; BLIGH; DYER, 1959), com o uso de gifges solventes (NELSON, 1991). Radim (1981)
sugeriram um método mais simples e menos toxicegdm no uso de uma mistura de n-hexano-
isopropanol. O hexano é um solvente universal eomadxico do que os demais, sendo usado com
frequéncia na extragdo de oleaginosas (GANDHI.e2@03).

Assim, € importante avaliar as metodologias deae#ty de lipideos buscando procedimentos
praticos e apropriados para aplicacdo em anaksdgpicas, buscando evitar possiveis erros armaitic
resultantes dos métodos de extracdo da gordurantlastras. O presente trabalho visa obter infornsacde
guanto a extracao da fracao lipidica, por métoflioacom os objetivos de: 1) verificar a eficiémae
remocao de gordura das amostras por diferentescotos de extracdo e; 2) avaliar o efeito da edtrac
de gordura sobre a composigéo isotdpica do tecikzufar de juvenis de paBumesopotamicus, visando
a aplicacé@o deste procedimento na técnica dogpestestaveis em estudos de alimentacdo e nutreggéo d
peixes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Aqiio@ da Faculdade “Dr. Francisco Maeda” da
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Fundacao Educacional de Ituverava-SP (FAFRAM/ FE).

Amostra e extragao lipidica

O material biolégico constitui-se de amostras a@dte muscular de juvenis de paPiaractus
mesopotamicus. Os peixes analisados apresentavam peso de 2Q§ £ Bram alimentados com dieta
contendo 27% de proteina bruta, 2,6 % de extréte@t3,1 % de fibra bruta, 6,9 % de matéria mirera
4.350,3 cal/g de energia bruta. A dieta era conapashcipalmente por ingredientes a base de plalttas
ciclo fotossintético g contendo farelo de soja, farelo de trigo, quidgaarroz, farinha de peixe, 6leo de
soja, premix vitaminico e mineral e suplementagin aminoacidos (metionina e lisina). No momento da
coleta, os animais ja recebiam a respectiva dmt@@dias.

As amostras do tecido muscular dos juvenis de fuaaam retiradas da porgéao dorsal. O material
coletado foi seco em estufa de circulagdo de &% C. Posteriormente, as amostras foram mogtas (
moinho criogénico), sendo uma parte reservadagaralise isotdpica do material engordurado e ra out
para os diferentes protocolos de extracdo da gmwhm hexano, pelo método a frio.

As amostras foram submetidas as extragfes pelmbea frequéncia de exposicéo de 3, 6 e 9
vezes utilizando as quantidades de solvente dé &,2D mL por grama de amostra seca. O procedimento
de extracdo foi realizado em temperatura ambienpara cada tempo de exposicdo ao solvente, as
amostras foram mantidas por cinco minutos sob dwitenagnético (~ 400 a 450 RPM), retirando-se o
sobrenadante apds um periodo de descanso (~10os)ipa@ra a decantacdo do material particulado em
suspensdao). Os protocolos de extracdo de gorduna fdelineados em esquema fatorial 3 x 3 (freqaénci
de extracdo x quantidade de solvente), com tré&icges em cada tratamento.

Apds o procedimento da extracdo, as amostras daskmgdas foram novamente moidas, em
almofariz, e separadas em dois lotes. Um foi dadtirpara a determinagéo do possivel teor de gordura
remanescente na amostra e a outra foi encaminteadaap analises isotopicas. A determinacdo do teor
dos lipidios das amostras desengorduradas peldscplos testados foi realizada para quantificar o
conteudo de gordura remanescente nas respectietras) verificando assim a eficiéncia de extrat#io
método a frio utilizado neste protocolo.

O teor de lipideo das amostras desengorduradascerdrole (amostra engordurada), expresso
em porcentagem com base na matéria seca, foi detetmpelo método de Soxhlet (AOAC, 2003), no
Laboratorio de Nutricdo Animal da Faculdade de €#&n Agrarias e Veterinarias da UNESP, em
Jaboticabal, SP.

Analises Isotbpicas

Para andlise da composicao isotopica, as amosicas € moidas foram pesadas (~ugQara
andlise do is6topo de carbono e H@0para a de nitrogénio) e acondicionadas em cépdel@stanho. A
determinacdo da composicdo isotdpica das amosaseidsse nas razdéé¥C/C e N/*N, que séo
mensuradas comparativamente com a rd2@8°C do padrdo internacional PDB (F6sB#lemnitella
americana da formacdo creticea Pee Dee do Sul da Carolidd/@om a razad°N/*N do padréo
internacional Nitrogénio Atmosférico, respectivamee® comparacao relativa entre a amostra e o padra
expressa-se, ha terminologia isotdpica, como eaciquento relativo ou delta per mil, mensurada pela
expressdod™°C ou "N = [(R amostra/ R padrdo)-1] x ¥ a qual, R é a raz&o isot6picaqy*’C ou
>N/*N) da amostra e do padréo, respectivamenie’@ oud™N é o enriquecimento isotopico (delta per
mil) da amostra relativo ao padrdo PDB ou nitrogéatimosférico, respectivamente (DUCATTI et al.,
1982). As determinagfes dos valores isotopicosumstras foram efetuadas em Espectrémetro de Massa
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de Baixa Resolucao, com erro analitico da ordef, 20, no Centro de Is6topos Estaveis do Institeto d
Biociéncias da UNESP, Botucatu, SP.

Andlise Estatistica

Os dados isotépicos e os de teor de gordura réésrés amostras desengorduradas, pelo método
de extracdo a frio em teste, foram analisados dinedenento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 3, considerando trés frequéncias gmsixao ao solvente hexano (3, 6 e 9) e trés glaales
de solvente (5, 10 e 20 mL/ g de amostra seca)corAparacdo do teor de lipideos entre a amostra
engordurada (controle) e as desengorduradas fiizada em delineamento inteiramente casualizado,
constituido de trés tratamentos (amostra engordueadmostras desengorduradas pela frequéncia de
extracdo e pela quantidade de solvente), com repeticdes cada. Os dados foram submetidos a analise
de variancia paramétrica, pelo programa estatiSt® - Statistical Analysis System 8.0 (SAS Insgifu
As pressuposicOes de analises de Normalidade dos Eramer Von Misess) e de Homocedasticidade
das variancias (Levene) foram averiguadas antepldzacéo dos testes estatisticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises estatisticas dos valoress'd€ (carbono-13) do tecido muscular indicaram que ndo
houve diferencas significativas para a quantidadesolvente (p>0,05) e a frequéncia de extragédo

(p>0,05), e nem o efeito da interacéo entre osdat(p>0,05; Tabela 1).
A composigéao isotopica, em carbono-13, do muscesegordurado variou de -23,37 a -23,21%o
entre os protocolos de extracdo da fracao lipidiehela 1), com uma varia¢éo de apenas 0,16 %o.

Tabela 1.Anélise estatistica dos valores&d& do tecido muscular de juvenis de p&cmesopotamicus,
considerando amostras desengorduradas por difenemcolos de extracdo da fracéo lipidica.

Estatistica

Fatores Valor de F Valor de p
Quantidade de solvente (Q) 0,45 0,6438
Frequéncia de Extracao (F) 0,28 0,7586
Interacdo Q X F 0,73 0,5851
Coeficiente de Variacdo (%) 1,53
Médias para 8 °C (%o)
Quantidade de SolventdmL/ g de amostra seca)

- 23,23+ 0,20

5mL
10 mL - 23,35+ 0,17
20 mL - 23,32+ 0,13
Frequéncia de Extracdo(n® de exposicdo ao solvente)
3 vezes -23,37£0,15
6 vezes - 23,21+ 0,22
9 vezes - 23,33+ 0,07

- Extracao de lipideos por método a frio, com @esole hexano.
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Para os valores d&°N (nitrogénio-15), também ndo foram observadasratifgas estatisticas

entre os protocolos de extracdo de lipideos (p>0r@Bela 2). Os valores médiéSN das amostras
desengorduradas variaram de 6,69 e 6,88 %o entréammie maximo, respectivamente, com uma
amplitude de variacdo de 0,19%o.

Tabela 2. Andlise estatistica dos valores @&N do tecido muscular de juvenis de paPu
mesopotamicus, considerando amostras desengorduradas por désrprotocolos de extragédo da fragéao
lipidica.

Estatistica
Fatores Valor de F Valor de P

Quantidade de solvente (Q) 3,09 0,0701
Frequéncia de Extracao (F) 0,07 0,9283
Interacéo Q x F 2,21 0,1092
Coeficiente de Variagéo (%) 2,33
Médias para & N (%o)
Quantidade de Solvent§mL/ g de amostra seca)
5 mL 6,78+ 0,07
10 mL 6,79+ 0,16
20 mL 6,81+ 0,18
Frequéncia de Extracdo(n® de exposicdo ao solvente)
3 vezes 6,88+ 0,16
6 vezes 6,69+ 0,11

6,81+ 0,03

9 vezes

- Extracéo de lipideos por método a frio, com eesaie hexano.

Quanto a eficiéncia de extracdo da gordura, osopotis testados apresentaram resultados

semelhantes entre as quantidades de solvente fp@bela 3) e ndo houve efeito da interacdo @rgtre
fatores (p>0,05). Ja para a frequéncia de extrag@onteddo remanescente de gordura foi ligeiragnent
menor (p<0,05) nas frequéncias de seis e nove (ez@%4 e 0,37%, respectivamente) em relagdo a de
trés vezes (~ 0,60%). Contudo, ressalta-se queéode diferencas isotdpicas (p>0,05) entre as aa®st
desengorduradas (Tabelas 1 e 2). Baseando em ruogfiadde extracdo similar ao do presente trabalho
(com 10 mL de solvente hexano e frequéncias deages de 2, 3, 4, 5 e 6 vezes), Marques (2010)
também verificou efeito da frequéncia de extragiweso teor de gordura remanescente, em amostras de
tecido muscular, com médias de 2,91 a 0,98% naagéids de duas a quatro vezes e de 0,13% de gordura
remanescente na frequéncia de seis vezes.
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Tabela 3.Analise estatistica dos valores médios de teexttato etéreo do tecido muscular de juvenis de
pacuP. mesopotamicus, considerando amostras desengorduradas por dderprotocolos de extracdo da
fracao lipidica.

Estatistica
Fatores Valor de F Valor de P
Quantidade de solvente (Q) 1,55 0,2632
Frequéncia de Extracdo (F) 4,89 0,0366
Interacdo Q x F 1,14 0,3965
Coeficiente de Variacéo (%) 14,7
Médias para Teor de Lipideos (%)

Quantidade de SolventdmL/ g de amostra seca)

5 mL 0,51+0,21
10 mL 0,40+ 0,15
20 mL 0,51+ 0,12

Frequéncia de Extracdo(n® de exposicdo ao solvente)

3 vezes 0,60+ 0,20 a
6 vezes 0,44+ 0,07 b
9 vezes 0,37+0,10 b

Médias seguidas de mesma letra ndo difergre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
Extracdo de lipideos por método a frianeapsolvente hexano. Teor de lipideos da amostrabase na
matéria seca.

As semelhancas entre os protocolos de extracaorderg para a quantidade de solvente podem
estar relacionadas com o percentual do conteuddidip no tecido alvo. Lima (2010) verificou teor
lipidico em cerca de 7,40 % para o tecido musaldguvenis de pacu; ja para demais tecidos conus0ss
e pele, o conteudo lipidico aumentou para 10 e 288pectivamente. Assim, provavelmente, para tecido
mais gordurosos serd necessario avaliar os regpegtiotocolos de extragao.

Contrastando o teor lipidico do tecido muscularamastra engordurada (controle), que foi de
7,44 £ 0,02%, verificaram-se diferencas (p<0,03jeca amostra controle e as desengorduradas (Figura
3). A eficiéncia de extragdo variou de 92 a 95%eefrequéncia de extracdo e quantidade de solvente.
Marques (2010) também verificou uma eficiéncia actle 90%, em metodologia de extracdo similar, da
ordem de 91 a 96% nas frequéncias de exposicaimcie & seis vezes, respectivamente (~ 0,53 e 0,13 %
de gordura remanescente na amostra desengordueatlagpmparacdo a amostra controle com 6,06 +
0,5% de gordura.
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Figura 1. Valores médios de teor de lipideos no tecido mlasale juvenis de pade. mesopotamicus
engordurado e desengordurado por diferentes plowade frequéncia de extracdo (3, 6 e 9 vezes de
exposicdo ao solvente) e quantidade de solventE)(8,20mL/ g de amostra seca). Teor de lipideos co
base na matéria seca. Médias seguidas de mesmadetdiferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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Tecido muscular

Isotopicamente, a composicdo do material engorduaohtrole) também foi diferente (p<0,05)
em relac&o ao tecido desengordurado para os valeseiC (Figura 2).
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Figura 2. Valores de5'*C (%) do tecido muscular de juvenis de p&umesopotamicus engordurado e
desengordurado por diferentes protocolos de fram@iéte extracdo (3, 6 e 9 vezes de exposicdo ao
solvente) e quantidade de solvente (5, 10 e 20grd¢ amostra seca). Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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A amostra engordurada apresentou um sinal isot@®ce?4,06 + 0,47%0 e, apOs a extracado da
gordura, as amostras desengorduradas passaramsardgpr um valor de -23,30 + 0,06%o (Figura 4), ou
seja, as amostras engorduradas apresentaram-s@abees em carbono-13 que as desengorduradas. A
extragdo da fracdo lipidica das amostras é um gimeato preconizado para as analises isotopicas,
baseando-se no fundamento de que a frag&o lipédicais pobre em carbono-13 que os carboidratos e as
proteinas, e isso pode alterar o valor da compossgidpica do tecido analisado, deixando-o0 mais, le
ou seja, mais pobre em carbono-13 (FOCKEN, 2004,VESIESSEGGERet al., 2004 a,b;
SOTIROPOULOSt al., 2004).

Uma interpretacdo pratica para o efeito da extralghgordura sobre composicdo isotépica das
amostras € a andlise dos resultados comparativaraerginal isotopico da fonte alimentar, que pade s
observado na Figura 4. Considerando que os animaispomento da coleta, estavam recebendo uma
dieta com sinal isotopico médio de -26,85 %o (dietaente); a tendéncia com o tempo €, isotopicamente
animal se aproximar do sinal da respectiva dié&tasim, a amostra engordurada expressou um valor de
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3"C indicando estar mais proxima do sinal da dietasé extrair a gordura, as amostras apresentaram-se
em patamar um pouco mais distante da dieta conayméatiando em 0,76%.. De fato, a extracdo do
componente lipidico das amostras pode alterara sotdépico dos mesmos, como também foi mostrado
no tecido muscular de lula (RUIZ-COOLEY et al. 2p1Considerando que em analises isotdpicas
assume-se um erro analitico da ordem de 0,2 %.@aeabono (DUCATTI, 2004); diferencas acima de
0,5 a 1% podem refletir alteragbes isotOpicas ingydes, principalmente quando se trata de
interpretacdes em dados pontuais.

Para os isGtopos de nitrogénio-15, amostras engatds e desengorduradas apresentaram sinais
isotopicos semelhantes (p>0,05; Figura 5), com asedé 7,05 + 0,17%0 e 6,79 + 0,1%o, respectivamente,
com amplitude de variagdo de 0,26 %o, indicandoruextracéo dos lipideos pelos protocolos testados
ndo ocorreu alteracdes da fracdo nitrogenada assevimodificar significativamente a razdo isotopica
N/*N da amostra. Lima (2010) também verificou que tag&o de gordura pelo método a frio (em
protocolo similar) ndo proporcionou diferencasdgitas para o nitrogénio-15, entre amostra engadaur
e desengordurada, diferentemente do que foi old@rgaando da extracdo a quente, o outro método
testado pelo autor. Um dos inconvenientes da édréipidica para andlises isotdpicas é justamente a
lixiviagdo dos componentes, que contém em sua mialér nitrogénio (aminoacidos), como resultado
desse procedimento, alterando também a composigsatbpica do animal em nitrogénio-15
(SOTIROPOLOUS al., 2004).

Nucleus Animalium, v.4, n.1, maio 2012



68

Figura 3. Valores de3™N (%o) do tecido muscular de juvenis de p&cumesopotamicus engordurado e
desengordurado por diferentes protocolos de fraz@éte extracdo (3,6 e 9 vezes de exposicdo ao
solvente) e quantidade de solvente (5, 10 e 20grd¢ amostra seca). Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Em suma, para os is6topos de carbono-13, a extdezgordura de amostras de tecido muscular
resultou em amostra mais enriquecida neste isépaglacdo ao material engordurado (controlela Par
os valores de nitrogénio-15, os protocolos utiimachdo alteraram os valores 8EN, sendo as
constituices isotdpicas semelhantes entre a aanostitrole e as amostras submetidas a extracéa#pi
Considerando que a metodologia de extracdo cono adasolvente hexano € menos onerosa e utiliza-se
um solvente menos toxico, esses protocolos forégierfes, na extracdo de lipideos do respectividdec
alvo, visando andlises isotopicas. A menor fregiaéde extracdo proporcionou um conteudo lipidico
remanescente ligeiramente maior; contudo, as @esague foram de ordem de 0,16 a 0,23% de lipideos
nao resultaram em diferencas isotopicas signifiaatno tecido muscular. As diferentes quantidages d
solvente proporcionaram eficiéncias de extracioeBentes, o que abre perspectivas para o uso mais
econdbmico do solvente no processo de extracdoetdnto, ressalta-se que quantidade de solvente
utilizada deve se adequar as caracteristicas gisiaa amostras, com intuito de facilitar o0 manuda®
mesmas quando da retirada da fase liquida, eviamedmocao das particulas soélidas. Deve-se tandrem t
0 cuidado em permitir a decantacao da fase sdtithes @a retirada do sobrenadante.
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Outras investigacfes estdo sendo focadas paracplmgode extracdo de lipideos de diferentes
tecidos alvos, tendo em vista as variacdes qualiipativas do contetdo lipidico entre os tecidosuso
conjunto de dois solventes, com caracteristicar gokpolar, para comparar a eficiéncia do proceuione
de extracdo e suas possiveis interferéncias nais ssotdpicos das amostras desengorduradas.

CONCLUSAO

As quantidades de solvente apresentaram eficiéseraslhantes na extracdo da fracéo lipidica; e
as frequéncias de extracdo de seis e nove vezen figeiramente mais eficientes na remocéo da gardu
do tecido muscular. Entretanto, as composi¢cfedpgs mantiveram-se semelhantes entre as amostras
desengorduradas pelos diferentes protocolos dagéixtytanto parad>C como para 6™°N.

Em relacdo ao material engordurado (amostra ce)tral extracdo de lipideos deixou o tecido
muscular desengordurado ligeiramente mais ricod&@, sem provocar alteracdes significativas nos
valores de5™N, indicando que os protocolos de extrac&o fordnestes, na remocéo da fracéo lipidica
do tecido alvo estudado, para andlises isotopieasrbstras desengorduradas.
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