INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE ACLIMAGCAO SOBRE
A COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS TOTAIS DO SIRI

N

o Uk~ w

AZUL, CALLINECTES SAPIDUS RATHBUM 1896 (SIRI)

JOAO EDMUNDO LUNETTA

Departamento de Fisiologia Geral do Instituto
de Biociéncias e Instituto de Biologia Mari-
nha da Universidade de Sdo Paulo — Belle W.
Baruch Coastal Research Institute, Universi-
dade da Carolina do Sul, Estados Unidos da
Ameérica do Norte.

INTRODUGAQD oot 101
MATERIAL E METODOS oo 107
a — Extragdo dos lipideos t0tAIS v, 108
b — Saponificacdo dos lipideos .........ccccoveiveieneivieinnnn, 109
¢ — Liberagdo dos é&cidos graxos livres ... 110
d — Metilagdo dos &cidos graxos livres ... 110
e — Cromatografia gas-liqliida dos ésteres metilicos
dOS ACIHOS GraX0S ..ivcieveriiririereriniereeesiereseereseeresseesserenes 112
RESULTADOS e s 121
DISCUSSAD oottt 129
CONCLUSOES .o 133
BIBLIOGRAFIA e 133
RESUMO — Estudou-se a influéncia da temperatura de acli-

macdo sobre a composicdo dos acidos graxos extraidos de trés
tecidos do siri azul, Callinectes sapidus, empregando-se as mo-
dernas técnicas da cromatografia em fase gasosa. Compararam-
-se 0s resultados obtidos em animais aclimados a 10°C e a
25°C, com aqueles de animais ndo aclimados, capturados na
época em que a temperatura da agua do mar era de 9°C. A
relacdo C1§ C16i é praticamente igual a 2 nos animais acli-
mados a 10°C, e nos da populacdo natural, enquanto que esta
relacdo & bem superior nos animais aclimados a 25°C. Ha
uma tendéncia para um aumento da percentagem de &cidos



graxos poli-insaturados quando ocorre abaixamento da tempe-
ratura de aclimacdo. Essa tendéncia se manifesta principal-
mente em relacdo ao 4cido docosapentaendico (C225).

INFLUENCE OF THE ACCLIMATION TEMPERATURE ON
THE COMPOSITION OF TOTAL FATTY ACIDS OF THE
BLUE CRAB, CALLINECTES SAPIDUS

ABSTRACT — the author studied the influence of the accli-
mation temperature upon the composition of fatty acids in three
different tissues of blue crab, Callinectes sapidus, using mo-
dern techniques of gas liquid chromatography. A comparison
of the results from acclimates animals to 10°C and 25°C has
been done with others animals without any previous acclima-
tion, captured only when the sea water temperature was 9°C.
The rate C16 C16;i is pratically equal to 2 in those animals
acclimates to 10°C and the natural population, meanwhile
the same relationship is very high in those animals acclimated
to 25°C. There are a tendency for the increasing in the per-
centage of unsaturated fatty acids when there is a decreasing
acclimation temperature. The tendency is due meanly to re-
lation to the fatty acid docosapentaenoic (C225).

CONCLUSIONS:

1. In the animals acclimated at 10°C and in those from na-
tural population (without acclimation) the percentage of
stearic acid (C18) is pratically half to that found in ani-
mals acclimated at 25°C.

2. The percentage of docosapentaenoic acid (C225) in ani-
mals acclimated at 10°C is pratically double to that found
in animals acclimated at 25°C.

3. Decreasing of acclimation temperature leads to an increase
of the quantity of palmitoleic acid (C16;1).

4. In acclimation temperature at 10°C, there is an outstand-
ing decrease of linoleic acid’s (C182) percentage.

5. The percentage of unsaturated fatty acids is larger in ani-
mals acclimated at 10°C and in those natural population
(without acclimation) than in those submitted at 25°C.



6. The alterations in the unsaturated fatty acid’s percentage,
due from the reduction of the temperature, have an ada-
ptative character.

INTRODUCAO

A temperatura exerce, em todos os niveis de organizagdo bio-
légica, uma influéncia importante, tanto ao nivel celular e enzimati-
co, como ao nivel de cada organismo, cada populacdo ou comunida-
de. Embora a temperatura experimental possa ser facilmente medi-
da e controlada, dada a extrema variabilidade do material bioldgico,
os dados obtidos experimentalmente, que tentam relacionar o efeito
da temperatura sobre os organismos, sdo, em geral, de dificil inter-
pretagdo. Como acontece com outros fatores ecolégicos, a tempera-
tura nunca age isolada e independentemente, mas interage com outros
parametros dos sistemas fisico-bioldgicos.

Sabe-se de longa data, que o grau de saturacdo dos lipideos de
animais ou vegetais & estreitamente associado a temperatura na qual
esses lipideos sdo formados (BELEHRADEK, 1931) e que o ponto
de fusdo dos lipideos depende do grau de saturagdo dos &cidos gra-
X0S que entram na sua constituicdo.

Os &cidos graxos de longas cadeias constituem uma boa parte
das misturas lipidicas. Os 4acidos graxos ocorrem principalmente na
forma esterificada, como componentes dos triglicerideos, esterdides e
fosfolipideos. Acidos graxos livres sdo os menores componentes dos li-
pideos dos tecidos, dos fluidos do corpo de vertebrados, embora eles
tenham uma importante fungdo na mobilizacdo e transporte das gor-
duras de reserva (FREDRICKSON e GORDON, 1958). A bioqui-
mica dos acidos graxos € muito complexa devido ao fato de se ana-
lisarem misturas de acidos graxos saturados, mono-insaturados e poli-
-insaturados, hidroxi-acidos e &cidos graxos de cadeias de diferentes
comprimentos e ainda de cadeias ramificadas.

SHORLAND (1962) fez uma revisdao da distribuicdo dos aci-
dos graxos em microorganismos, criptégamas, faner6gamas e meta-
zoarios. Verificou que a distribuicdo dos acidos graxos das gorduras



das sementes de plantas fanerégamas tem grande importancia e cor-
relagdo taxondmica. A composi¢do das misturas de &cidos graxos dos
animais é grandemente afetada pela dieta, particularmente no que se
refere aos poli-insaturados. N&o obstante, SHORLAND (l.c.) indi-
ca que urna grande diferenca pode ser estabelecida entre os &cidos
graxos dos animais de “habitats” aquaticos, tanto de adgua doce como
marinho e animais terrestres. As misturas de &cidos graxos dos ani-
mais do segundo grupo podem ser diferenciadas daqueles do primei-
ro grupo, pelo baixo contetdo de acidos saturados e alto teor de in-
saturados, particularmente os acidos graxos poli-insaturados com 20
e 22 carbonos (CDe C2).

O advento da cromatografia em fase gasosa e o interesse na
bioquimica dos acidos graxos poli-insaturados mudaram muito o as-
pecto do que se conhecia das gorduras.

Em alguns casos, a temperatura parece condicionar a ocorrén-
cia de certos tipos preferenciais de acidos graxos.

FARKAS e HERODEK (1964) verificaram que a proporcdo
de &cidos graxos poli-insaturados com 20 e 22 carbonos, em crus-
taceos plantdnicos, aumenta com o decréscimo da temperatura.

A anélise dos &acidos graxos, realizada por LEWIS (1962) em
moluscos e crustaceos das regides artica e temperada, mostrou uma
completa auséncia do acido estearico e uma reducdo do Aacido pal-
mitico e um considerdvel incremento do &cido palmitoléico nos exem-
plares articos.

Os estudos de LEWIS séo incompletos no sentido de ndo in-
cluirem dados relativos aos acidos graxos com 20 e 22 carbonos em
suas cadeias (RODEGKER e NEVENZEL, 1964).

Os acidos graxos de cérebro do peixinho dourado, Carassius
awatus, aclimado a diversas temperaturas, foram analisados por
JOHNSTON e ROOTS (1964). Estes autores notaram uma tendén-
cia geral na ocorréncia de maior insaturagdo dos acidos graxos, com
0 declinio da temperatura. Especificamente, o nivel de acido esteéri-
co decresceu, enquanto que os niveis de araquiddnico e de um acido
poli-insaturado de 22 carbonos aumentaram.

Ainda no referido peixinho, ROOTS (1968) assinalou que,
nos animais aclimados ao frio, ocorria maior insaturagdo nos &cidos



graxos associados aos fosfolipideos, fosfatidil-colina e fosfatidil-eta-
nolamina.

Anélises comparativas, realizadas por MORRIS e SCHNEIDER
(1969) sobre a composicdo dos acidos graxos do cérebro de peixes
Trematomus bernachii da regido antértica e de Leptocottus armatus
e Carassius auratus da regido temperada, demonstraram que 6,5%
dos &cidos graxos do peixe Trematomus consiste de um acido poli —
insaturado com 24 carbonos.

A dieta dos animais pode afetar diretamente os tipos de Aci-
dos graxos encontrados nos diversos organismos (LOVERN, 1964).

O plancton marinho, uma das maiores fontes de alimento para
0s peixes, tem atraido recentemente a atengdo dos cientistas, a fim
de verificar a relacdo entre os tipos de &cidos graxos ingeridos e 0s
encontrados nos diversos orgdos dos animais que se utilizam dessa
fonte de alimentos. Assim, LOVERN (1935), como trabalho inicial,
determinou os tipos de acidos graxos encontrados em crustaceos planc-
ténicos marinhos e de agua doce, verificando que, nos primeiros, ha
uma predominancia de acidos graxos com 20 e 22 carbonosna ca-
deia, enquanto que, nos segundos, h& maior quantidadede 4&cidos
graxos com 16 e 18 carbonos. Nesse mesmo trabalho, LOVERN (1.
c.) estabeleceu uma relagdo entre o tipo de acidos graxos dos pei-
xes marinhos e de agua doce, assinalando um paralelismo nos tipos
de éacidos graxos com o plancton de cada um desses “habitats” e
sugere que as diferencas nos tipos de &cidos graxos dospeixes de
ambos os “habitats” tém origem na dieta.

O mesmo autor (1938), estudando os fatores que influenciam
a composicdo das gorduras de reserva na enguia, Anguilla vulgaris,
notou que, alimentando-as com mexilhGes, ndo havia uma radical
modificacdo na composicdo dos acidos graxos da enguia, que se tor-
navam semelhantes aos acidos graxos dos moluscos que serviam de
alimento no experimento. As enguias, submetidas a uma dieta baixa
em gorduras, mostravam um decréscimo na quantidade de &cidos gra-
X0s e com a introdugdo de pedacos de carne de arenque no alimento,
agora entdo, havia uma aprecidvel modificacdo da composi¢do dos
acidos graxos, que se tomavam semelhantes aqueles do arenque. Con-
clui o autor em apreco que, para ocorrer uma mudanca radical na
composigdo dos &cidos graxos de um animal, quando estes diferem



profundamente das gorduras ingeridas, esse alimento deve ser forne-
cido acima de certo nivel, antes de que alguma modificacdo possa se
manifestar.

KELLY et al. (1959), trabalhando com camardes Penius sp.,
com siris Callinectes sapidus e varias espécies de algas, verificaram
que os crustaceos alimentados com dietas pobres em gorduras perdem
muito dos seus acidos graxos poli-insaturados e recuperam 0S MesSMOS
pela ingestdo de alimentos que contenham esses acidos. Os camardes
parecem sintetizar maiores quantidades de acidos graxos insaturados,
a partir do 6leo da semente de algoddo, do que qualquer animal aqua-
tico. Esses autores registraram também que o fitoplancton produz
grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados.

O cultivo em aquario da Cladocera e Copépodes, alimentados
com a alga verde unicelular, Scenedesmus obiusiusculus e subseqtien-
te analise dos acidos graxos, por FARKAS e HERODEK (1964),
mostrou que a gordura dos claddceros permanece semelhante a do seu
alimento enquanto que, nos copépodes, o grupo do é&cido C20-C2
aparecia sempre como maior componente. Os autores concluem ser
plausivel admitir que estes Gltimos animais obtém estes acidos por
alongamento da cadeia dos acidos linoleico e linolénico.

A analise dos lipideos da estrela do mar (Pisaster ochraseus)
e de dois organismos conhecidos por servirem de alimento para esse
animal, o mexilhdo (Mytilus californianus) e a craca (Mitela polyme-
rus) realizada por RODEGKER e NEVENZEL (1964, l.c.), reve-
lou que a composicdo dos acidos graxos do mexilhdo e da craca sao
muito semelhantes, diferindo da estrela do mar principalmente pela
baixa percentagem de &cido eicosaendico (C20i).

No peixe eurialino, Mugil cephalus, KELLY et al. (1958) ve-
rificaram que o nivel de acidos graxos poli-insaturados, numa dieta
isenta de gorduras, decresce consideravelmente e que a natureza das
gorduras dos animais estudados é acentuadamente influenciada pela
dieta. Estes animais podem, aparentemente, converter acidos diendi-
cos da semente de algoddo em pequenas quantidades de acidos tetra,
penta e hexaenoico.

Uma analise dos lipideos, dos eritrocitos e dos mitocéndrias do
figado de ratos, feita por WITTING et al,, (1961), mostrou que os



lipideos foram profunda e drasticamente alterados quando variava a
composicdo dos acidos graxos na dieta desses animais.

WALKER ¢ KUMMEROW (1964), trabalhando com ratos,
verificaram que a composi¢do quimica dos eritrocitos desses animais,
submetidos a quatro tipos de dietas, variava principalmente no que se
refere aos &cidos oleico, linoleico, eicosatriendico e eicosatetraendico.
A quantidade de acido oleico decrescia quando a de linoleico aumen-
tava na dieta. Esses animais, ingerindo 6leo de coco altamente satu-
rado, exibiam um consideravel aumento do &cido eicosatriendico
(C20:3).

Pressdo e profundidade parecem exercer um efeito sobre a com-
posicdo lipidica dos animais.

Neste particular, os trabalhos de LEWIS (1962-1967) mostra-
ram que, em maiores profundidades, os animais possuem maior quan-
tidade dos &cidos C18 e C18:; respectivamente, estearico e oléico.

Em muitos animais pode-se acompanhar uma variagdo esta-
cionai, tanto quantitativa como qualitativa dos lipideos.

HERODEK e FARKAS (1959) verificaram que a composi-
cdo quimica do crustaceo Astacus leptodactylus, no que se refere aos
dcidos graxos, exibe um ciclo anual caracteristico, que consiste no
desaparecimento dos acidos poliénicos na primavera e acimulo du-
rante o outono.

FARKAS e HERODEK (1961) assinalam que, em crustaceos
de &gua doce, essas variagcdes estacionais estdo associadas com maior
acimulo de &cidos graxos de cadeia CD e CZ2 durante o outono.

Em crustdceos marinhos da regido antartica, LITTLEPAGE
(1964) mostrou uma enorme variagdo na quantidade de lipideos ar-
mazenados durante o ano, porém ndo faz consideracGes a respeito dos
acidos graxos que entram na composi¢cdo dos mesmos.

Hibernacdo, fendbmeno ligado a mudanca de temperatura no
meio ambiente, conduz, segundo ZAR (1968), a uma variacdo da
composicdo lipidica no bezouro Coleomegilla maculata, principal-
mente no que se refere a um incremento do acido araquidénico
(C2-.i), que flutua de um valor minimo no outono a um valor ma-
ximo em janeiro e fevereiro, decaindo novamente no inicio da prima-
vera, no hemisfério norte.



A acdo de parasitas sobre determinados tecidos promove uma
alteragcdo na composicdo quimica dos &cidos graxos de certos animais.
LUNETTA e VERNBERG (1971) verificaram, no molusco Nassa-
rius obsoleta, que diferentes parasitas afetam diferencialmente a com-
posicdo quimica dos acidos graxos, sendo isto, presumivelmente de-
vido as demandas metabdlicas de cada espécie de parasitas.

Certas pesquisas evidenciam que a idade do animal pode ser
um fator de variacdo na composicdo dos acidos graxos.

NELSON et al. (1967) verificaram que mudangas nas concen-
tracGes de acidos palmitico e oleico na barata Periplaneta americana
estdo inversamente relacionadas com a idade.

Finalmente, BAZAN et al. (1970) demonstraram que no cére-
bro de ratos, apds choques eletroconvulsivos, havia um aumento de
cerca de 175% dos &cidos graxos livres, 30 segundos ap0s a aplica-
¢cdo do choque.

Com a notavel excegdo dos insetos, o metabolismo dos acidos
graxos dos invertebrados tem sido pouco estudado.

Demonstracdo direta da sintese de &cidos graxos em inverte-
brados, além de insetos, inclui o trabalho de MOHRI (1964), que
estudou a incorporacdo de substdncias marcadas, nas diversas fra-
cBes lipidicas nos embribes de ourico do mar; VONK et al. (1950),
que estudaram em Helix pomada a incorporacdo da D2 nos acidos
graxos; ZANDEE (1962), que verificou baixa taxa de incorporacdo
do acetato marcado com “C nos acidos graxos insaturados em rela-
cdo aos saturados em Astacus e WOOTON e WRIGHT (1962), que
assinalaram incorporagdo “in vivo” de mevalonato nos acidos graxos
de Nereis e Arenicola.

Pela breve exposigdo bibliografica, nota-se que muitos sdo o0s
fatores que tém a capacidade de induzir modificagdes bioquimicas no
que se refere aos acidos graxos e gorduras em geral, os quais podem
ser assim resumidos: temperatura, dieta, pressdo e profundidade, va-
riacdo estacionai, hibernacdo, parasitismo, idade, excitacdo e estado
nutritivo.

Depreende-se, ainda, da grande literatura existente, que face
ao grande valor comercial, a maior parte das pesquisas referentes aos
acidos graxos e lipideos foi efetuada em peixes.



Nos demais poiquilotérmicos, hd uma tentativa de se correla-
cionar os lipideos e acidos graxos de filos diversos, sem levar em con-
ta as variagdes individuais prdprias de cada espécie.

Relativamente aos crustaceos, decépodes em particular, sdo ra-
ros os trabalhos que procuram elucidar a influéncia da temperatura
na bioguimica dos lipideos e acidos graxos em particular.

No presente trabalho, procurou-se verificar a acdo da tempera-
tura em animais aclimados a 10°C e a 25°C, sobre os acidos graxos,
tanto qualitativa como quantitativamente, comparando-se os resulta-
dos obtidos com animais coletados na natureza, ndo aclimados, quan-
do a temperatura da agua do mar era de 9°C.

Esta pesquisa foi realizada com os recursos das modernas téc-
nicas de cromatografia em fase gasosa, que superam em muito as
antigas verificagdes da insaturacdo dos acidos graxos pelo indice do
iodo, pois, além de permitir conhecer 0 grau de insaturacdo, pode-se,
por esta técnica, determinar o nimero de carbonos da cadeia de cada
acido graxo.

Um estudo desta natureza tende a conduzir, sem ddvida, ao
campo da bioquimica ecoldgica.

Além disso, decorre, em conseqiiéncia da presente pesquisa, um
aspecto pratico bastante importante. Sabe-se que a causa principal da
deteriorizacdo das gorduras é a oxidagdo das mesmas pelo oxigénio
atmosférico, processo este conhecido como rancificagcdo, que altera
profundamente o sabor das gorduras. A susceptibilidade & oxidacéo
depende em grande parte do grau de insaturacdo dos lipideos.

No caso dos peixes, as gorduras sdo notaveis pelo alto conted-
do de acidos graxos poli-insaturados e, portanto, particularmente su-
jeitos a deteriorizacdo oxidativa (BANNATYNE e THOMAS, 1969).

Sendo o siri azul, animal comestivel, de interesse comercial, um
conhecimento da natureza e constituicdo dos seus acidos graxos é
essencial a fim de se evitar as rea¢Bes oxidativas durante a industria-
lizagdo e estocagem dos mesmos.

2. MATERIAL E METODOS:

Na realizacdo do presente estudo utilizaram-se o musculo, glan-
dula do intestino médio e branquias do siri azul, Callinectes sapidus.



Os animais experimentais foram coletados em Beaufort, Caro-
lina do Norte, Estados Unidos. Este crustaceo, de grande importan-
cia econdmica nos Estados Unidos da América do Norte, vive numa
variedade de fundos, em estudrios e aguas oceédnicas ndo profundas,
ocorrendo desde a Nova Escocia até o Uruguai (WILLIAMS, 1965).

O passo inicial na execucdo desta pesquisa consistiu na acli-
macdo do siri azul. Apés a coleta, cada animal era colocado em urna
caixa plastica com &gua do mar a 30%ao0, convenientemente arejada,
e separados em dois lotes, mantidos em cdmaras de aclimacdo a 10°C
e a 25°C, durante trés semanas, no minimo. Eram alimentados com
pedacos de figado (O'CONNOR et al., 1969) duas vezes por sema-
na e submetidos a um fotoperiodo de 12 horas. A fim de uniformizar
as condicBes experimentais, somente animais machos, na fase de in-
termuda, foram utilizados, pois é sabido (DAMBOVICEANU, 1932,
O’CONNOR et al., 1968) que durante a muda e nas fases finais da
pré-muda ha um decréscimo de certos constituintes bioquimicos da
glandula do intestino médio e do ligliido do meio interior.

Além dos animais aclimados a 10°C e a 25°C, foram utilizados,
também, animais recém coletados na natureza, portanto ndo aclima-
dos. A captura desses animais processou-se nos meses de inverno,
quando a temperatura média da agua do mar era de 9°C.

As seguintes etapas foram executadas para obtencdo dos acidos
graxos:

a. extragcdo dos lipideos totais;

saponificacdo dos lipideos e liberacdo dos acidos graxos livres;
liberagdo dos &cidos graxos livres;

metilagdo dos &cidos graxos livres;

anélise qualitativa e quantitativa dos ésteres-metilicos dos acidos
graxos livres pela cromatografia em fase gasosa.

© oo oc

a. EXTRACAO DOS LIPIDEOS TOTAIS

Os lipideos totais dos homogeneizados de mdsculo, glandula do
intestino médio e branquias, foram extraidos seguindo a técnica mais
empregada atualmente, ou seja, 0 método de FOLCH et al.,, (1957),
utilizando cloroférmio metanol (2:1, V/V) com um volume de 20
vezes 0 peso de cada tecido. Acrescentado o cloroférmio-metanol, os
tecidos eram novamente homogeneizados. A extragdo dos lipideos pro-
cessou-se durante duas horas.



FOLCH et al. (l.c.) expressam a necessidade de remover con-
taminantes ndo lipidicos dos extratos preparados, como descritos aci-
ma. A técnica de FOLCH et al. prescreve uma seqiiéncia de lava-
gens, as quais, segundo os autores, removem efetivamente os conta-
minantes ndo lipidicos, liberando um extrato lipidico puro.

b. SAPONIFICACAO DOS LIPIDEOS

A fim de analisar os acidos graxos totais, os lipideos obtidos
durante a extracdo, deverdo ser saponificados. O extrato é tratado
com uma base. Este procedimento hidrolisa os acidos graxos dos éste-
res do colesterol, dos lipideos neutros e fosfolipideos, convertendo-os
em sabdes sollveis na agua.

A saponificacdo foi procedida da seguinte forma: o extrato
cloroféormio-metanol contendo os lipideos foi evaporado sob presséo,
em um baldo de 250 ml. A hidrélise dos lipideos realizou-se acres-
centando-se ao residuo 50 ml de etanol-éter-etQico (3:lv:v), mais
0,5 ml de KOH, 10N, durante 3 horas (JAMES, 1963).

Alguns lipideos sdo resistentes a hidrdlise, assim, uma aliquota
foi hidrolisada durante 18 horas, comparando-se o resultado nos dois
intervalos de tempo. Um periodo de 3 horas, a frio, mostrou-se sa-
tisfatorio na saponificacdo dos lipideos.

Terminado o periodo de hidrélise, a mistura etanol-éter-etilico
foi removida a vacuo num evaporador rotatorio, adicionando-se em
seguida, agua bi-destilada a fim de obter uma solugdo clara. A seguir,
75 ml de éter de petréleo (p.e. 30-60°C) foram acrescentados, dei-
xando-se 0 mesmo permanecer durante 24 horas. Duas fases separa-
ram-se: a superior consistindo de éter de petréleo com o colesterol e
a fase inferior consistindo de agua e residuos de alcool com os sais
de potassio do6 acidos graxos. A fase superior, foi sifonada e des-
prezada.

Um meio conveniente de se proceder a sifonagem do éter de
petréleo foi usar um tubo de vidro em U, um ramo do qual era colo-
cado no baldo e o outro ramo passando através do orificio de uma
rolha de borracha que fechava um funil separador. Um outro tubo de
vidro em L era colocado em outro orificio da rolha do funil separa-
dor e através deste fazia-se o vacuo. Desta forma, a fase superior (éter



de petréleo) era facilmente separada da fase aquosa. Repetiu-se 4
vezes este processo.

c. LIBERACAO DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES

Os é&cidos graxos foram entdo liberados pela adicdo de 10 mi
de HC1 1,5 N a fase aquosa remanescente no baldo. 75 mi de éter
de petroleo (p. e. 30-60°C) foram adicionados e o frasco agitado
durante 10 minutos. Deixou-se esta mistura repousar durante 24 ho-
ras, numa atmosfera de N2 Decorrido esse periodo, a fase superior
constituida pelo éter de petroleo, contendo os &cidos graxos livres, foi
transferida para um funil separador de 250 ml, usando-se a mesma
técnica do vacuo descrita no paragrafo anterior. A fase aquosa re-
manescente no baldo foi lavada 3 vezes com éter de petroleo, o qual
era posteriormente sifonado para o mesmo funil separador. A fim de
se removerem tracos de HC1, o éter de petroleo foi lavado duas ve-
zes com 5 ml de agua bi-destilada. Apds a separagdo das duas fases,
a inferior aquosa foi desprezada e o éter de petroleo seco em sulfato
de sodio anidro (JAMES, l.c.). O éter de petrdleo remanescente no
funil separador foi em seguida transferido para tubos de vidro com
rolha de Teflon e evaporado empregando-se um fluxo de Na

d. METILACAO DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES

A separacdo de compostos pela cromatografia em fase gasosa
requer compostos que sejam volateis nas temperaturas na qual estes
aparelhos operam. Uma boa técnica de diminuir o ponto de ebuligdo
dos acidos graxos € transforma-los nos seus correspondentes ésteres-
-metilicos, pela adigdo de um radical metilico aos acidos graxos. Des-
ta forma, quando é necessario proceder-se a uma analise do compos-
to variando de CI0 a C2i numa mesma amostra, 0s ésteres metilicos
deste composto sdo empregados. Qualquer método na preparacdo dos
ésteres-metilicos dos acidos graxos (a. g.), para analisa-los através
da cromatografia de fase gasosa, deve ser simples, rapido, quantitati-
vo e ndo dar origem a mudancas estruturais destes compostos ou rea-
¢Oes colaterais. Muitas técnicas foram recomendadas na metilagdo dos
a. g. e uma, mais particularmente, é o emprégo do tri-fluoreto de
boro como catalisador na esterificacdo dos acidos graxos.



Tri-fluoreto de boro metanol foi entdo acrescentado ao tubo
contendo os &cidos graxos, sendo esta operagdo realizada sob uma
atmosfera de N2 na proporcdo de 1 ml do reagente para cada 4-16 mg
de lipideos (MORRINSON e SMITH, 1964).

Os tubos foram fechados e conduzidos para um banho-maria
durante dois minutos. Este tempo foi previamente testado tendo-se
achado que o mesmo era suficiente para a metilacdo dos a. g.

A mistura foi entdo transferida para um funil separador, com
30 ml de éter de petréleo (p. e. 30-60°), com mais 20 ml de agua
bi-destilada e agitada vigorosamente. Deixou-se a mesma repousar
durante 24 horas em atmosfera de N2

A fase inferior aquosa foi desprezada. O éter de petréleo, fase
superior, foi entdo filtrado através de um papel de filtro, previamente
desengordurado, para a eliminagdo de pequenas goticulas de agua. O
funil separador e papel de filtro foram lavados 3 vezes com éter de
petréleo. O filtrado foi recolhido num baldo de fundo redondo e o
éter de petroleo evaporado sob pressdo num evaporador rotatorio.

Os asteres metilicos dos acidos graxos foram entdo dissolvidos
com 2 ml de hexano, redestilado, que € um bom solvente para este
tipo de composto (HORNING et al., 1964). O hexano empregado
foi previamente analisado pela cromatografia em fase gasosa, para
verificar o seu grau de pureza. Nenhum extra-pico surgiu de sua ana-
lise.

Desta forma, os ésteres metilicos dos Aacidos graxos estavam
prontos para a andlise cromatografica em fase gasosa.

A composicdo de uma mistura de acidos graxos pode mudar
enormemente como conseqiiéncia das manipulagbes experimentais
(HORNING et al., 1. c.). Desta forma, para testar a eficacia do mé-
todo empregado na obtencdo dos ésteres metilicos dos &cidos graxos,
compostos de referéncia, ou seja, &cidos graxos de cadeia variando
de Cs a C2 foram metilados e analisados pela CGL, sendo os resul-
tados completamente satisfatorios.

Sabe-se pelos trabalhos de FULK e SHORB (1970), que a
metilacdo dos acidos graxos pelo tri-fluoreto de boro metanol pode
conduzir a formacdo de artefatos provenientes do acido oléico princi-
palmente, evidenciados na andlise por cromatografia em fase gasosa.

Estes artefatos estdo relacionados principalmente com o tempo
de estocagem do tri-fluoreto de boro. A fim de se ter certeza de que



tais artefatos ndo estavam sendo produzidos durante a metilagdo, aci-
do oléico puro, para analise cromatografica em fase gasosa, adquirido
do Applied Science Laboratories, Inc., foi tratado pelo mesmo proce-
dimento, como os acidos graxos extraidos dos tecidos dos animais.
Nenhum extra-pico foi observado, apés a analise do mesmo pela
cromatografia em fase gasosa.

e. CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDA DOS ESTERES METILI-
COS DOS ACIDOS GRAXOS

A base para uma separagdo cromatografica a gas é a distribui-
cdo de urna amostra entre duas fases. Urna destas fases é a fase esta-
cionaria liquida, adsorvida em forma de urna capa quase impercepti-
vel sobre um sélido inerte com urna superficie de grande area; a outra
fase € um gas que passa através da fase estacionaria. A cromatogra-
fia a gas é urna técnica utilizada para separar substancias volateis por
meio de uma corrente de gas sobre urna fase estacionaria. Se esta fase
estacionaria € um sélido, fala-se de cromatografia géas-solido. Esta
técnica depende das propriedades de adsor¢do do conteldo da coluna
para separar amostras, em especial gases. No caso da fase estaciona-
ria ser um liglido, fala-se em cromatografia gas-liqliido (CGL). A
ampla variedade de fases ligliidas com temperaturas usaveis até 400°C
fazem da CGL a forma mais versétil e seletiva da cromatografia a gés.

Na CGL os componentes que deverdo ser separados sdo leva-
dos da coluna por um géas inerte (gas portador). Os constituintes da
amostra repartem-se entre o gas-portador e o solvente ndo volatil
(fase estacionaria), adsorvido em um sélido inerte de tamanho con-
trolado (suporte). O solvente seletivamente retarda os componentes
da amostra de acordo com o seu coeficiente de distribuigdo até que
estes formem bandas separadas no gas portador. Estas bandas com-
ponentes deixam a coluna na corrente de gas e sdo registradas como
uma funcdo do tempo pelo detetor. As vantagens desta técnica de
eluicdo sdo: a coluna se regenera continuamente pela agdo do gas
inerte; geralmente os componentes da amostra separam-se completa-
mente e se misturam somente com um gas inerte, tornando facil a
coleta das fragdes e determinagdo quantitativa; o tempo de analise em
geral é curto.



Uma desvantagem é a de componentes de urna amostra que se
letém fortemente, se moverem muito lentamente ou em alguns casos
permanecerem imoéveis. Esta dificuldade pode ser superada programan-
do a temperatura da coluna para reduzir o tempo de elui¢do. Por pro-
gramacdo de temperatura devemos entender o aumento de tempera-
tura da coluna durante uma separagdo cromatografica, para propor-
cionar uma analise mais rapida e mais versatil.

As partes basicas de um cromatografo sdo segundo McNAIR
et BONELLI (1969):

1. Uma fonte de gas portador puro e alta pressdo

2. Um controlador exato do fluxo de gas

3. Ponto de injecdo da amostra (mantido sempre quente quando em
em operagao)

4. Coluna com:
a. suporte sélido e inerte com uma superficie de grande area;
b. fase liquida adsorvida ao suporte inerte;

5. Detector (com a eletronica necessaria)
Registrador
7. Termostato no ponto de injecdo, coluna e detector

o

a. GAS PORTADOR: um cilindro de gés a alta pressdo ser-
ve como fonte de gas portador. Em cromatografia isotérmica a gas, a
permeabilidade (resisténcia) de uma coluna ndo muda durante uma
analise. Usa-se um regulador de pressao para assegurar um fluxo uni-
forme na entrada da coluna.

A uma dada temperatura esse fluxo constante de gas eluira os
componentes em um tempo caracteristico, denominado tempo de re-
tencéo.

b. INTRODUCAO DA AMOSTRA NO CROMATOGRA-
FO: a amostra deve ser introduzida na coluna de forma instanta-
nea, como um “tampdo”, por meio de seringas, que podem ser de
tipos variaveis, cuja agulha penetra através de um septo de borracha
que se fecha automaticamente ap6s a retirada da agulha, ndo permi-
tindo o refluxo do gas portador.

¢c. COLUNAS: os tubos das colunas usadas em CGL podem
ser de cobre, aco inoxidavel, aluminio e vidro, em forma reta, dobra-
da ou em espiral. As colunas de cobre ndo sdo muito usadas pelo



fato de apresentarem adsorcde ou reagdo com 0s componentes da
amostra.

Certos compostos instaveis, tais como esterdides e acidos gra-
xo0s, podem ser melhor separados em colunas de vidro.

d. SUPORTE SOLIDO: a finalidade do suporte é prover o
meio de distribuicdo da fase liquida de maneira uniforme sobre uma
grande superficie. Este deve ser:

1. inerte
2. de grande superficie
2. de forma regular e tamanho uniforme

e. FASE ESTACIONARIA: a selecdo correta do solvente
de particdo a ser usado é provavelmente o parametro mais importante
em CGL. Idealmente o solvente deve ter as seguintes caracteristicas:
1. As amostras devem exibir diferentes coeficientes de distribuicdo.
2. As amostras devem ter uma solubilidade razodvel no solvente.
3. O solvente deve ter uma pressdo a vapor imperceptivel nas tem-

peraturas de operacéo.

A versatilidade e seletividade da CGL deve-se a ampla selecdo
de solventes disponiveis. De acordo com a fase estacionaria emprega-
da, teremos diferentes tempos de retencdo das amostras, huma mes-
ma temperatura. Escolher a fase estacionaria adequada para os tipos
de compostos que se deseja separar € uma tarefa sumamente impor-
tante.

f. TEMPERATURA:

1. Temperatura do ponto de injegdo: o0 ponto de injecdo deve
estar suficientemente quente para vaporizar a amostra rapidamente
para que ndo haja perda de eficiéncia na técnica de injecdo. Por outro
lado, a temperatura do ponto de injecdo deve ser suficientemente bai-
Xa para evitar decomposicdo. A variacdo da temperatura do ponto
de injecdo pode conduzir a resultados praticos na obtengdo dos cro-
matogramas. Ao aumentar-se essa temperatura, se a eficiéncia da co-
luna ou forma dos picos melhora, é porque a mesma estava muito
baixa. Se os picos emergem mais rapidamente e em formas estranhas
a temperatura estd muito alta.

2. Temperatura da coluna: a temperatura da coluna deve
ser suficientemente alta para que se obtenha a analise em um lapso de



tempo razoavel e suficientemente baixa para obter a separagdo dese-
jada dos compostos da amostra.

De acordo com urna simples aproximagéo feita por GIDDINGS,
o tempo de retencdo se duplica a cada 30°C de diminui¢do da tem-
peratura da coluna. Para maioria das amostras, quanto mais baixa a
temperatura de operacdo da coluna, mais alto sera o coeficiente de
particdo na fase estacionaria e melhor a separagdo resultante. Em al-
guns casos ndo é possivel usar urna temperatura de operagdo baixa.
No caso de amostras com variacdo ampla do ponto de ebulicdo de
seus constituintes, seria desejavel empregar a programagdo de tempe-
ratura.

3. Temperatura do detetor: a influéncia da temperatura so-
bre o detetor depende consideravelmente do tipo de detetor usado.
Como regra geral, pode-se dizer que o detetor e as conexdes de saida
da coluna ao mesmo devem estar suficientemente quentes de modo
que ndo se produza condensagdo de amostra ou da fase liqiida. O
alargamento dos picos e perda de picos componentes sdo caracteris-
ticos da condensagdo. Para detectores do tipo de ionizacdo, a tempe-
ratura deve manter-se bem alta para evitar ndo somente a condensa-
cdo das amostras, mas também da agua ou produtos derivados for-
mados no processo de ionizag&o.

g DETETORES: apesar de a coluna ser “o coracdo do
cromatografo” em fase gasosa, as melhores separagdes passariam de-
sapercebidas se ndo fora o detetor. Este indica a presen¢a € mede a
quantidade de componentes no eluente da coluna.

A relacdo entre a concentracdo da amostra e a resposta do
detetor se define como taxa dindmica do detetor. A porgdo linear
da taxa dindmica é a linearidade do detetor. Para fins quantitativos,
a resposta do detetor deve ser uma funcdo linear da quantidade da
amostra injetada.

Os detetores devem ser razoavelmente insensiveis a mudancas
no fluxo de gas, operaveis numa ampla variagdo de temperatura e
com respostas independentes da natureza da amostra e sobretudo nédo
deve adsorver ou reagir com quaisquer componentes da amostra. Este

altimo requerimento é muito importante, principalmente se iremos
coletar as fracGes da amostra para estudos posteriores.



Existem varios tipos de detetores, porém nos ateremos apenas
a descricdo do principio de funcionamento do detetor de ionizagdo
de chama, que foi o tipo utilizado no presente estudo.

O principio da operagdo do detetor de ionizacdo de chama é
que o gas efluente da coluna é misturado com o hidrogénio e queima-
do com ar ou oxigénio, lons e elétrons, formados na chama, sdo cap-
turados por dois elétrodos, entre os quais existe uma diferenca de po-
tencial de 100 a 300 volts. O mais freqliente é a existéncia de um sé
elétrodo. A corrente de ionizagdo atravessa uma forte resisténcia. A
tensdo nas extremidades desta resisténcia é enviada a entrada de um
amplificador, a corrente continua, ligado a um registrador (GUI-
CHARD et ai, 1968 em TRANCHANT, J.).

O detetor de ionizagdo de chama responde virtualmente a todos
0S compostos com excecdo, entre outros, mais particularmente ao ar
e agua. A falta de respostas ao ar e agua faz do detetor de ionizacdo
de chama um 6étimo detetor na andlise de poluintes do ar ou amos-
tras aquosas como bebidas alcodlicas e materiais bioldgicos. As quan-
tidades minimas detetaveis sdo da ordem de 0,00001Ipg e o limite de
temperatura 400°C (McNAIR 1. c.).

A Unica desvantagem do detetor de ionizacdo de chama é que
no momento que injetamos a amostra ndo surge no registrador o pico
referente a introducdo de ar na coluna, e portanto, devemos acionar
a pena do registrador manualmente para indicar o exato momento da
injecdo a fim de calcularmos o tempo de retencdo de cada composto
da amostra a ser analisada.

h. REGISTRADOR: o sinal produzido pelo detetor pela
passagem dos diversos componentes de uma amostra é impresso con-
tinuamente através de um registrador, com uma escala total de res-
posta de 1 mv/1 seg. A velocidade do papel do registrador é regulada
de acordo com a rapidez de emergéncia dos varios picos.

i. VELOCIDADE DO GAS PORTADOR: a eficiéncia de
uma coluna depende, entre outros fatores, da selecdo da velocidade
linear correta do gas. A taxa de fluxo 6timo pode ser determinada
experimentalmente fazendo-se uma delineagdo da equacdo de Van
Deemetes do nimero de AEPT (alto equivalente platd tedrico) con-
tra a velocidade linear do gas.



A maneira mais simples para medir as taxas de fluxo do gas
¢ com o emprego de um medidor de fluxo de bolhas de sabdo e um
cronémetro.

O AEPT é dado pela forma:
AEPT = LJ/N
onde L representa o comprimento da coluna em centimetros e N é o
niamero de platos tedricos. Para urna determinada coluna, um deter-
minado tamanho da amostra e um fluxo de gas fixo, o nimero de
platos tedricos é calculado pela formula N = 16 (x/y)2 onde x é
a distancia do ponto de inje¢do ao apice do pico e y é a largura do
pico na linha de base.

Desta forma, a taxa 6tima no fluxo gasosa pode ser obtida fa-
zendo-se um grafico, tendo na ordenada o nimero de AEPT e na
abcissa as diversas velocidades do fluxo gasoso. O ponto da curva
onde coincidir a velocidade do gas com o minimo de AEPT indica-
ra o fluxo gasoso mais eficiente para a coluna em questéo.

Por meio destas verificagcbes foi possivel escolher a melhor ve-
locidade do fluxo gasoso para aumentar a eficiencia das colunas que
empregamos para 0 estudo dos acidos graxos.

j- COLUNAS POLARES E NAO POLARES: o tipo de co-
luna empregada na analise cromatografica é bastante importante, pois
déla depende a separagdo dos constituintes da amostra injetada.

Devem-se utilizar sempre dois tipos de colunas, as chamadas
polares e ndo polares, pois esta técnica permite confrontar os resul-
tados e ainda confirmar quais dos nossos compostos sdo saturados e
quais insaturados.

Uma regra importante na cromatografia de fase gasosa é que a
ordem de eluicdo numa coluna ndo polar ou fracamente polar é prin-
cipalmente uma funcdo do ponto de ebulicdo dos componentes da
amostra, sendo que a estrutura quimica das moléculas é de pouca im-
portancia, enquanto que, numa coluna polar, a estrutura quimica das
moléculas € critica.

Nas colunas ndo polares, os acidos graxos insaturados sdo elui-
dos antes dos correspondentes saturados, ocorrendo o inverso fias co-
lunas polares. Essas propriedades das colunas polares e ndo polares,
permite-nos, com o auxilio de outras técnicas, verificar se um dado
acido graxo é realmente saturado ou insaturado. Assim, numa colu-



na de Apiezon L (ndo polar), a ordem de eluigdo dos ésteres-metiii-
cos dos acidos graxos € a seguinte: metil-caprilato, metil-laurato,
metil-miristato, metil-palmitato, metil-linoleato, metil-oleato, metil-
-estearato, enquanto que numa coluna E G SS-X a ordem é: metil-
-caprilato, metil-laurato, metil-miristato, metil-palmitato, metil-estea-
rato, metil-oleato e metil-linoleato.

1 ANALISE QUALITATIVA: o volume do géas portador
necessario para eluir um composto em uma coluna é denominado de
volume de retencéo.

Sob condigbes constantes de pressdo, a taxa do fluxo do gas
é linear com o tempo e pode-se, por isso, chamar-se o volume de re-
tencdo de tempo de retencéo.

Este volume de retencdo ou tempo de retengdo é caracteristico
para uma amostra e fase liqliida, e pode, devido a isso, ser usado para
identificar os componentes da amostra. A temperatura da coluna, en-
tretanto, deve ficar constante. A identificacdo é baseada na compara-
¢do do tempo de retengdo dos componentes desconhecidos com aque-
le obtido de um padrdo analisado sob condigfes idénticas.

Volume de retencdo ndo corrigido (ou ndo ajustado) é aquele
volume medido do ponto de inje¢do a altura méaxima do pico. Este
dado ndo é comumente usado desde que 0o mesmo ndo pode ser com-
parado com outras colunas ou instrumentos.

Volume de retengdo ajustado é o volume medido do pico for-
mado pelo ar a altura méxima do pico. Também é variavel com as
colunas e instrumentos.

O volume de retencdo relativo é aquele referido a um compo-
nente padrdo. E o mais facil de se obter. Em geral, o volume de re-
tencdo relativo depende somente da temperatura da coluna e do tipo
de fase ligliida. Este é o método recomendado por todos os autores
para a identificacdo dos picos.

Pode-se também identificar um composto desconhecido cons-
truindo-se um gréfico semi-logaritmico de uma série homologa. Se
uma amostra contendo inimeros membros de uma série homologa é
injetada num cromatografo a gas, o grafico semi-logaritmico do tem-
po de retengdo é proporcional a alguma propriedade crescente da sé-
rie homologa. Portanto a identificagdo de membros de uma série ho-

mologa pode ser obtida pelo grafico, projetando-se o logaritmo do



tempo de retencdo de cada composto da amostra (no eixo das orde-
nadas), verso o nimero de atomos de carbono (nas abcissas).

Este método de identificagdo é vantajoso por somente 3 ou 4
compostos serem necessarios para estabelecer a inclinacdo da reta e
assim pode ser usado para identificar outros membros da mesma série.

A confirmagdo na analise qualitativa se um determinado com-
posto é saturado ou ndo, pode ser verificada através da hidrogenacédo
dessa substancia. Hidrogenacdo de acidos graxos insaturados toma-
-0s saturados e conseqiientemente haverd uma mudanga no tempo de
retencdo do composto em questdo.

m. ANALISE QUANTITATIVA: a fim de quantificar uma
mistura de &cidos graxos, a resposta e linearidade do detetor devem
ser conhecidas. Verifica-se a linearidade do detetor injetando-se
quantidades crescentes de uma mistura simples e comparando-se a re-
lacdo da altura do pico de dois componentes da amostra de diferentes
concentracdes.

E sabido (ETTRE et al.,, 1963) que a resposta relativa aos és-
teres-metilicos dos acidos graxos, usando o detetor de ionizacdo de
chama, pode ser considerada como a concentragcdo de peso por cento.
Admite-se que todos os picos foram eluidos e que cada composto
tem a mesma resposta no detetor. Se todas essas suposicdes foram
testadas, este método é rapido e simples, pois, a % de um composto
A sera:

area do pico A
% A - X 100
area total dos picos

n. MEDIDA DAS AREAS DOS PICOS: existem varios mé-
todos para a determinacdo da area dos picos e aqui somente sera des-
crita a técnica usada no presente trabalho.

Desde que os picos normais sdo aproximadamente um tridn-
gulo, pode-se calcular a &rea multiplicando-se a altura méxima do
pico pela largura, na por¢do média do mesmo. A base normal do pico
ndo é usada pois amplos desvios podem ser observados devido a “cau-
da” formada nos picos. Esta técnica é rapida e simples. Os resulta-
dos sdo bons quando os picos sdo simétricos e de largura razoavel.



Na analise dos ésteres-metilicos dos acidos graxos, utilizou-se
na presente pesquisa um cromatografo de ionizagdo de chama, marca
Packard, modelo 804, série 7.400.

Dois tipos de colunas de vidro foram utilizados na andlise cro-
matografica dos ésteres-metilicos dos acidos graxos:

1. Coluna de 1, 90 m de comprimento, contendo interiormente um
suporte sélido diatomaceo (CHROMOSORB P) cujo espaco en-
tre as particulas era ao redor de 100-120 “mesh”, e cuja fase
liguida adsorvida a esse suporte era o etileno glicol succinato
(EGS-X).

2. Coluna de 1,20 m de comprimento, cujo suporte sélido interno
era um calcinato de diatomaceas a 900°C e cujo espago interno
¢ praticamente nulo e a fase ligliida adsorvida a esse substrato
era o silicone (SE 30).

No primeiro tipo de coluna os &cidos graxos saturados sdo elui-
dos antes dos é&cidos graxos correspondentes insaturados, o que €
oposto nas colunas do tipo SE.

Em cada experimento, injetou-se no cromatografo, por meio de
urna micro-seringa de Hamilton, 1 pl dos ésteres-metilicos dos &cidos
graxos. Cada corrida foi repetida no minimo 3 vezes.

O cromatografo foi operado isotérmicamente, em idénticas con-
dicdes em todas as andlises realizadas. A temperatura da coluna foi
mantida a 160°C, a do ponto de injecdo a 180°C e a do detetor a
200°C.

O gas portador usado foi o0 N2 com um fluxo constante de
42 ml/min.

A voltagem usada no aparelho foi de 150 volts, e a velocidade
do papel registrador dos cromatogramas foi regulada para 30 cm/h.

Os picos resultantes dos cromatogramas foram identificados por
comparagdo, através de seu tempo de retencdo, com padrdes. Quando
um padrdo ndo era disponivel, a tentativa de identificacdo de um pico
era feita pelo nimero de carbonos, segundo o método de WOOD-
FORD e GENT (1960) ou pelo grafico semi-logaritmico do tempo
de retencdo dos compostos contra o grau de insaturacéo.

Os é&cidos graxos foram quantificados expressando-se a area de
cada pico do cromatograma como uma certa porcentagem do total,
isto devido ao fato de que, para os ésteres-metilicos dos &cidos gra-



xos contendo no minimo 8 carbonos e para acidos graxos de cadeia
carbdnicas bem superiores a esse nimero, MORNING et al., (1964)
verificaram que a medida das areas dos picos corresponde diretamen-
te a percentagem em peso.

A medida das areas dos picos foi procedida conforme descrita
anteriormente, ou seja, pelo método da triangulacéo.

A fim de determinar se um &cido graxo era realmente insatura-
do, apos evaporagdo do seu solvente por um fluxo de N:, 5 mi de
metanol redestilado e 10 mg de o6xido de platina como catalisador
foram adicionados aos ésteres-metilicos. Em seguida, através de um
orificio da rolha do frasco contendo a mistura acima, insuflou-se cui-
dadosamente H2 fechando-se o frasco herméticamente, o qual era
colocado sobre um agitador magnético, ai permanecendo 24 horas
(HAMMARSTRAND, 1966). A hidrogenacdo dos acidos graxos in-
saturados torna-os saturados, ocorrendo, conseqilentemente, uma mu-
danca no tempo de retencdo destes compostos e aumentando a per-
centagem dos compostos saturados.

3. RESULTADOS:

Os resultados, expressos em percentagem por peso, encontram-
-se assinalados nas Tabelas I, 11 e 11l

Excluiram-se dessas tabelas certos acidos graxos que foram en-
contrados esporadicamente em alguns animais, ndo sendo, conseqlen-
temente, a soma de todas as percentagens de cada acido graxo igual
a 100%.

Observam-se por essas tabelas que as percentagens mais baixas
se referem ao acido miristico (C14), nos trés tipos de tecidos estuda-
dos e em ambas as temperaturas de aclimagdo, bem como nos ani-
mais da populagdo natural. Usar-se-4 para os acidos graxos a desig-
nagdo de FARQUHAR et al, (1959). O nimero antes dos dois pon-
tos representa o ndmero de atomos de carbono no acido graxo; o
numero depois dos dois pontos representa o numero de duplas liga-
¢Bes no acido graxo.

O é&cido miristoleico (C14:), embora ndo assinalado nas tabe-
las, ocorre em proporcdo minima, ndo quantificavel pelo método em-
pregado, em alguns tecidos.

Em todos os animais a percentagem de &acido palmitico (C16)
¢ superior ao palmitoleico (Ci6;i). A relagdo C16 /C161 é prati-
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camente igual a 2 nos animais aclimados a 10°C, o mesmo ocorrendo
nos animais da populacdo natural, enquanto que, nos animais acli-
mados a 25°C essa relacdo é bem superior, 0 que nos indica que nes-
tes animais ha um aumento da percentagem do acido palmitico e um
decréscimo na percentagem do palmitoleico.

No que se refere ao acido estearico (C19, nos siris mantidos
a 25°C, as percentagens desse acido sdao maiores do que nos siris
mantidos a 10°C e da populacdo natural.

Quanto ao acido oleico (Ci8i), ndo hd uma correlagdo nes-
tes experimentos entre as temperaturas de aclimacdo e as percenta-
gens. O seu valor oscila de um minimo de 15,5% a um maximo de
33%.

Nos animais aclimados a 10°C e nos da populagdo natural, no-
va coincidéncia se repete no que se refere ao &cido linoleico (C182),
em ambos 0s grupos e nos trés tipos de tecidos, as percentagens desse
acido sdo muito baixas, comparativamente com 0s animais aclimados
a 25%.

O 4cido graxo poli-insaturado araquiddnico (C204), sofre os-
cilacbes em sua percentagem, variando de um minimo de 4,4% a
um méaximo de 30,6%, ndo se encontrando diferencas marcantes nas
diferentes temperaturas de aclimacéo.

Com relagdo ao acido graxo docosapentaendico (C225), nos
animais aclimados a 25°C a percentagem minima deste acido € de
1% e a maxima de 12%. Outra vez, encontramos um estreito para-
lelismo entre os animais aclimados a 10°C e os da populacdo natural,
nos quais este acido oscila de um minimo de 12,7% a um maximo
de 30%. O méaximo de acido docosapentaendico nos animais subme-
tidos a 25°C, corresponde ao minimo encontrado nos outros dois
grupos de animais estudados.

Partindo-se da suposicdo de que a temperatura de aclimagéo
tenha influéncia tanto na qualidade como na quantidade dos &cidos
graxos insaturados, em um estudo desta natureza é interessante com-
parar-se a percentagem total dos &cidos graxos insaturados. Para tan-
to, nas Tabelas IV, V e VI, encontramos a soma das percentagens
dos acidos graxos ndo saturados, no caso do mdusculo, glandula do
intestino médio e branquias, respectivamente.



Pela Tabela 1V, verifica-se que o musculo dos animais manti-
dos a 10°C e os da populagdo natural é o que possui maior percen-
tagem de 4acido graxo insaturado, o mesmo ocorrendo na glandula
do intestino médio (Tabela V) e branquias (Tabela VI).

E notoria a extrema coincidéncia das médias das percentagens
dos acidos graxos insaturados, do musculo e da glandula do intesti-
no meédio nos animais aclimados a 10°C e da populacdo natural.

Assim, as médias das percentagens dos acidos graxos dos ani-
mais mantidos a 10°C, é de 75,1%, 75,1% e 78,2%, para 0 mUs-
culo, glandula do intestino médio e branquias. Nos animais aclima-
dos a 25.°C essas médias, para 0s mesmos tecidos e na mesma se-
quéncia, sdo: 66,6%, 53,9% e 64,7%. Finalmente, nos animais da
populacdo natural, nessa mesma ordem temos: 82,1%, 82,1% e
72,6%.

Observa-se pelas médias das percentagens dos &cidos graxos
insaturados, tanto nos animais aclimados a 10°C e da populacdo na-
tural, que estas sdo superiores em todos os tecidos as médias dos
animais aclimados a 25°C.
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4.

DISCUSSAO

Vimos na introducdo que muitos sdo os fatores que induzem
modificacdes na composicdo quimica dos acidos graxos (a.g.) nos
organismos. Entre esses multiplos agentes, no presente trabalho foi
selecionada a temperatura, procurando-se agora investigar a influen-
cia da mesma ao nivel dos a.g. totais do siri azul, Callinectes sapidus.

A maior parte dos trabalhos relativos a este problema foi rea-
lizada em peixes, justamente devido ao grande interesse comercial
desses animais.

Da bibliografia compulsada, infere-se que a temperatura tem
uma atuacdo nitida sobre a composicdo quimica dos a.g., porém o0s
autores que investigaram este aspecto da bioquimica dos lipideos ndo
sdo concordes quanto ao tipo ou tipos de a.g. que mais sofrem a in-
fluéncia das oscilagBes da temperatura.

H4, com relacdo aos crustaceos e particularmente os decapodes,
urna falta total de dados na literatura. LEWIS (1962) estudou a
influéncia da temperatura sobre os a.g. de 14 animais filogenetica-
mente diferentes, incluindo crustaceos plancténicos, realizando um
“pool” desses animais. FARKAS e HERODEK (1964) estudaram a
influéncia da temperatura ambiente na composi¢do quimica dos a.g.
dos cladoceros e copépodos, porém analisam globalmente os resulta-
dos de espécies diferentes.

As investigacBes sobre a.g. de peixes conduziram a formulagdo
da teoria da existéncia de dois tipos de lipideos: o tipo denominado
“marinho” e o tipo denominado de “agua-doce” (LOVERN, 1937).
De acordo com esta teoria, nos organismos de &gua doce a proporgéo
de a.g. com 16 e 18 carbonos é maior do que nos animais marinhos,
enquanto nestes, os a.g. poli-insaturados, com 20 e 22 carbonos, estdo
presentes em maior proporgéo.

A andlise dos a.g., pela cromatografia em fase gasosa, do siri
azul, revelou que estes animais apresentam lipideos do tipo ‘marinho’,
ou seja, com uma alta percentagem de CD e C2 conforme indicado
nas Tabelas I, Il e IlI.

LEWIS (l.c.), estudando animais poiquilotérmicos marinhos
verificou que baixas temperaturas promovem uma perda completa do



acido estearico (C19, uma redugdo do palmitico (C16) e aumento
na quantidade de palmitoleico (C161). AKULIN e CHEBOTARE-
VA (1969), entre outros, mostraram que com a diminuicdo da tem-
peratura ambiente ha, nos peixes, um aumento de a.g. de cadeias lon-
gas (CDe C2) e também maior insaturacdo desses a.g.. Os resulta-
dos expressos nas Tabelas I, Il e IIl mostram que, nos siris, 0S
mesmos sdo concordantes com 0 que expressam 0S autores anterior-
mente mencionados. Nos animais aclimados a 10°C e nos da popu-
lacdo natural, a percentagem do &cido estearico (Ci8) é praticamen-
te a metade daquela encontrada nos animais aclimados a 25°C.

Com relagdo ao a.g. docosapentaendico (C225), podemos ve-
rificar pelas tabelas assinaladas que nos animais aclimados a 10°C
e os da populacdo natural, a percentagem desse acido é praticamente
o dobro daquela encontrada nos animais aclimados a 25°C. Isto con-
corda ainda com os achados de JOHNSTON e ROOTS (1964), no
peixinho dourado Carassius auraius.

Na parte referente aos resultados obtidos sobre as pesquisas
nos a.g., vimos que a relagdo CI&/C 16;i é praticamente igual a 2 nos
animais aclimados a 10°C e nos da populagdo natural, enquanto que
esta relagdo nos animais aclimados a 25°C é bem superior. Isto nédo
deixa de ter um significado, que concorda plenamente com LEWIS
(l.c.) ao considerar que o abaixamento da temperatura no “habitat”
do animal promove um aumento na quantidade de C10:i. Esse autor
encontrou, para uma variedade de organismos que vivem numa tem-
peratura de 4 a 5°C, o mesmo valor 2 para essa relacdo e um valor
bem superior a esse nos animais que vivem em temperaturas mais
elevadas.

JOHNSTON e ROOTS (1964) assinalam ndo ocorrer modi-
ficagBes nas percentagens de a.g. do grupo Ci8com variacdo da tem-
peratura de aclimacdo. No entretanto, LEWIS (1967) estudando os
a.g. de crustaceos que vivem em profundidade e baixas temperatu-
ras encontrou maior percentagem de Ca8:i nestes animais.

Os resultados aqui obtidos se aproximam mais dos encontrados
por LEWIS, no sentido de que nos animais aclimados a 10°C e da
populacdo natural, nos trés tipos de tecidos estudados houve uma
diminuicdo acentuada na percentagem do acido linolénico (C182).



Com relagdo ao acido araquidonico (C20:4) e docosapentaendi-
co (C225), JOHNSTON e ROOTS (l.c.) encontraram um aumento
significativo desses acidos com o decréscimo da temperatura de acli-
macdo. Embora estes resultados aqui obtidos ndo concordem com o0s
referidos autores relativamente ao C204, porque as percentagens
desse a.g. sdo muito semelhantes nos trés grupos de animais, concordam
com relacdo ao acido docosapentaendico (C22s). Tanto nos animais
submetidos a 10°C, como naqueles da populagdo natural, em todos
os tecidos estudados, as percentagens de C25 sdo bem superiores do
que nos mesmos tecidos dos animais aclimados a 25°C.

Nas Tabelas IV, V e VI encontram-se expressas as percenta-
gens totais dos acidos graxos insaturados dos mdsculos, glandula do
intestino médio e branquias, e, a média das percentagens desses aci-
dos para cada tecido. Pode-se verificar a extrema coincidéncia entre
as percentagens de a.g. totais dos musculos e da glandula do intestino
médio, tanto nos animais que foram aclimados a 10°C, como nos ani-
mais da populagdo natural.

Nos mdusculos e glandula do intestino médio de animais acli-
mados a 10°C ha 75,1% de a.g. insaturados, enquanto nas branquias,
nessa temperatura de aclimagdo, ocorrem 78,2%.

Nos animais da populacdo natural, mdsculos e glandula do in-
testino médio tém 82,1% de a.g. insaturados e branquias 72,6%.

Note-se que nos animais aclimados a 10°C e nos da populacdo
natural a percentagem de a.g. insaturados, nos trés tecidos, é maior
do que nos animais aclimados a 25°C.

Estes resultados e os estreitos paralelismos assinalados nos ani-
mais aclimados a 10°C e nos da populacdo natural mostram clara-
mente que a temperatura de aclimacdo teve um efeito sobre a percen-
tagem de a.g. totais do siri azul.

As diferencas obtidas nas percentagens de certos a.g. insatura-
dos e na percentagem total desses acidos, entre animais submetidos a
10°C e a 25°C, ndo podem ter sido causadas pela dieta, uma vez que
ambos o0s grupos de animais receberam o mesmo tipo de alimento. Esse
fator poderia ser evocado para explicar, talvez, as diferencas existentes
entre as percentagens de a.g. totais dos animais aclimados a 10°C e
0s da populagdo natural.



Qual seria o significado da introducdo de novas duplas ligagcbes
nos a.g. dos animais aclimados a 10°C e nos da popula¢do natural?
Comentarios prévios na literatura referem-se a necessidade dos orga-
nismos manterem gorduras mais liglidas em baixas temperaturas. Deve
ser ressaltado que o problema é mais sutil que esse e esta relacionado
com a viscosidade. Muito antes de um lipideo particular ter alcanca-
do seu ponto de solidificacdo, ele teria passado através de estagios de
viscosidade incompativel com os processos vitais (LEWIS, 1962). A
introducdo de uma dupla ligacdo tem um efeito marcado no ponto de
fusdo dos a.g.; para os &cidos Cl6 e C18 uma dupla ligacdo reduz o
ponto de fusdo de cerca de 58°C. Assim, por um processo bastante
simples, disponivel a todos os organismos através da dehidrogenase, a
viscosidade dos lipideos pode ser ajustada para que a vida seja com-
pativel dentro de uma gama de temperatura muito variavel (LEWIS,

l.c.).

A constatacdo do fato de que o grau de insaturagcdo dos &cidos
graxos aumenta nos animais aclimados a 10°C, bem como nos da
populacdo natural capturados no inverno, indica que 0 mecanismo en-
volvido tem um valor adaptativo.

Outro aspecto pratico do presente trabalho, além daquele res-
saltado na introducdo com relagdo a oxidagdo dos a.g., € o fato de
que, sendo o siri azul rico em Aacidos graxos insaturados, seria uma
fonte de alimentos importante para baixar o nivel de colesterol san-
gliineo. Sabe-se (PEIFER, 1967) que a ingestdo da carne de peixe
promove uma baixa do nivel de colesterol do sangue, tanto no ho-
mem como nos animais em experiéncias em laboratdrio. Essa capaci-
dade estd intimamente associada com o alto teor de acidos graxos
insaturados existente nos peixes. WHITNEY (1970) demonstrou, em-
pregando substancias radioativas, que o siri azul é incapaz da bios-
sintese de colesterol. Infelizmente, a autora ndo fornece dados relati-
vos aos niveis de colesterol normalmente encontrados nesses animais,
oriundo da dieta.

Dependente do teor de colesterol encontrado no siri azul, poder-
-se-ia sugerir também a ingestdo da carne desses animais para se obter
o efeito do abaixamento do nivel de colesterol sanglineo.



5.
CONCLUSOES

1. Nos animais aclimados a 10°C e nos da populacdo natural (sem
aclimacdo), a percentagem do &cido estearico (C19 é pratica-
mente a metade da encontrada nos animais aclimados a 25°C.

2. A percentagem de acido docosapentaendico (C2=53) nos animais
aclimados a 10°C ¢ praticamente o dobro da encontrada nos ani-
mais aclimados a 25°C.

3. O abaixamento da temperatura de aclimag¢do conduz a um au-
mento da quantidade de &cido palmitoleico (C161).

4. Na temperatura de aclimagdo a 10°C, ha uma diminuicdo acen-
tuada da percentagem de &cido linoleico (C18:2).

5. A percentagem de 4cidos graxos insaturados € maior nos animais
aclimados a 10°C e nos da populacdo natural (sem aclimacéo),
que nos animais submetidos a 25°C.

6. As alteragGes nas percentagens de acidos graxos insaturados, de-
correntes do abaixamento da temperatura, tém um carater adap-
tative.
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