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RESUMO

Otimizacédo da extracao de lipideos, via mistura ternaria hexano- etanol-
agua, de matriz composta de residuos do processamento de tildpias

Determinar o conteltdo dos lipideos presentes nos tecidos animais nem
sempre resulta em uma resposta com precisdo, devido & pouca disponibilidade de
meétodos adequados para a extracdo e determinacdo quantitativa destes lipideos. A
extracdo de lipideos de matrizes complexas, como o0 pescado, por meio dos
métodos tradicionais de Bligh & Dyer e Folch normalmente utilizam solventes com
elevada toxicidade, cujos residuos podem gerar um elevado impacto ambiental. A
chamada seguranca quimica esta diretamente ligada a qualidade de vida e alerta
para as questfes de controle e prevencéo dos efeitos adversos dos solventes ao ser
humano e ao ambiente, compreendendo desde a extracéo, uso e descarte desses e
seus residuos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar as condi¢cdes de
extracdo de lipideos totais de residuos do processamento de tilapias, visando a
proposicdo de um método alternativo que garanta uma eficiéncia tdo satisfatoria
guanto as obtidas pelos métodos tradicionais de extracao. Ademais, foi desenvolvido
um meétodo de extracdo mais seguro ao ambiente utilizando solventes menos toxicos
gue os propostos pelo método de Bligh &Dyer, por meio da aplicacdo experimental
de um diagrama de fases hexano- etanol- agua. Ap6s a identificacdo da melhor
combinacdo de solventes, os extratos obtidos com hexano- etanol apresentaram
rendimento eficiente em lipideos totais e capacidade de extrair os componentes
lipidicos polares e apolares das amostras analisadas. O melhor aproveitamento dos
lipideos a serem extraidos da matriz residuos de peixes na proporcdo em massa de
solvente hexano: etanol: 4gua, foram da solucdo 1 (1: 7: 1,375) para a carcaca, da
solugédo 2 (1: 2,5: 1,1875) para a cabeca e da solucdo 4 (4: 1: 4,375) para as
visceras totalizando 14,13%, 14,69 e 47,63% de teor de lipideos, respectivamente.
Logo, ao buscar sistemas de solventes alternativos ao cloroférmio - metanol, para
extrair lipideos de residuos do processamento de tilapias, foi possivel identificar as
melhores propor¢cBes de hexano: etanol: d4gua como substituicdo do método
tradicional proposto por Bligh & Dyer (1959)

Palavras-chave: Solventes; Misturas ternarias; Residuos da filetagem de tilapia;
Oleo de pescado






ABSTRACT

Optimization of lipid extraction, with hexane- ethanol- water in a matrix
composed of waste processing of tilapia

The total lipid content of animal tissues is not always accurately measured due to
the lack of adequate methods for lipid extraction and quantitative determination of
tissue fat. The extraction of lipids from complex matrices, such as fish, using the
traditional methods proposed by Bligh &Dyer and Folch usually, employs solvents
with high toxicity, whose residues can generate a high environmental impact. The
chemical safety concern nowadays is directly linked to quality of life involving
control and prevention of adverse effects of solvents to humans and the
environment, ranging from the extraction, use and disposal of these and their
residues. Moreover, the procedures of sample preparation, the sample: solvent ratio,
the proportion of solvents applied, and the order of addition of solvents during the
experiment are not standardized in these methods. Therefore, the present study
aimed to assess the extraction conditions of total lipids from fish processing residues,
and thus propose a standardized method which ensures a maximum efficiency in
lipid extraction. Furthermore, a more environmental-friendly oil extraction method
using less toxic solvents than those proposed by the Bligh & Dyer method (i.e. using
the hexane-ethanol-water phase diagram) was developed. After identifying the best
combination of solvents, the extracts obtained with hexane- ethanol showed effective
yield on total lipids and the ability to extract the polar lipid components and nonpolar
of the samples. The best use of lipids to be extracted from fish waste matrix, were
the solution 1 (1: 7: 1,375) for the carcass of solution 2 (1: 2,5: 1,1875) for the head
and the solution 4 (4. 1. 4,375) for the viscera totaling 14,13%, 14,69% and
47,63%(4: 1. 4,375) respectively. Therefore, to seek alternative solvent systems
chloroform - methanol to extract lipids of tilapia processing waste, it was possible to
identify the best proportions of hexane: ethanol: water as replacing the traditional
method proposed by Bligh & Dyer (1959).

Keywords: Solvents; Tertiary mixture phase diagram; Tilapia-filleting wastes; Fish oil
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1 INTRODUCAO

A producéo global de pescado atingiu recorde mundial em 2013 com 160
milhdes de toneladas (FAO, 2013). Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA), a estimativa para 2030 serd um déficit de pescado no mundo que atingira
100 milhdes de t. Outros dados da entidade indicaram que o consumo mundial de
pescado atingiu 19,2 kg per capita, por ano, ultrapassando os 12 kg por habitante,

por ano, preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (BRASIL, 2015).

O pescado € um alimento indiscutivel em termos de qualidade nutricional,
uma vez que é uma fonte de exceléncia proteica e lipidica e fornecedor supremo de
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AQUA FEED, 2015). A American
Heart Association (AHA) recomenda, para individuos portadores de doenca
cardiovascular diagnosticada, a ingestdo de pescado duas vezes por semana;
especialmente as espécies com teores mais elevados de &acidos graxos poli-
insaturados. Contudo, o consumo esta estritamente ligado ao habito e aos aspectos
econdmicos que envolvem a oferta e a demanda de pescado em cada regiao
produtora (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Os subprodutos de pescado, procedentes dos residuos, tém sido
considerados de baixo valor comercial e descartados com um minimo de
aproveitamento. Nos ultimos dez anos, contudo, tem havido uma tendéncia global
de crescente conscientizacdo sobre 0s aspectos econdmicos, sociais e ambientais
da utilizacado 6tima dos recursos da pesca, e da importancia de reduzir as perdas
nas fases de pds-captura, armazenagem, processamento e distribuicdo. A utilizacdo
de residuos de pescado esta ganhando a atencdo porque o descarte contém
guantidades significativas de minerais, proteinas e lipideos, podendo ser reciclados
para obtencdo de coprodutos. A comercializagdo de coprodutos deve crescer como
atividade industrial em varios paises, uma vez que aumentard a receita das

empresas, 0 que exigira uma controlada manipulacéo dos descartes (FAO, 2014).

Globalmente, quase 70 milhdes de t de pescado sdo destinados ao
processamento por refrigeracdo, congelamento, enlatamento e salga-secagem. A
maioria dos espécimes de tilapia, cuja producdo global foi 3,95 milhdes de t em
2011, é comercializada na forma de filés congelados com rendimento de cerca de 30

a 37%. Segundo projecOes feitas pela FAO, em 2030, a producédo de tilapia sera
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30% maior do que a da linha de projecao referéncia, enquanto que a dos moluscos,
salméo e camaréo devera crescer 10%.

Em virtude do volume de residuos gerado pelo processamento da tilapia, a
extracdo do Oleo desta espécie mostra-se como uma alternativa para o
aproveitamento dessa biomassa, agregando valor a um coproduto e aumentando a
receita da empresa. Embora o 6leo seja uma fonte natural de acidos graxos poli-
insaturados utilizados em suplementos nutricionais, a capacidade de extrair esses
Oleos ainda é um desafio quando se trata de eficiéncia na extracdo de lipideos
polares e apolares, bem como a sua qualidade. Além disso, as maiores quantidades
sdo geralmente encontradas nas partes nao aproveitadas do pescado, como

visceras e descartes da etapa de filetagem (DAUKSAS et al., 2005).

Nesta pesquisa, a extracao dos lipideos foi realizada utilizando solventes com
diferentes polaridades, hexano, etanol, &gua e a mistura de cloroférmio: metanol:
agua (2:1: 0,8 v/v, Bligh & Dyer), a fim de comparar a eficiéncia das diferentes
metodologias. A vantagem apresentada pelo método proposto baseado na mistura
binaria hexano e etanol € a capacidade desta em extrair tanto os lipideos neutros
como os lipideos polares de forma eficiente; a fase de hexano retém todos os
lipideos e a fase etandlica (Agua + etanol) retém os néo-lipideos (KATES, 1972).
Tem-se a formacao desse sistema bifasico baseado na teoria do equilibrio liquido-
liquido de trés componentes (hexano- etanol- agua). A determinac¢éo da solubilidade
de cada componente pode ser avaliada por meio de um diagrama ternario de
solubilidade de dois liquidos imisciveis entre si (hexano e agua) que formam uma
regido bifasica no diagrama, com um terceiro (etanol), completamente miscivel nos
outros dois. O etanol foi escolhido como solvente, pois este se apresenta vantajoso
por proceder de uma fonte renovavel, podendo ser amplamente usado na industria,

sendo que o Brasil é o segundo maior produtor mundial.

Portanto, o presente estudo visou propor um método alternativo de
extracdo de lipideos de residuos do processamento da tildpia por meio de um
sistema de extragdo com hexano e etanol como solventes de forma a justificar o seu
aproveitamento quando feita a comparacdo com as metodologias tradicionais de

extracao
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pesca, aquicultura, produgéo e consumo

A pesca brasileira apresentou significativo crescimento nos ultimos anos.
Atualmente, o pais produz 2 milhdes de t de pescado, sendo 40% provenientes do
cultivo. A atividade gera um PIB pesqueiro de R$ 5 bilhdes, mobilizando 800 mil
profissionais entre pescadores e aquicultores e proporciona 3,5 milhdes de
empregos diretos e indiretos. O potencial brasileiro € significativo e promissor; o pais

pode se tornar um dos maiores produtores mundiais de pescado (BRASIL, 2014).

A producéo de pescado nacional para o ano de 2011 registrou um incremento
de aproximadamente 13,2% em relacdo a 2010. Em 2011, a regido Nordeste
continuou registrando a maior producdo de pescado do pais, respondendo por
31,7% da producdo nacional. As regides Sul, Norte, Sudeste e Centro-Oeste

registraram 23,5%, 22,8%, 15,8% e 6,2%, respectivamente (Figura 1).

500.000,00
450.000,00 m2010 w2011

400.000,00
350.000,00

300.000,00
250.000,00
200.000,00
150.000,00
100.000,00
50.000,00 -

NORDESTE NORTE SUDESTE CENTRO-O

Producio (t)

Figura 1 - Producao de pescado (t) nacional em 2010 e 2011 discriminada por regiao
Fonte: BRASIL, 2014

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producédo
total da piscicultura brasileira em 2013 foi de 392,5 mil t, sendo a regidao Centro-
Oeste a principal produtora com 26,8% do total (105 mil toneladas) (IBGE, 2015).

Um estudo realizado pelo Rabobank (2010) mostrou que a aquicultura podera
ser, na proxima década, a nova fronteira de proteina animal no Brasil. Na pesquisa,
os dados mostraram que a producdo de pescado em cativeiro podera alcancgar 960
mil t em 2022, praticamente o dobro, em relacdo as 479 mil t registradas em 2010
(AQUA FEED, 2015).
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A producao global de pescado ultrapassou o crescimento da populacao
mundial, e a aquicultura apresentou um rapido crescimento dentro do setor produtor
de alimentos. Segundo dados da FAO, em termos globais, a pesca e a aquicultura
se responsabilizam pelo maior aporte proteico da populacéo, da ordem de 10-12%.
Espera-se que a pesca e a aquicultura venham a desempenhar um papel
fundamental na conquista de um futuro sustentavel, garantindo a seguranca
alimentar a populacéo, porém protegendo seus recursos naturais para geracdes
futuras (FAO, 2014).

As perspectivas para a pesca e aquicultura destacam a extensdo do comércio
mundial de pescado que tende a fluir fortemente com desenvolvimento suficiente
para suprir a demanda de uma classe média global emergente, com o aumento da
populacdo mundial para 9 bilhdes de pessoas até 2050. O crescimento podera ser
evidenciado com o aumento global da producéo de tilapia, indo dos 4,3 milhdes de t
em 2010 para 7,3 milhdes de t em 2030 (FAO, 2014).

A atual producdo mundial de pescado € da ordem de 126 milhdes de t (Figura
2). O Brasil € um dos poucos paises que tem condicdes de atender a crescente
demanda mundial por produtos de origem pesqueira, sobretudo por meio da
aquicultura. A andlise feita no periodo de 2003 a 2013 sobre o consumo nacional de
pescado apontou que o aumento foi superior a 100%. Em 2013, o consumo médio
por habitante/ano foi de 14,5 Kg (BRASIL, 2014).

utilizagdo do peixe pepulagdo(bilhdes)
(milhdes de toncladas) suprimento de comida(Kg/capita
140 21
L
120 == -::om.ida'v § = 18
s Utili zagdo nédo alimentar /_/_/
100 populagdo S
=== suprimento de comida ﬁ/ I
) /ﬂ I I ;
60 i 9
P il ..nllll!l" ! 1] [(EEEEEE
20 T 3
0 0
50 55 60 65 70 75 80 85 %0 95 00 05 12

Figura 2 - Abastecimento mundial de pescado

Fonte: FAO. 2014
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O pescado é composto por proteinas de elevado valor bioldgico e apresenta
todos os aminoacidos essenciais. O tecido muscular de pescado é fonte de
proteinas de alta digestibilidade, cerca de 90 a 95%, superando a carne bovina que
atinge valores ao redor de 90% (CONTRERAS-GUZMAN, 1994; CRAWFORD,
1985; MORETTO et al.,, 2002; OETTERER, 2006; RUITER, 1995; SGARBIERI,
1996).

2.1.1 A Tilapia

"Tilapia" € o nome genérico de um grupo de ciclideos, composto por trés
géneros: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (THOMAS & MICHAEL, 1999). A
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é originaria da regido Leste da Africa, uma
espécie versatil no cenario da piscicultura, pois se adapta tanto ao cultivo extensivo,
guanto ao sistema de criacdo em tanques-rede, sendo cultivada com alta tecnologia
de producéo (MEURER et al., 2002).

Segundo a FAO, no Brasil, a producao de tilapias ultrapassou 155 mil t em
2010, sendo responsavel por mais de 32% da producdo aquicola brasileira total e
proveniente dos criatorios das regides Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste. A
tilapia ja se consolidou como o principal produto pesqueiro/aquicola, e mesmo nos
estados com tradicdo de consumo de peixe marinho, a tilapia ja é encontrada com
frequéncia nas barracas de praia, restaurantes, peixarias e supermercados (FAO,
2012).

Em nivel mundial, considerando as perspectivas para o crescimento das
espécies, um crescimento mais rapido da oferta € esperado para a tilapia, a carpa e
o bagre. A demanda pelos produtos Oleo de peixe e farinha de peixe,
provavelmente, terd um crescimento expressivo, dada a rapida expansao da
aguicultura e a estabilidade global da pesca de captura. No periodo 2010-2030, os
precos do 6leo de peixe e da farinha de peixe tender&o a subir em termos reais de,
90% e 70%, respectivamente (MSANGI et al., 2013).

Diante da alta possibilidade de cultivo, a tildpia é uma das espécies mais
comercializadas na forma de filé, e por isso apresenta baixo rendimento, de
aproximadamente 33%, com o agravante de descartar residuos comestiveis
(SOUZA; MACEDO-VIEGAS, 2001).
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2.2 Residuos gerados pelainddstria pesqueira

A definicdo de residuos solidos, segundo a NBR 10.004 (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2004), refere-se a “todos os compostos de
caracteristicas solidas ou semi-solidas resultantes, de varios segmentos da industria,
do comércio e dos sistemas de produgao agricola e animal”’. Ou seja, “todas as
sobras do processamento de alimentos que sao de valor relativamente baixo”
(OETTERER, 2002). No entanto, quando o material residual é aproveitado e a
induUstria agrega valor a essas sobras, o termo residuo passa a ser designado de
subproduto ou coproduto (OETTERER, 2002).

Para pescado, sdo considerados residuos, os peixes de baixo valor comercial,
os descartes da filetagem, os tecidos escuros, cabecas, carcacas e visceras
(VISENTAINER et al., 2003). Os residuos gerados no processamento que Sao
constituidos de cabeca, visceras, nadadeira, cauda, coluna vertebral, barbatana,
escamas e restos de tecidos, podem representar significativos 50% da matéria-prima
utilizada, variando conforme as espécies e 0 processamento (BANCO DO
NORDESTE, 1999; NUNES, 2001; PESSATTI, 2001).

O setor pesqueiro gera uma quantidade expressiva de residuos com alto valor
nutricional, ricos em proteinas e em acidos graxos de cadeia longa. Este material
residual pode ser constituido de tecido escuro, peixes fora do tamanho 6timo para
consumo, residuos obtidos no processamento como descartes da filetagem, figado,
cabeca, carcaca, pele e visceras (VISENTAINER et al., 2003). Quando o material
residual é aproveitado e a industria agrega valor a essas sobras, 0 termo residuo
passa a ser designado de subproduto ou coproduto (OETTERER, 2002).

A industria processadora do pescado gera mais de 63,6 milhdes de t de
residuos nas operacdes de processamento. Cerca de 45% do peso vivo da matéria-
prima € descartado como lixo, sem tentativa de recuperacdo havendo, portanto, uma
grande urgéncia em encontrar alternativas sustentaveis para a utilizacdo desse
residuo, uma vez que o descarte incorreto leva a problemas ambientais (FAO,
2010). Certamente, o desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas para o
aproveitamento de residuos de peixe aumenta a receita da empresa a medida que
se agrega valor a este material. O residuo pode ser processado para a obtencdo de

oleo, farinha ou silagem que, por sua vez, podem ser aplicados na alimentagéo
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animal. O Oleo obtido pode ainda ser estabilizado, obtendo triacilglicerois
estruturados que podem ser aplicados em ra¢des, com vantagens nutricionais sobre
o Oleo original (FELTES et al., 2010).

A geracdo de residuos esta presente em todas as etapas exercidas pela
atividade pesqueira, ao longo da cadeia produtiva, desde a captura até a
comercializacdo. A natureza e o volume de residuo do processamento de pescado
dependem dos processos de transformacédo, das espécies de pescado e condi¢des
de pesca, época de colheita e a natureza do produto final. MARTINS (2012) relatou
que a obtencado de filés caracteriza o menor grau de aproveitamento do pescado,
resultando, consequentemente, em uma maior geracdo de residuos. Da producéo
global de pescado de cerca de 140 milhGes de t, 63 milhdes de t de subproduto séo
geradas anualmente no mundo (RAI et al., 2012). A producdo de residuos,
principalmente na etapa de filetagem de tilapia representa 62,5% a 66,5% da
mateéria-prima, o que requer o tratamento de tais residuos, a fim de reduzir o impacto
ambiental (BOSCOLO et al., 2001).

De acordo com a base gerencial de bolsa de residuos, foi relatado que 68%
destes sdo encaminhados as industrias de farinha de pescado, 23% sao
encaminhados a aterros sanitarios municipais e 9% séo despejados diretamente nos
rios, sendo assim um grave problema de impacto ambiental (STORI; BONILHA,;
PESSATI, 2002).

Os residuos do processamento de peixes estdo compostos pelas partes ndo
comerciais dos animais que somam em torno de 50% do material residual do peixe
capturado, e que nao é utilizado como alimento e representa ao redor de 30 milhdes
de t de residuo, por ano (KRISTINSSON; RASCO, 2011).

A distribuicdo média de cada porcéo pode ser observada na Figura 3. A sobra
qgue é considerada um residuo é descartada e pode gerar impacto ambiental
(NORZIAH et al., 2009).
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Figura 3 - Distribuicdo da porcdo comestivel e do residuo de pescado
Fonte: RUBIO-RODRIGUEZ et al. (2012).

Os residuos de peixe podem ser aproveitados para obtencdo de um produto
de maior valor agregado, como por exemplo, o 6leo de peixe, que pode ser
produzido a partir de peixe inteiro, da fauna acompanhante (espécies sem valor
comercial) da pesca, de ovas e de sobras do processamento do pescado (ADEOTI,
HAWBOLDT, 2014). A recuperacdo dos lipideos presentes nos residuos de
processos industriais poderia ser uma fonte alternativa de energia de baixo custo
(biocombustivel e alimentacdo), reduzindo os problemas de descarte e poluicédo

ambiental, e oferecendo um subproduto com valor agregado (RAI et al., 2013).

O problema com a producdo de residuos existe tanto na pesca quanto na
aquicultura, ndo havendo apenas uma solucdo para este problema. A tilapia é a
espécie de peixe de dgua doce mais processada no Brasil, especialmente para a
producéo de filés refrigerados ou congelados, porém com baixo rendimento (30 a
33%) e, consequentemente, gera uma grande quantidade de residuos na industria.
Ademais, o comércio de tilapias inteiras também gera uma quantidade significativa
de residuos, tanto nos entrepostos (no atacado) como nas peixarias (no varejo)
(VIDOTTI, 2006).

Portanto, a definicdo de um destino para esses residuos permitiria aos
produtores, frigorificos e pescadores beneficiarem-se com o aproveitamento dessa
matéria prima. Além disso, a producéo de alguns subprodutos a partir dos residuos
resguardaria o Brasil de importar os mesmos de outros paises em grandes

guantidades, evitando gastos desnecessarios, como € o caso do 6leo de peixe.
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Além disso, a reutilizacéo e reciclagem de residuos de pescado também ira
reduzir consideravelmente o custo da producédo alimentar do peixe e diminuir a
poluicdo relacionada aos problemas gerados com o alto volume de residuo
produzido (KUBITZA et al., 2006).

2.2.1 O 6leo de pescado como produto comercial

Os residuos de pescado representavam cerca de 2/3 do volume da matéria
prima da indastria, constituindo grave problema ambiental (BOSCOLO E FEIDEN,
2007). O oleo de pescado mostra-se como uma alternativa para o aproveitamento
dos residuos do processamento, sendo uma forma de agregar valor a esta matéria
prima, por conta de suas amplas aplicacfes. A partir dos residuos de pescado,
principalmente das visceras, € possivel realizar a extracdo de lipideos,
potencialmente utilizaveis na alimentacdo humana (MORAIS et al., 2001; CREXI et
al., 2010), animal (GUERRA; ONA, 2009) ou na producdo de biocombustiveis
(SANTOS et al., 2010; LIN; LI, 2009). O porcentual do 6leo de pescado obtido apos
o processamento do residuo depende de varios fatores, sendo o tamanho do peixe e
o sistema de producdo os que mais influem nos resultados finais (VIDOTTI &
BORINI, 2006).

No Brasil, o 6leo de pescado ganhou uma grande atencdo nos ultimos anos
devido ao aumento da demanda global, assim como os seus precos (Figura 4). As
estimativas mostram que 71% do Oleo de peixe produzido é destinado ao
abastecimento alimentar aquatico e 26% a alimentacdo humana (FAO, 2014). O dleo
de pescado também se utiliza no preparo de cosmeéticos, detergentes, tintas,
vernizes e biodiesel (FEIDEN; BOSCOLO, 2007).
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Figura 4 - Tendéncias no preco, em US$/ t, de Oleo de peixe e de 6leo de soja
Fonte: FAO. 2014

Pesquisadores em todo o mundo tém procurado aumentar a producédo de 6leo
de peixe por meio do tratamento dos residuos do processamento. O 6leo de
pescado tem um conteudo elevado de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (BIMBO et al.,, 1991). Quando o 6leo de peixe ndo viabiliza a extracdo dos
acidos graxos poli-insaturados, devido a presenca de diversas impurezas como
metais pesados (mercurio) e dioxinas, este pode ser matéria prima para a producao
de biodiesel suprindo a necessidade de novos insumos para a producdo do
biocombustivel, além de ser uma alternativa para o problema de eliminacdo dos
residuos gerados com o beneficiamento do peixe, trazendo vantagens econdémicas e
sustentaveis para a piscicultura local (FERNANDES et al.,, 2010; SANTOS et al.,
2010, NUTEC, 2010). O oleo obtido das visceras parece ter o0 maior potencial para
produzir biodiesel (217 L/t de viscera processada), seguido do residuo obtido das
cabecas (91 L/t de cabeca processada) e da mistura dos residuos (60 L/t de residuo
processado) (MARTINS, 2012).

2.3 Lipideos
2.3.1 Definicao

Os lipideos nao séo definidos por uma estrutura comum, ao contrario,

constituem uma categoria de compostos que tém em comum a propriedade da
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solubilidade em solventes apolares e a insolubilidade em solventes polares (AKOH,
2008).

Estes compostos sdo geralmente classificados em dois grupos: os lipideos
neutros ou apolares (triacilglicerdis, diacilglicerois, monoacilgliceréis e esterois) e os
lipideos polares (acidos graxos livres, fosfolipideos e esfingolipideos) (MANIRAKIZA,
COVACI; SCHEPENS, 2001).

Os lipideos encontrados na natureza sdo associados a outras moléculas
através da interacdo Van der Waals como, por exemplo, a interacdo de varias
proteinas com moléculas de lipideos; pontes de hidrogénio, principalmente entre
lipideos e proteinas; e ligacdo covalente entre lipideos, carboidratos e proteinas. A
insolubilidade em agua é a propriedade geral utilizada para a separacéo lipidica de
outros componentes celulares. A extracdo completa dos lipideos de uma matriz pode
exigir tempo até a separacdo em fases imisciveis, porém, o mais eficiente € a

combinacéo de solventes de diferentes polaridades (AKOH et al., 2008).

A insolubilidade dos lipideos na agua torna possivel a sua separacao de
proteinas, carboidratos e &gua dos tecidos. Os lipideos possuem uma
hidrofobicidade relativa dependendo de seus componentes moleculares. Na analise
de alimentos de rotina, o contetdo de "gordura" refere-se aos constituintes lipidicos
“livres” que podem ser extraidos por solventes menos polares em analises de curto
tempo (AKOH et al., 2008).

A extracdo completa requer mais tempo ou a utilizacdo de combinacdes de
solventes, de modo que os lipideos podem ser solubilizados integralmente a partir
da matriz. Devido a complexidade dos lipideos, os procedimentos de extracdo da
fracdo lipidica estédo definidos para amostras de tecidos animais ou vegetais. Alguns
passos devem ser seguidos como: (A) pré-tratamento da amostra, que inclui a
secagem (ou reducdo do teor de agua), reducdo do tamanho da amostra ou
hidrolise; (B) homogeneizacéo do tecido na presenca de um solvente; (C) separagao
das fases liquida (orgénica e aquosa) e sélida; (D) remocéo de contaminantes nao

lipidicos; e (E) remocé&o do solvente e secagem do extrato (AKOH et al., 2008).
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2.3.2 Lipideos do pescado

Uma das vantagens nutritivas do pescado em relagdo a carne bovina esta na
gualidade da fracdo lipidica. Algumas espécies de peixes, principalmente os de
aguas mais frias, sao ricos em lipideos poli-insaturados e contém baixos niveis de
colesterol. O consumo desses lipideos, da série 6mega-3, pode prevenir doencas
cardiovasculares. (CONTRERAS-GUZMAN, 1994). Geralmente, a composicdo em
lipideos pode variar de acordo com a espécie de pescado, tipo de musculo corporal
analisado, sexo, tipo de alimentacao fornecida, dieta ou habito alimentar, idade, grau
de maturacdo gonadal, época do ano e habitat (OETTERER, 2002; OETTERER,
2009).

Uma caracteristica da fracao lipidica dos peixes é o seu alto teor em &cidos
graxos insaturados que conferem uma vantagem nutricional ao alimento. Os acidos
graxos presentes nos peixes de agua doce sdo provenientes dos ingeridos na dieta
e das modificacdes fisiologicas (HENDERSON; TOCHER, 1987).

Os lipideos s@o a maior fonte de energia metabdlica para o crescimento das
ovas até o animal adulto e a maior fonte de energia metabdlica para a reproducao
dos peixes (HALVER; HARDY, 2002). No ambiente aquatico natural, os lipideos sao
encontrados tanto nas fontes animais como vegetais, e sado armazenados
predominantemente como triacilglicer6is. Nos organismos de agua doce, 0s
triacilglicer6is sdo o principal componente do lipideo ingerido na alimentacdo
(COWEY; SARGENT, 1979).

A fracdo lipidica na dieta é fonte primaria e energética para os animais
aquaticos uma vez que seu papel principal é gerar energia metabdlica na forma de
ATP, num processo mitocondrial (SHERIDAN, 1988; HALVER; HARDY, 2002;
CHOU et al., 2001).

Os lipideos podem servir como veiculo para a absorcdo de vitaminas
lipossoluveis e esterdis e, além disso, desempenham um importante papel na
estrutura das membranas biologicas na forma de fosfolipideos e ésteres de esterois
(SHILO et al., 1989; HERTRAMPF; PIEDAD-PASCUAL, 2000; WEIRICH & REIGH,
2001; JOHNSON et al., 2002).

A quantidade de lipideos da dieta para peixes varia entre 10 e 20% do peso

seco, quantidade suficiente para permitir que a fragédo proteica da dieta seja eficiente
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para 0 crescimento, sem que haja excessiva deposicdo de gordura na carcaca
(COWEY; SARGENT, 1979; WATANABE, 1982). Assim, a quantidade de lipideos na
dieta depende da quantidade de proteina e, em alguns casos, dos carboidratos
presentes (WATANABE, 1982).

O figado desempenha o papel de armazenar gordura nos peixes habitantes
de aguas profundas, e que apresentam movimentacao lenta (BRAEKKEN, 1959). Ja
0s peixes de movimentagdo rapida possuem quantidades substanciais de lipideos
armazenados no musculo esquelético. Dos dois tipos de musculos esqueléticos, o
muasculo escuro armazena mais lipideos do que o musculo claro (ROBINSON;
MEAD, 1973; SHERIDAN et al.,1983; SHERIDAN, 1986).

Alguns peixes de &gua doce e de clima tropical acumulam lipideos
semissélidos, que se depositam principalmente sobre o peritbnio e que podem ser
separados facilmente na operacdo de filetagem. Logo, o aproveitamento das
gorduras dos peixes de agua doce pode ser uma alternativa a ser considerada, uma
vez que apresenta adequada composicdo em acidos graxos, maior estabilidade em
relacdo as gorduras de origem marinha e ampla plasticidade (RIBEIRO et al., 2012).

Os principais compostos identificados no extrato lipidico do pescado podem
ser agrupados em duas categorias: o0s lipideos neutros, que constituem o0s
triacilglicerdis, hidrocarbonetos, carotenoides, vitaminas lipossollveis, esteréis, alquil
e alquenil éteres de diacilglicerdis, alcoois graxos e ceras; e 0s lipideos polares que
apresentam glicolipideos e fosfolipideos (CONTRERAS-GUZMAN, 1998).

Estudos sobre o metabolismo de acidos graxos em peixes demonstraram que
h& especificidade quanto a exigéncia em acidos graxos na dieta (MARTINO, 2003).
Isto € evidenciado quando se compara o perfil de &acidos graxos de espécies
marinhas e de agua doce. A Tabela 1 apresenta as exigéncias de acidos graxos

poli-insaturados para algumas espécies de peixes.
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Tabela 1 — Exigéncia de acidos graxos essenciais em peixes

Espécie Acido graxo Exigéncia
Bagre americano ([Ictalaturus punctatus) C18:2 n-6 e n-3 HUFA 1-2%
Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) C18:3 n-3 1,0%
Salmio chum ( Oncorlyvnchus keta) Cl83n3eCl82n-6 1,0%
Carpa comum (Cyprinus carpio) Cl8:3n3eCl82n-6 0,8%
Carpa capim (Ctenopharyngodon idella) Cl83n3eCl82n6 0,5%
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) Cl8:2n-6 0,5%
Besugo (Chrysophrys major) C20:5 n-3 0,50%

Fonte: Martino (2003).

Em peixes, assim como em outras espécies de animais monogastricos, a
composicdo lipidica tecidual reflete a alimentacdo e pode ser alterada pela
manipulacdo da dieta. Dietas ricas em &cidos graxos poli-insaturados da série
6mega-3 podem diminuir a capacidade lipogénica dos tecidos hepético e adiposo,
melhorando a composicéao lipidica da carcaca (NIELSEN et al., 2005).

7

O perfil de acidos graxos do pescado € diretamente influenciado por
parametros fisiolégicos e ambientais, podendo, desta forma, ser manipulado para a
obtencdo de alguns beneficios. Destacam-se como interferentes na composicéo de
acidos graxos fatores ambientais e a alimentacdo (RIBEIRO et al., 2012). A cadeia
alimentar marinha é formada por animais ricos em &cidos graxos da série 6mega-3,
como, por exemplo, o EPA (4cido eicosapentaenoico) e o DHA (acido docosa-
hexaenoico). Os peixes de dgua doce geralmente possuem uma série de enzimas
capazes de modificar o perfil da dieta e dos &cidos graxos, bem como dos produtos
de sua biossintese. Isso significa que muitas dessas espécies podem transformar
um determinado acido graxo em seu correspondente de cadeia mais longa. Por
exemplo, o acido a-linolénico (C18:3 n-3) pode ser convertido em EPA (C20:5 n-3), e
este pode originar o DHA (C22:6 n-3) (MARTINO, 2003).

A dieta alimentar a qual o peixe for submetido influenciara a sua composicao
guimica em geral, e em especial, a composicdo em &acidos graxos. Logo,

informacdes devem ser coletadas acerca do tipo de alimentacdo ou habito alimentar
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dos peixes em seu “habitat” natural para que, a partir do comportamento alimentar,

seja possivel medir o contetdo de lipideos do tecido animal.

Assim, a fonte de lipideos utlizada na racdo pode influenciar
significativamente o crescimento e a conversao alimentar dos peixes (WILSON,
1998). A utilizacdo de lipideos como fonte de energia varia conforme a espécie de
peixe, dependendo de seu hébito alimentar (WILSON, 1998). A incluséo de lipideos
na ragcdo dos peixes promove um aumento do nivel de gordura corporal, sendo
assim, quanto maior o nivel de lipideos na dieta, maior o depdsito de gordura no
peixe (CYRINO, 1995). A nutricdo, portanto, € um fator determinante na definicdo da

composicdo de acidos graxos do pescado cultivado.

O conteudo total de lipideos de amostras de tecidos animais e vegetais deve
ser aferido com precisdo nos estudos bioquimicos, fisiolégicos e nutricionais. Assim,
meétodos confiaveis para a extracdo quantitativa de lipideos dos tecidos sdo de suma
importancia. Algumas amostras animais requerem cuidados especiais para a
obtencdo da fracdo lipidica, pois fatores como co-extragdo dos componentes nao-
lipidicos e a oxidacdo indesejada podem influenciar a qualidade final da fracédo

lipidica.

2.3.3 Fracao lipidica da tilapia

Os residuos do processamento de pescado sdo uma fonte alternativa de
gordura, tendo como exemplo as visceras, que representam entre 7,5% a 15% do
peso corporal dos peixes, e contém de 35% a 45% de 6leo (SANTOS et al., 2010).

As aparas sdo partes do préprio filé obtido na etapa de filetagem para
padronizagdo do seu formato (cortes em “v” ou cortes dorsal e ventral). Uma planta
de filetagem que processa 6 t/dia, gera 300 kg/dia de aparas, que pode ser uma
matéria-prima de alta qualidade para a industria, capaz de produzir coprodutos com

%y 0

valor agregado. Aparas dorsal, ventral e do corte em “v” representam em média 5%

do peso dos peixes abatidos. Desse total de residuo, cerca de 15% sao
provenientes do corte em “v’, para retirada das espinhas remanescentes no filé e
85% sédo provenientes do corte dorsal e ventral para padronizacao (VIDOTTI et al.,

2006).
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A fracdo lipidica encontra-se em maior quantidade nas aparas dorsais e
ventrais, com 0,74: 1: 0,29 de &cidos graxos monoinsaturados, saturados e poli-
insaturados, respectivamente. Ja nas aparas do corte “v’ a proporc¢ao é de 0,87: 1:
0,22 de monoinsaturados, saturados e poli-insaturados, respectivamente (VIDOTTI
et al., 2006).

“

As aparas dos cortes “v” apresentam baixo teor de colesterol, 100 g de aparas
apresentam 16% do recomentado diario (300 mg ao dia). J& as aparas do corte
dorsal e ventral apresentam teor de colesterol maior em relagdo ao corte “v’, em
que de 100 g é possivel obter 33% da recomendacéo diaria do colesterol (VIDOTTI

et al., 2006).

A composicdo da fracao lipidica encontrada na literatura das aparas dorsais e

ventrais e do corte “v”, obtidos na filetagem da tilapia esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicao da fracéo lipidica das aparas dorsais e ventrais e do corte

“v”, obtidos na filetagem da tilapia

Composicéao da fracéo lipidica Corte "v" Dorsal e ventral
Lipideos totais (g/100) 3,4 15
Colesterol (mg/100g) 47,1 98,9
Acidos graxos saturados (g/100g) 1,1 4,91
Acidos graxos monoinsaturados (g/100g) 1,27 6,68
Acidos graxos poli-insaturados totais (g/100g) 0,29 1,95

Fonte: VIDOTTI et al., 2006.

As cabecas de tilapia, também podem ser utilizadas como matéria prima de
baixo custo, sendo, assim, um coproduto para a industria. As cabecas in natura
apresentam 16,08%de acidos graxos poli-insaturados, 33,90% de acidos graxos
saturados e 48,60% de acidos graxos monoinsaturados (STEVANATO, 2006).
Portanto, o aproveitamento dos residuos de tilapia proveniente da filetagem pode
ser viavel economicamente ao fornecer material lipidico utilizado como alimento ou

biocombustivel.
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2.3.4 Extracéo dos lipideos

A primeira etapa para analise quantitativa e qualitativa de lipideos de um
alimento € a sua extracdo. Ha diversos métodos para a determinacdo do teor de
lipideos em alimentos, adequados para diferentes produtos, como a extragdo com
solvente a quente, extracdo com solvente a frio, extragdo da gordura ligada a outros

compostos e extracao por hidrélise acida e alcalina, entre outros (CECCHI, 2003).

A extracdo por solvente é o método tradicional de extracdo de lipideos que
deve ser rapido, eficiente e delicado, a fim de minimizar a degradacdo dos
componentes lipidicos (MOLINA et al., 1999). Varios estudos tém demonstrado que
o contetdo de lipideos extraidos depende da combinacdo de solventes utilizada,
que deve demonstrar uma capacidade de solubilizar todos os compostos lipidicos e
deve ser suficientemente polar para remover os lipideos de sua associacdo com
membranas celulares e lipoproteinas (DE BOER, 1988; RANDALL et al., 1991,1998;
MANIRAKIZA et al., 2001).

Os 6leos séo altamente sollveis em solventes orgéanicos, tais como hexano,
benzeno, ciclo-hexano, acetona e cloroférmio. Com isso, os fatores importantes a
considerar na escolha de um solvente organico incluem a solubilidade preferencial
do composto de interesse, 0 baixo ponto de ebulicdo do solvente para a sua mais
facil recuperacdo, o seu custo, toxicidade, disponibilidade e possibilidade de
reutilizacdo. O hexano € um dos poucos solventes com tais qualidades e utilizado
em grande escala industrial (MERCER; ARMENTA, 2011).

Os lipideos estéo distribuidos na matriz dos tecidos, apresentando diferentes
estruturas e funcbes. Os lipideos simples, tais como glicerideos, existem como
tecidos adiposos superficiais e estdo prontos para serem extraidos. Ja os lipideos
complexos como fosfolipideos, esfingolipidios e esterdis sdo geralmente
encontrados como constituintes de membranas em estreita associagdo com
proteinas e polissacarideos, por isso, ndo sdo extraidos tdo facilmente como os
lipideos simples (XIAO, 2010).
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2.3.5 Métodos de extracao

Diversos meétodos foram desenvolvidos para determinar o contetdo total de
lipideos, porém muitos deles demandam muito tempo e trabalho manual. O teor de
lipideos € tradicionalmente determinado gravimétricamente por extracdes com
solvente. Os métodos de Soxhlet e de Bligh & Dyer (1959) sdo os comumente
utilizados na avaliacao do teor de lipideos em tecido animal e vegetal. O diferencial
de ambos € o aquecimento do solvente e o material seco para o método descrito por
Soxhlet e uma extracéo a frio utilizando solvente clorado e material sem tratamento

prévio para o método proposto por Bligh &Dyer.

O método Soxhlet de extracdo de 6leo com solvente a quente é o mais antigo
e mais utilizado. Este método emprega vidraria especifica e se baseia no
aguecimento e volatilizacdo dos solventes, normalmente éter de petrdleo ou hexano,
gue se condensam sobre a amostra triturada contida em um cartucho presente na
camara de coleta dos solventes condensados. A extracdo ocorre por imersdo +
percolacdo, em temperatura levemente inferior & temperatura de condensacéao, o
tempo de contato se restringe ao necessario para que o volume de liquido atinja o
ponto de sifonagem, reiniciando o processo. O tempo desse processo de extracdo
varia de 1 h até 72 h (CECCHI, 2003; BRUM, 2004). A extracdo com solvente a
guente é baseada em trés etapas: solubilizacdo da fracéo lipidica da amostra no
solvente, eliminacdo do solvente por evaporacdo e quantificacdo gravimétrica
(BRUM & REGITANO-D"ARCE, 2009).

A extracdo lipidica de tecidos pode ser facilmente realizada com solventes
nao clorados em equipamentos Soxhlet, mas os resultados sdo muitas vezes
inferiores aos obtidos pelo método de Bligh & Dyer, uma vez que os lipideos
extraidos ndo sdo considerados lipideos totais, mas sim, lipideos “extraiveis”. De
acordo com DE BOER (1988), a fracdo ndo extraida pelo método de Soxhlet é
denominada lipideos ligados. Além disso, o rendimento da extragdo por Soxhlet é
determinado pela composi¢céo do solvente e afinidade com o composto de interesse
e 0 tempo de extracdo ou, mais precisamente, o numero de ciclos. BRUM &
REGITANO-D’ARCE (2009) salientaram em seu trabalho sobre meétodos de
extracdo e qualidade da fracao lipidica de matérias-primas, a limitacdo do solvente
n-hexano. Os autores constataram que, sendo o hexano um solvente apolar, este

nao possui a mesma eficiéncia para extrair os lipideos ligados (polares) como ocorre
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com outros solventes de maior polaridade. No entanto, uma das vantagens do
método de extracdo por Soxhlet, € a de que a amostra permanece boa parte do
tempo imersa no solvente, ocorrendo sifonagens intermitentes que renovam o
liquido constantemente, mantendo o gradiente de concentracdo do Oleo entre

solvente e amostra, fato que possibilita a solubiliza¢éo do 6leo.

As diferencas no rendimento lipidico entre os diferentes métodos se devem a
maior ou menor eficiéncia na extracdo dos lipideos polares, que depende da
polaridade do solvente organico usado para extracdo. Deste modo, misturas de
solventes polares e apolares sdo geralmente utilizadas para obter a maxima eficacia
na extracao total dos lipideos (DE BOER, 1988; PHILLIPS et al., 1989).

Um Unico solvente apolar ndo tem capacidade de extrair os lipideos polares
dos tecidos. Para assegurar uma recuperacdo completa e quantitativa dos lipideos
dos tecidos, um sistema de solvente composto por propor¢des varidveis de
componentes polares e apolares deve ser usado. Tal mistura extrai mais
completamente lipideos totais mais exaustivamente do extrato e é adequada para
posterior caracterizacdo dos lipideos. Os métodos de FOLCH (1957) e BLIGH &
DYER (1959) sdo amplamente utilizados para a extragédo dos lipideos totais. Quando
comparados 0os métodos de extracdo, os rendimentos em lipideos totais nas
amostras animais sdo maiores empregando o método de Bligh & Dyer e pela
metodologia de Soxhlet os resultados séo similares aos encontrados na literatura
(BRUM & REGITANO-D"ARCE, 2009).

Para padronizar um método de analise de lipideos totais, RANDALL et al.
(1988) recomendaram que a extracdo da amostra deve usar a técnica de BLIGH;
DYER (1959). A escolha do método foi justificada com base no fato de que,
quantitativamente, a mistura cloroférmio + metanol tem a capacidade de extrair
todas as classes de lipideos, produzindo rendimentos mais elevados e € um método
relativamente preciso (RANDALL et al., 1991; ROOSE; SMEDES, 1996). A principal
desvantagem da técnica foi a de que era requerida sub-amostragem de tecidos e
realizacdo de varios passos de extracdo em separado. Apesar da constatacdo
destes autores, tem havido algumas tentativas para avaliar se o maior rendimento da
extracdo de lipideos com cloroférmio / metanol representa também maior precisdo
na capacidade de particio de amostras que se constituam em contaminantes
organicos hidrofébicos (DELBEKE et al., 1995).
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Bligh & Dyer (1959) modificaram o método a frio de Folch (1957) e
propuseram um método rapido para extracdo liquido-liquido e purificacdo de lipideos
totais a partir de um sistema de duas fases utilizando dois solventes imisciveis e
caracterizando um fenémeno de equilibrio que é governado por leis de distribuicéo
de fases. Conforme os autores, o0 soluto extraido (lipideos) distribui-se entre ambas
as fases. Por exemplo, um dos sistemas de solventes, o cloroformio, dissolve o
soluto melhor que o outro sistema, agua / metanol. A concentracdo do soluto é,
portanto, mais elevada no cloroférmio (2% v/v) do que na fase agua (0,8% v/v) /
metanol (1% v/v). A relacéo existente entre estas concentraces das duas fases é o
equilibrio. Teoricamente, o equilibrio estabilizado entre estas concentracdes é
constante e ndo € afetado pela temperatura ou pela concentragcdo do soluto
(GR@GAARD, 2011).

A metodologia proposta por BLIGH & DYER (1959) é uma adaptagédo, em
termos de volume de solventes, entre procedimentos de FOLCH e procedimentos de
extracao lipidica 6tima (NORZIAH et al., 2009; XIAO, 2010). O método Bligh & Dyer
utiliza solventes polar e apolar (por exemplo, cloroférmio, metanol e agua)
necessarios para penetrar nas células de gordura e extrair o lipideo da membrana
celular, incluindo a dos musculos e dos fosfolipideos (NORZIAH et al., 2009; XIAO,
2010).

BRUM & REGITANO-D"ARCE (2009) estudaram o método de Bligh & Dyer e
afirmaram que € um método rapido e simples, desenvolvido para extracdo e
purificacdo de lipideos do material biolégico. Originalmente Bligh & Dyer (1959)
definiram um método para determinar o teor de lipideos totais no musculo de peixes,
gue hoje € amplamente usado para medir o teor total de lipideos de outros tecidos
(IVERSON et al., 2001).

O método Bligh & Dyer foi desenvolvido a partir da andlise do diagrama de
fases da agua-metanol-cloroférmio. A amostra foi misturada com agua, metanol e
cloroférmio em proporc¢des especificas, e homogeneizada para criar uma solugéo
monofésica. A diluicho com cloroférmio e agua produz um sistema bifasico. A
camada superior é feita a partir de metanol e agua e a camada inferior € o
cloroformio. A camada de agua-metanol contém o0s componentes polares da

solucdo: proteinas, hidratos de carbono, &acidos graxos livres e fosfolipideos. A
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camada de cloroférmio contém os componentes apolares, como a maioria dos
lipideos (BLIGH; DYER, 1959).

Misturas de cloroférmio e metanol tém sido amplamente utilizadas como
extratores de lipideos, e o exame do diagrama de fases cloroférmio-metanol-agua
levou a hipotese comprovada por BLIGH & DYER (1959). A extracdo Otima de
lipideos deve ocorrer quando aos extratos monofasicos, agua e cloroférmio séo
adicionados em guantidade adequada para tornarem-se sistemas bifasicos (BLIGH;
DYER, 1959). A composicao final dessas misturas ternarias desenha o diagrama de

fases que possibilita a escolha da regido mais favoravel a extra¢do dos lipideos.

2.3.6 Utilizac&o de solvente nos processos de extracao

De uma maneira geral, quando a selecdo de um solvente é feita para o
processo de extracdo deve-se levar em conta ndo somente a seguranca da
operacdo, mas também a disponibilidade, eficiéncia de extracdo, a qualidade do
produto final, o custo, além de toxicidade, biorrenovabilidade e grau de
periculosidade ao meio ambiente (TEH CHENG LO et al., 1991).

Compostos organicos da classe dos alcoois, o0 metanol e o etanol séo
caracterizados pela presenca de uma hidroxila ligada aos radicais hidrocarbonetos
metil e etil, respectivamente. A escolha do &lcool se da de acordo com a
disponibilidade e o objetivo a ser atingido. O metanol é mais toxico que o etanol e é

mais volatil, apresentando maior risco de incandescéncia (ARDILA, 2009).

A utilizacdo de solventes alcodlicos apresenta vantagens atrativas, do ponto
de vista ambiental, uma vez que o etanol € produzido por via biotecnolégica, ndo
gera residuos toxicos, apresenta menor risco de manuseio devido ao seu menor
grau de inflamabilidade e é considerado seguro para a saude humana. Vantagens
do ponto de vista econdmico também s&o evidentes, uma vez que a obtencdo de
etanol a partir da cana de acgucar coloca o Brasil em uma posi¢éo privilegiada na
eliminacdo do uso de derivados de petroleo, diminuindo a dependéncia do pais em
relacdo aos outros solventes e pode ser facilmente recuperado, para posterior
reutilizagéo no processo (CARVALHO, 2001).

O etanol pode ser uma alternativa ao processo de extracdo, pois apresenta

caracteristicas fisico-quimicas que favorecem a extracdo. Do ponto de vista
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ambiental, o etanol é produzido a partir de fontes renovaveis, € um solvente que néao
gera residuos toxicos e apresenta pouco risco de manuseio por possuir menor grau
de inflamabilidade (RODRIGUES, 2011).

A extragcdo convencional do 6leo é feita utilizando hexano como solvente, por
ser o solvente organico mais seletivo, possuir estreita faixa de ebulicdo e ser
imiscivel com a 4gua, o que evita misturas azeotrépicas (MORETTO; FETT, 1998),
além de ser de baixo custo. Portanto, o cloroférmio pode ser substituido pelo hexano

tornando o método menos agressivo ao analista e ao meio ambiente.

Devido aos riscos potenciais do cloroformio & saude, misturas de solventes
contendo alcano: alcool: agua, tais como hexano e isopropanol, com ou sem &agua,
tém sido usadas com sucesso para extrair lipideos dos tecidos (HARA & RADIN,
1978; RADIN,1981). Hexano-isopropanol (3:2, v/v) (GUNNLAUGSDOTTIR;
ACKMAN,1993); (UNDELAND et al.,1998) heptano-etanol-agua-sodio dodecilsulfato
(2:1:12, vivlv) (BURTON et al.,1985), cloreto de metileno-metanol (2:1, v/v)
(SWACZYNA; MONTAG; SOARES et al.,1992) e hexano-acetona (1:1, V/V)
(HONEYCUTT et al.,1995) sdo combinacdes de solventes utilizados para extrair

lipideos a partir de materiais bioldgicos.

Estudar a viabilidade técnica do emprego de solventes substitutos para
processos de extracdo de Oleos de matrizes solidas, sob a O6tica da gestdo
ambiental, pode incorporar novos saberes técnicos, além de produzir potencialmente
um diferencial de competitividade. Para extrair os lipideos dos tecidos, € necessério
encontrar solventes que ndo so6 irdo dissolver os lipideos prontamente, mas irdo
superar as interacfes entre os lipideos e a matriz tecidual. Varios solventes ou
combinac¢des de solventes tém sido sugeridos como extratores de lipideos (RADIN,
1981).

2.3.7 Equilibrio liquido-liquido de trés componentes

Processos como a extracdo sao caracterizados pelo contato entre duas ou
mais fases que estdo, inicialmente, deslocadas do equilibrio. O equilibrio de particdo
atinge uma condicao de equilibrio nas quantidades de solutos disponiveis na matriz

e o solvente. Na extracao liquido-liquido ocorre a particdo do soluto (espécie que se
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deseja extrair) entre matriz alimento e um solvente. A eficiéncia da extragao
depende da afinidade do soluto pelo solvente de extracdo, da razdo das fases e do
namero de extracdbes (PRAUSNITZ, LICHTENTHALER; DE AZEVEDO, 1998;
SMITH, VAN NESS; ABBOTT, 2000).

Pode-se observar através das relacbes de fases, em um sistema em
equilibrio, que alguns pares de liquidos puros, quando misturados em proporgcdes
apropriadas a certas temperaturas e pressées, nao formam apenas uma fase liquida
homogénea, mas duas fases liquidas com diferentes composicdes. Este fato
acontece devido ao estado bifasico ser mais estavel que o estado monofasico. Se
estas fases estdo em equilibrio, entdo o fenbmeno é chamado equilibrio liquido-
liquido (ELL) importante para a realizagdo de muitas operacgfes industriais como a
extracdo de compostos de interesse, no caso, componentes lipidicos (SMITH et al.,
2000).

Usualmente, os dados de equilibrio liquido-liquido sdo representados em um
grafico denominado diagrama ternario (Figura 5). Estes graficos representam
isotermas em pressao suficiente para manter o sistema inteiramente liquido. O uso
de tais diagramas demonstra as relacdes de fase nos sistemas liquidos ternarios
(SMITH et al., 2000).

¥ ' = 0,00
A p.on 0.2% 0,50 ave 100 €

Figura 5 - Diagrama Ternario
Fonte: TREYBAL, 1968.
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Segundo Treybal (1968), as distancias do ponto P aos lados do triangulo
correspondem as fracdes molares (ou massicas) dos componentes. Os vértices do
triangulo sdo os pontos com 100% da mistura que representam 0S COmpostos puros

e, as arestas, as misturas binarias.

Os sistemas de importancia sdo os em que ocorre imiscibilidade; assim, para
o equilibrio liquido-liquido, o interesse esta na parte onde ocorre formacdo de um
sistema bifasico da mistura, na qual o sistema homogéneo € instavel, ou seja, no
qual ndo é possivel a coexisténcia dos trés componentes em uma Unica fase,
ocorrendo a separacdo do sistema em duas fases. Logo, existem faixas de
composi¢cdes nas quais o sistema permanece em uma Unica fase liquida, regido
monofasica. A linha no diagrama triangular, que separa essas regifes, € designada
curva binodal ou curva de solubilidade, que pode ser visualizada na Figura 6
(HACKBART, 2007).

Cnmp 'I = L) L) T T : p-z

1 20 o 4 30

Figura 6 - Diagrama de fases expresso em coordenadas triangulares.
Fonte: ALBERTSSON, 1986.

Pelo diagrama de fases, representam-se as composi¢cdes dos sistemas em
gue ocorre, ou ndo, a separacdo de fases, isto é, em qual composicado global o
sistema encontra-se bifasico ou monofasico. Os trés vértices do triangulo equilatero
representam, respectivamente, os componentes puros. Os lados do triangulo
representam sistemas binarios, constituidos pelo componente 1 + agua, componente
1 + componente 2, componente 2 + agua. Os pontos internos do triangulo

representam misturas dos trés componentes (SMITH et al., 2000).
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Diferentes métodos sdo utilizados para construir um diagrama de fase. Um
desses métodos € a titulacdo turbidimétrica, também denominada determinagédo do
ponto de nuvem. Neste método parte-se de uma solu¢cdo com solventes misciveis
(dgua e etanol) e adiciona-se, em gotas, 0 solvente parcialmente miscivel ou
imiscivel (hexano). Ap6s a adicdo de cada gota a solugcdo € misturada
completamente. O aparecimento de turbidez (ponto de nuvem) indica que o sistema
passou para a regido bifasica. Conhecendo-se as concentracdes iniciais das
solugdes e as quantidades de solvente adicionadas, 0 primeiro ponto sobre a curva
binodal pode ser determinado (ALBERTSSON, 1986; WALTER et al., 1985;
ZASLAVSKY, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta dos peixes e preparo dos residuos

As tilapias inteiras foram obtidas de uma indastria processadora de pescado
localizada na cidade de Fartura, na regidao sul do Estado de Sao Paulo, no més de
setembro de 2014. Tilapias com peso aproximado de 571 + 23,5 g foram coletadas
no inicio da manha e submetidas a hipotermia (imersédo em agua gelada, na
proporcdo 1:1 agua: gelo). Os peixes foram transportados ao Laboratorio de
Pescado do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ-USP,
em caixas de isopor com tampa, acomodados em camadas de gelo na proporcao
1:1 (peixe: gelo). A distancia aproximada, percorrida entre a unidade processadora e
o Laboratério foi de 300 km. Os peixes foram eviscerados e filetados, sendo os filés
destinados a outras pesquisas. O residuo, constituido de cabecas, carcaca (ou
espinhaco) e visceras, foi moido em separado para cada um dos trés constituintes e
armazenado em saco de polietileno sob congelamento a —180C.

3.2 Preparo e caracterizacdo da matriz para as analises

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Oleos e Gorduras, no Laboratério
de Pescado e na Planta Piloto de Pescado do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ-
USP (Piracicaba — SP).

O residuo (composto por amostras separadas de cabeca, visceras e carcaca)

foi a matriz para a realizagédo das extra¢des dos lipideos (Figura 7).

O residuo foi processado em moedor elétrico utilizando disco de 4 mm para a
obtencdo de uma massa basica homogénea. Esse homogeneizado constituiu as

amostras de carcaga, cabeca e visceras do presente trabalho.
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Figura 7 - Matriz de residuos de tilapia, composta de cabeca, visceras e carcaca.

3.3. Métodos
3.3.1. Umidade

Baseia-se na quantificacdo da massa da amostra dessecada final obtida pela

perda de agua por evaporacdo em estufa a 105°C (AOAC, 1995).
Para o calculo de determinacdo da umidade utilizou-se a férmula:

. (Peso recipiente + Amostra pds estufa) — (Tara recipiente)
Matéria Seca = 100 X

Peso amostra (g)

% Teor de Agua = 100 — Matéria Seca

3.3.2 Extracéao de lipideos pelo método de Soxhlet

Empregou-se o método de Soxhlet, segundo a IUPAC 1.122 com n-hexano
(faixa de ebulicdo 68-70°C), seguida da sua remocdo por evaporacdo (IUPAC,
1979).

Foram pesados 5 g de cada amostra triturada e homogeneizada, em placa de
Petri. O material dessecado foi transferido para o cartucho de extracdo, com auxilio

de um chumaco de algoddo desengordurado e levemente umedecido de n-hexano.
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A amostra foi coberta, no cartucho, com este chumaco de algodao. As extracdes
foram realizadas em periodos de 6 h, em aparelho de Soxhlet com n-hexano como
solvente de extracdo. Baldes foram utilizados no aparato e o volume de solvente
usado para cada extracdo foi de aproximadamente 170 mL. Apds o término do
periodo de extracdo, o solvente foi eliminado em evaporador rotativo a 40-45°C. Os
valores foram apresentados em base Umida para efeito de comparacéo.

3.3.3 Extracdo de lipideos pelo o método de Bligh & Dyer

Bligh & Dyer (1959) descreveram a extracao de lipideo utilizando 100 gramas
de arenque e elevada guantidade de solvente, tornando o método de alto custo e
com dificuldade na manipulagdo. Alguns laboratérios aperfeicoaram a técnica
reduzindo o volume em dez vezes, tornando duvidosa a remocéo total dos lipideos.
Desta forma, duas determinacdes lipidicas foram realizadas buscando comparar a

extracdo de lipideos utilizando 10 e 100 gramas da amostra.

Para a extracao dos lipideos segundo o método de Bligh & Dyer (1959), foram
pesados aproximadamente 10 g de cada amostra imida, moida e homogeneizada
previamente. Em um Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 20 mL de metanol,
10 mL de cloroférmio e 10 mL de &gua. Iniciou-se a homogeneizagcao por 2 min em
Erlenmeyer de 250 mL dotado de tampa de vidro, com uma mistura de solvente
consistindo de 10 mL de cloroformio e 20 mL de metanol. Ap6s completa
homogeneiza¢édo, uma Unica fase foi obtida e procedeu-se a adi¢cdo de mais 10 mL
de cloroférmio, seguida de agitacdo por 30 s e mais 10 mL de agua destilada
seguida de agitacdo por mais 30 s. Filtrou-se a mistura a vacuo e o residuo tissular
foi re-homogeneizado com 3 lavagens com 5 mL de cloroférmio. Os filtrados foram
combinados e seguiu-se o procedimento original. A solucdo com a amostra foi
transferida para um funil de separagdo e o procedimento original foi obedecido.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Para as amostras de 100 g, no Erlenmeyer de 1000 mL foram adicionados
200 mL de metanol, 100 mL de cloroféormio e 100 mL de agua. Iniciou-se a
homogeneizagao por 2 min em Erlenmeyer de 1000 mL com tampa de vidro, com
uma mistura de solvente consistindo de 100 mL de cloroférmio e 200 mL de

metanol. Apds completa homogeneizacdo, uma uUnica fase foi obtida e procedeu-se
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a adicdo de mais 100 mL de cloroférmio, seguida de agitacéo por 30 s e mais 100
mL de agua destilada seguida de agitacdo por mais 30 s. Filtrou-se a mistura a
vacuo e o residuo tissular foi re-homogeneizado com 3 lavagens com 5 mL de
cloroférmio. Os filtrados foram combinados e seguiu-se o procedimento original. A
solucdo com a amostra foi transferida para um funil de separacdo e o procedimento

original foi obedecido. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A extragdo foi realizada para valores de massa das amostras diferentes,

porém foram mantidas as propor¢gdes massa: volume de solvente.

A alta umidade da matéria-prima favorece a utilizacdo do método com
extracdo por solvente a frio (método de Bligh; Dyer), pois a extracdo do material
lipidico independe da umidade e acidez da amostra. O método de Bligh & Dyer pode
ser usado para alimentos secos ou para produtos com altos teores de agua (como
peixes, vegetais verdes, por ex.). Além disso, ao ndo empregar fontes de
aguecimento durante o processo de extracdo a agressao sofrida pelas estruturas
dos acidos graxos é minimizada, pois quanto maior o indice de insaturacdo dos
acidos graxos, menor sua estabilidade oxidativa, consequentemente o material
perde qualidade com maior facilidade (LAGO; ANTONIASSI, 2000).

3.3.4 Extracédo de lipideos com o método de Hara & Radin

Para a extracdo do Oleo da fase etanol e agua pelo método de HARA &
RADIN (1978), a solucdo foi misturada com 20 mL de isopropanol. Em seguida,
foram adicionados 30 mL de n-hexano. A mistura foi filtrada a vacuo para garantir a
separacdo mais eficiente da parte solida. O filtrado foi transferido para um funil de
separacdo ao qual foram adicionados 30 mL da solucédo de sulfato de sodio (0,5
mol/L). Procedeu-se agitacdo rigorosa até repouso completo. Retirou-se a fase
superior, fase rica em n-hexano e depois foi feita a evaporacdo do solvente em
evaporador rotativo. O baldo foi pesado e determinou-se o teor de lipideo extraido. A

extracdo de cada amostra foi realizada em duplicata.

O rendimento em lipideos foi obtido calculando a diferenca entre o peso final

do balédo e o peso do baléo inicial.
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3.4 Rendimento da extracdo das solugdes propostas

O rendimento em lipideos do material retido no filtro e seco apds a separacao
de fases foi determinado segundo a metodologia de Soxhlet (item anterior nUmero
3.3.2).

Os lipideos na fase etanol-dgua foram recuperados e tiveram seu teor total
determinado utilizando o método de Hara & Radin (item anterior nimero 3.3.4).

3.5 Dados de equilibrio

Os dados de equilibrio foram coletados nas temperaturas de 30°C, com o0
intuito de estudar o comportamento de fases do sistema hexano: etanol: &gua. Com
os dados obtidos foi construido o grafico de equilibrio e a partir dele, procedeu-se a

otimizacao da separacdo dos componentes (hexano, etanol e agua).

Para definir o sistema de equilibrio, na forma de um diagrama ternério, foram
realizados testes preliminares, que consitiram de titulagbes com os solventes para a

construcdo da curva binodal.

3.5.1 Construcéo das curvas de solubilidade

Os reagentes utilizados foram de grau analitico de alta pureza. O hexano 95%
foi da marca TEDIA (HPLCQ/SPECTRO), o etanol 99,9% da marca Panreac (UV-IR-
HPLC) e 4gua ultrapura filtrada em sistema Milli-Q®.

As determinacdes das curvas de solubilidade binodais foram conduzidas por
meio do ponto de turbidez. Visualmente, o ponto de névoa, verificado pela turbidez
da mistura etanol e agua, foi determinado gotejando o terceiro composto (hexano)
através de uma bureta. Quando se detectou a turbidez da mistura, esperou-se um
periodo de 10 minutos a fim de verificar a permanéncia da turbidez, confirmando a
obtencao do ponto da curva binodal (JORQUEIRA et al., 2015). Esse procedimento

foi repetido quinze vezes para determinacao da curva de solubilidade.

Apoés determinacdo do teor de agua dos residuos iniciou-se a titulacéo.
Residuo com teor de agua de aproximadamente 50 %, para o sistema hexano-

etanol- agua, em cada célula foi adicionado um volume inicial de 5 mL de agua e 1
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mL de etanol. Para teor de agua de 60% foi adicionado inicialmente 6 mL de agua e
1 mL de etanol em cada célula. Posteriormente, foi gotejado o hexano até a
obtencédo do ponto de névoa. O ponto de névoa foi identificado como o momento em
que o sistema passava de limpido para turvo, quando era anotado o volume de
hexano coletado na célula de equilibrio. O gotejamento foi feito utilizando uma

bureta de 50 mL.

Os pontos da curva binodal foram determinados por titulagéo. A titulacao foi
realizada com hexano adicionado a célula de equilibrio, gota a gota, até o

turvamento da solucéo (Figura 8).

Etansl Hexane

Hexane

(Titular) E (Tirular)

Titulacio Homogeneizagio i

Y

0C Mistura
5 branca
il leitosa

Repetiu-se o procediments
para os 15 pontos

h\\ determinades /

e -

Figura 8 - Procedimento para determinacdo dos pontos de construcédo da curva de

equilibrio liquido-liquido.

Com base no esquema apresentado na Figura 8, foram definidos os pontos
da curva binodal, a partir da qual foram definidas as melhores solucdes para a

extracéo liquido-liquido dos lipideos presentes nos residuos de pescado.

3.5.2 Obtencéao das Curvas Binodais

Os resultados experimentais para definir o sistema de equilibrio hexano-
etanol- 4gua foi tratado na forma de diagrama ternario, sendo possivel visualizar a

fase monofasica e bifasica, separadas pela curva binodal.

Trabalhou-se com massa (método gravimeétrico) ao invés de volume (método

volumétrico) para uma maior precisdo na preparacdo de todas as solucdes



43

necessérias durante o experimento. Portanto, foi utilizada uma equacéo na etapa de
determinacdo das curvas binodais para obter a massa do componente usado na
titulacdo de acordo com a temperatura de aproximadamente 30°C no momento da

titulacao.

O volume do componente adicionado foi transformado em massa pela sua
densidade, cujo valor foi verificado na literatura. Para a construgcdo das curvas

binodais, as massas foram transformadas em fragcbes massicas como segue:

m;

my; +m; +mg

w;

em que wi € a fracdo massica do componente i, mi é a massa do componente

i, m1 é a massa do hexano, m2 € a massa do etanol e m3 a massa da agua.

A partir dos dados de fracdes massicas dos componentes foi possivel
construir as curvas binodais (Figura 9). A curva em vermelho foi obtida com
amostras com 50% de teor de agua e a curva em azul com 60% de teor de agua.
Pode-se observar que as curvas se apresentam muito préximas, com isso
considerou-se apropriado o uso da curva de 50% de teor de agua, uma vez que o
aumento do teor de agua deve diminuir o poder extrativo da mistura, pois aumenta a

polaridade da solucédo, diminuindo a interacdo com o 6leo a ser extraido.

0 20 40 60 80
H20

Figura 9 - Curvas binodais para os residuos com 50% (linha vermelha) e 60% (linha

azul) de teor de 4gua e as misturas de hexano, etanol e agua.
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Os testes de solucdo de hexano- etanol- agua para a extracdo quantitativa
dos lipideos presentes em residuos de filetagem de tilapias seguiram as propor¢des
calculadas com base nas curvas binodais (Figura 9) para que haja inicialmente a
formacdo de um sistema monofasico que se torna bifasico, no qual ocorre a

separacao das fases, e 0 6leo pode ser recolhido na fase mais apolar.

3.5.3 Construcao das curvas de solubilidade da mistura hexano- etanol-

agua

Apés a construcdo das curvas de solubilidades (50% e 60% de teor de agua)
apresentadas na figura 9, as misturas de solvente (hexano- etanol- 4gua) testadas
para a extracao quantitativa dos lipideos presentes em residuos de processamento
de tilapias estdo apresentadas na Tabela 3. Os volumes finais de solucdo extratora
foram sempre de 400 mL para 50 g de amostras frescas, constituidas de cabeca,

carcaca ou visceras.

Tabela 3 - Composicéo (% v/v) das solucBes extratoras de lipideos de amostras de
residuos de tilapia

Solucéo Hexano Etanol Agua
1 10 70 20
2 20 50 30
3 30 30 40
4 40 10 50

Os calculos realizados permitiram inferir que as composicdes das solucdes
extratoras correspondem aos pontos da regido monofasica, no diagrama ternario

indicado na Figura 10.
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Figura 10 - Curva binodal de mistura hexano- etanol- 4gua para extracao de lipideos.

Depois de definidas as zonas bifasicas e monofasicas, a escolha das
composicfes das solugBes extratoras na regido monofasica foi baseada na
proximidade com a curva binodal, o que apds a etapa de extracdo pode ser
deslocada para regido bifasica pela adicdo de um dos componentes (agua, hexano
ou etanol).

Inicialmente foram elaboradas as misturas extratoras segundo a proporcao

dos volumes indicados na Tabela 4.

Tabela 4 - Volumes (mL) de hexano: etanol: 4gua de misturas extratoras de lipideos
em amostras de residuos de tilapia

Solucéo Hexano Etanol Agua
1 40 280 55
2 80 200 95
3 120 120 135
4 160 40 175

Em um Erlenmeyer de 250 mL, mantido em banho termoestabilizado, a
amostra descongelada e triturada (50 g), adicionou-se 125 mL da solugcéo extratora
e procedeu-se a agitacdo a temperatura de extragdo de 30°C por 20 min. O liquido

foi decantado e transferido para um baldo de separacdo de 500 mL.
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Repetiu-se a operacdo por mais duas vezes com volumes de 125 mL em
cada uma. Ao final, juntaram-se todos os extratos no mesmo baldo de separacéo,
ao gqual foram adicionados diferentes volumes e propor¢cbes de agua e hexano
(Tabela 5), de forma a induzir a separacéo de fases e produzir os pontos de mistura
ternaria do diagrama. Essa adicdo extra de solventes pouco influiu no rendimento
de lipideo extraido.

Tabela 5 - Volumes (mL) de hexano e agua das solucfes extratoras para separacéo
de fases

Solucéo Hexano Agua
1 0 25
2 50 30
3 60 0
4 60 0

O sistema foi agitado durante 0,5-1 min. ApoOs separacdo das fases,
coletando a fase inferior (dgua + etanol) para ser novamente lavada com hexano

para arrastar o residual de lipideos da fase etanol- agua.

Em baldo de fundo chato, evaporou-se a fase superior em evaporador
rotativo (45°C — 50°C, 600 mm Hg). O baldo foi pesado e determinou-se a
guantidade de lipideos extraidos como apresentado em seguida. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Para o calculo de rendimento de lipideos utilizou-se a férmula:

(Peso final balao — Peso baldo tarado) x 100

Rendimento de lipideos (%) = Massa da amostra Gmida (g)

Apds a extracdo, o material desengordurado retido no filtro foi levado a estufa
para secagem (100-110°C durante 8 h) seguida da determinacéo de lipideos

conforme descrito no item 3.3.2.
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3.6. Determinacgéo dos lipideos por CCD

A identificacdo das classes de lipideos arrastados para a fase solvente
durante as extracdes foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),

no modo de adsorcdo em gel de silica (FUCHS et al., 2011).

Os lipideos extraidos foram diluidos em hexano volumes de 10 pL para
lipideos da cabeca e das visceras, e em etanol volumes de 20 pL para os lipideos da
carcaca foram aplicados em placa de silica, com espacamento de 1 cm entre as
amostras e a uma distancia de lcm da base da placa. Testes preliminares
determinaram separacao 6tima entre bandas do lipideo extraido. Foram utilizadas
duas fases mobveis: fase 1, contendo propor¢cdbes de 60: 30: 5
cloroférmio:metanol:agua ; e fase 2, em propor¢des 80: 20: 1,5 hexano:éter:acido
acético. Foram utilizados o glicerii monononadecanoato (NU-CHEK PREP,
Minnesota, U.S.A), o gliceril dinonadecanoato (NU-CHEK PREP, Minnesota, U.S.A),
o 6leo de soja e a lecitina como padrdes de monoaglicerois, diacilglicerois,
triacilglicerdis e de fosfolipideos, respectivamente, o que confirmou a disposicéo das
bandas de interesse nas placas para que ndo fosse necessaria a utilizacdo destes
padrées durante as andlises. A identificacdo dos compostos foi determinada pelo
fator de retencao (Rf), o qual é a razdo entre a distancia percorrida pela substancia

em questdo e a distancia percorrida pela fase mével e é caracteristica de cada

composto e sua interagdo com a fase movel.

Para cada amostra foram realizados dois desenvolvimentos: inicialmente com
a fase mével 1 até o ponto X da placa (Figura 11), visando a separacdo das classes
de lipideos polares. Em seguida, foi feita a corrida com a fase movel 2 até o ponto Y,

para separacdo das classes de lipideos apolares.

Y

amestra

=

Figura 10 — llustracdo da placa de CCD
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Apos o término da eluicdo, com até 60% do comprimento da placa percorridos
pela frente do solvente, e posterior secagem sob exaustor de ar em capela, a placa
foi colocada em uma cuba fechada contendo pérolas de iodo elementar para que as
bandas dos compostos sofressem ligeira pigmentacdo. O tempo de permanéncia da
placa na cuba de pigmentacdo foi de aproximadamente 4 min, suficiente para a
visualizacdo de bandas de leve coloracdo amarelada. As regides de interesse foram
delineadas com lapis e a placa colocada em estufa a 90°C (+ 2°C) durante 1 h para
total eliminagéo de tragos de iodo e solventes.

A aplicacdo das amostras ocorreu de forma ordenada (de esquerda a direita

da placa) de acordo com a marcacao carcaca, cabeca e viscera.

Através da coloracédo das placas, a identificacdo das classes de lipideos foi
realizada por meio de comparacgéo entre os Rf dos padrbes e das amostras (Figura
12).

| frente de solvente

2B { banda 2
i
1 @ 1 i banda 1

pon‘h de | eee s e vee Y t }
aplicagao | J L . J

vV
W \{ placa desenvolvida
€ar cqb W=

Figura 12 - Placa de CCD desenvolvida

3.7 Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com o0s
tratamentos e trés repeticbes. O teste de Tukey foi aplicado para determinar a
diferenca entre médias de rendimento de extracdo (%) ao nivel de 5% de

significancia através do programa ASSISTAT (2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo dos residuos

O residuo da filetagem € composto por 37,2 = 5,3 % de cabeca, 45,7 £ 5,1 %

de carcaca e 17,0 £ 1,9 % de visceras.

O rendimento da cabeca, da carcaca e das visceras dos peixes pode variar
em funcdo de alguns fatores como: espécie, tamanho do peixe, sexo, tipo de corte,
época de abate, destreza do filetador, dentre outros. Os rendimentos sao calculados

em porcentagem em relacéo ao peso do residuo por animal.

O teor de agua e de lipideos da cabeca, carcaca e visceras, estdo
apresentados na Tabela 6. O método Soxhlet foi utilizado para determinacdo da
guantidade de gordura presente na cabeca, carcaca e visceras ap0s remocdo da
agua, o que levou a selecao principalmente de lipideos apolares. JA o0 método de
Bligh & Dyer extraiu todas as classes de lipideos presentes na cabeca, carcaca e
visceras (polares e apolares) do material sem sofrer desidratacdo. Como relatado
por Randall et al. (1991) e apresentado na Tabela 6, a utilizacdo de diferentes
métodos de extracdo resulta em rendimentos diferentes e também em classes de

lipideos diferentes extraidas.

Tabela 6 - Teor de agua e lipideos das amostras de cabeca, carcaca e visceras em

matéria Umida

Teor de 4gua Teor de lipideos (g/100g)
Amostras /1100 _
(9/1009) Soxhlet** Bligh & Dyer**
Cabeca 60,04 + 0,52 18,73+ 0,48 17,80 £ 0,51
Carcaca 57,67 + 2,04 18,36 + 0,30 16,26 + 0,37
Visceras 50,55 + 0,56 42,31 £ 0,50 50,88 + 2,00

*Os resultados estdo apresentados em valores médios de triplicata + desvio padréo.

**Qs resultados apresentados estdo em valores de base Umida.

Apesar das visceras representarem uma fragdo minoritaria nos residuos
de tilapia (17% em comparacdo com 45,7% para a carcaca e 37,2% para a
cabeca), estas sdo os mais ricos em lipideos. Este contetudo diferenciado em

lipideos proporcionou rendimentos também diferenciados nos ensaios posteriores
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em funcdo da afinidade dos compostos com o0s solventes. Embora, partes da
carcaca e da cabeca apresentam consideravel quantidade de tecido adiposo, 0s
tecidos viscerais podem apresentar um acumulo maior de gordura da regiao

abdominal.

No tocante a cabeca e carcaca, podem-se adicionar outros fatores que
interferem na baixa eficiéncia da extracao do 6leo, tais como sua estrutura fibrosa,
temperatura de extragdo, tamanho das particulas e relagdo massa de
solido:solvente.

4.3. Extracao do 6leo com os sistemas de solventes selecionados

A fim de projetar o processo de extracdo liquido-liquido, foi necessario
investigar a solubilidade mutua dos compostos do sistema, sendo necessaria a
elaboracdo de diagramas de fases. Pelos diagramas de fase foi possivel identificar e
descrever as condicbes da separacdo de fase dos liquidos com relacdo as suas

composicdes e temperatura envolvida na mistura em equilibrio.

As condicdes experimentais para a extracdo de lipideos foram baseadas na
tentativa de encontrar as propor¢cdes de hexano e etanol que renderiam uma
extracdo quantitativa. Os solventes foram misturados em propor¢cdes nas quais, 0S
sistemas ternarios foram formados com a agua contida nas amostras, como mostra
o diagrama de fases (Figura 10). Depois de determinadas as zonas bifasicas e
monofésicas, a escolha das composicdes das solucdes extratoras (na regido
monofasica) a serem testadas, foram baseadas na proximidade com a curva binodal,
0 que apos a etapa de extracdo, pode ser deslocada para a regido bifasica, pela
adicdo de pequenas quantidades de solvente (dgua, hexano ou etanol)
possibilitando a separacéo entre fase aquosa e a fase organica (hexano), sendo que

esta Ultima concentra a maior parte do 6leo extraido (CAETANO, 2003).

A fase orgénica ( hexano + 6leo) foi concentrada para a recuperacdo do 6leo

e calculo de rendimentos da extracao.

As extragOes foram realizadas segundo o descrito no item 3.5.2 utilizando as
solugdes extratoras apresentadas na Tabela 3. A cada solugéo, denominou-se de

ensaio a série de testes feitos. Os solventes foram misturados em proporgdes tais



51

que, com a agua das amostras, as misturas ternarias foram formadas, tendo

composi¢cdes como as mostradas no diagrama de fases da Figura 10.

A sequéncia com que 0s solventes sao adicionados ao meio de extracdo €
também importante. No primeiro instante (adicdo de hexano, etanol e agua) ocorre a
quebra das ligacdes entre os constituintes da célula, em que os lipideos estédo
dissolvidos em um sistema monofasico. Em seguida, a adicdo de mais solventes
promove a formacdo de um sistema bifasico com a transferéncia dos compostos
apolares para a fase organica. Como interferéncia provavel do tipo de residuo sobre
a eficiéencia da extracdo, Smedes & Thomasen (1996) salientaram duas
possibilidades: 1) adsorcdo dos lipideos; 2) absorcao da fase organica contendo os

lipideos pelo tipo de tecido presente.

As Figuras 13, 14 e 15 apresentam as fases separadas da extracdo do 6leo
de visceras, carcaca e cabeca com solugdo que maior rendimento apresentou para

cada material.

Figura 13 - Etapas da extracdo dos lipideos das visceras, sendo da esquerda para a
direita o coletado da extracdo inicial apds filtracdo, a fase hexano contendo os

lipideos e o lipideo extraido.
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Figura 14 - Etapas da extracdo dos lipideos da carcaca, sendo da esquerda para a
direita o coletado da extracdo inicial apés filtracdo, a fase hexano contendo os

lipideos e o lipideo extraido.

Figura 15 - Etapas da extracdo dos lipideos da cabeca, sendo da esquerda para a
direita o coletado da extracdo inicial apos filtracdo, a fase hexano contendo os

lipideos e o lipideo extraido.

Os métodos, que sdo baseados na mistura binaria, ttm a capacidade de
extrair, com eficiéncia, tanto os lipideos neutros quanto os lipideos mais polares.
Lipideos apresentam uma grande faixa de hidrofobicidade; os mais neutros estdo
ligados covalentemente e podem ser extraidos dos tecidos por solventes apolares,

enquanto lipideos mais polares, que estdo ligados por forcas eletrostéticas e pontes



53

de hidrogénio, requerem solventes polares capazes de quebrar estas ligacdes e
libera-los (BRUM; REGITANO-D"ARCE, 2009).

Neste trabalho utilizou-se a metodologia original (100 g) e modificada (10 g)
de Bligh & Dyer (1959) para comprovar a similaridade na remocao dos lipideos em
relacdo a quantidade de amostra utilizada, e também como parametro de referéncia
para comparacdo de eficiéncia envolvendo as solucdes de extragdo via hexano-
etanol- 4gua. Conforme demonstrado nas Tabelas 7, 8 e 9, o rendimento de lipideos
na fase hexano nao diferiu estatisticamente entre a metodologia original (100 g) e
modificada (10 g) de Blilgh & Dyer (1959) para a carcaca, cabeca e visceras,
restando no filtro, quantidades de lipideos que variaram de 1 a 6 g/ 100g. Estas
solucbes comprovaram que sao reprodutiveis os valores de teor de lipideos pela
reducdo de amostra e volume de solvente proporcionalmente. Além disso, dos
resultados apresentados nestas tabelas depreendem-se a influéncia que as
diferentes proporcdes dos solventes (hexano, etanol e agua) exercem sobre a

remocao dos lipideos extraidos.

Ao observar a Tabela 7, nota-se que a solucdo 2 (1: 2,5: 1,1875 hexano:
etanol: agua) apresentou o maior rendimento na extragdo para a carcaga (29,12 g).
Porém, quando feita a verificacdo do elevado teor de lipideos residuais na carcaca
retida no filtro da solucédo 2 (4,19 g) e o elevado valor de lipideos retidos na fase
etanol agua (5,17 g), pode-se concluir que o sistema de extracdo nao foi satisfatério
devido a ineficiéncia na separacdo de fases por conta da proporcdo dos solventes.
Além disso, a somatéria de lipideos extraidos (38,48 @) ultrapassou os valores
obtidos com as extragcdes feita por Soxhlet e por Bligh & Dyer, o que sugere que
além dos lipideos, outros componentes nao lipidicos foram removidos. De fato, em
processo de extracdo, quanto maior o volume dos solventes com a polaridade mais
acentuada, como o etanol e a agua, maior deve ser o rendimento em compostos
polares, como por exemplo, os fosfolipideos, proteina e carboidratos, os quais estao

geralmente presentes nas membranas celulares (lipideos ligados).
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Tabela 7 - Rendimento de lipideos totais por 100g de amostra Umida da carcaca
extraida por metodologias diferentes e lipideos remanescentes na carcaca utilizada

nas solucdes de extracdes (g/ 100g de amostra)

Lipideos (g)

Metodologias Sélidos retidos  Fase etanol +

Fase hexano no filtro agua Total

Soxhlet 18,36° + 0,30 - - 18,36 + 0,30
B&D(10g) 1506°9+068  6,35+1,84 - 23,15° + 1,41
B &D(100g)  16,26° 0,37 2,28 +0,03 - 18,55° + 0,35
1(1:7:1,375) 14,139+ 082 4,76 + 1,41 0,77 +0,17 19,66 + 2,22
2(1:25:1,1875) 29,122+0,24 4,19+ 1,44 5,17 +0,55 38482+ 1,68
3(1:1:1,125)  11,72% +0.48 3,23+ 2,05 2,63+0,23 17,58°+1,73

4(1:2:1,375) 1,08 +030 2,40 + 1,08 0,32+0,15  4,79+0,90

*Os resultados estdo apresentados em valores médios de triplicata £ desvio padrao
**Os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, em nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey

***Resultados apresentados em massa Umida

A proporcédo 1: 7: 1,375 hexano- etanol- 4gua, que correspondeu a solucao
e 1, apresentou o melhor resultado em remocédo dos lipideos (14,13 g) nao
diferindo estatisticamente do método modificado de Bligh & Dyer (15,06 g). Apesar
do método proposto com a solucdo 1 nao ter removido completamente os lipideos
da carcaca (4,76 g no solido), a quantidade de lipideos retido na fase etanol e
agua foi de somente 0,77 g, menor do que 1 % da amostra Umida, o que indicou

devida separacao das fases liquido-liquido.

Similarmente ao observado com a solu¢do 2 da carcacga (Tabela 7), nota-se
na Tabela 8 que a solugédo 1 (1: 7: 1,375 hexano: etanol: 4gua) para a cabeca
apresentou elevada remocao de lipideos (26,39 g) indicando a extracdo de
componentes nao lipidicos, uma vez que ultrapassou os valores obtidos com as

extragOes feita por Soxhlet e por Bligh & Dyer.
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Tabela 8 - Rendimento de lipideos totais por 100g de amostra Umida da cabeca
extraida por metodologias diferentes e lipideos remanescentes na cabeca utilizada

nas solucde de extracdes (g/ 100g de amostra)

Lipideos (g)

Metodologias Soélidos retidos  Fase etanol +

Fase hexano no filtro agua Total
Soxhlet 18,732 + 0,48 - - 18,73 + 0,48
B&D(10g)  17,34°+092  435%1,70 : 21,69° + 1,70
B&D(100g) 17,80°+0,551  2,95+0,93 - 20,75°C + 1,03
1(1:7:1,375) 20,482 +0,17 5,39+ 0,79 0,52+0,06 26,392+ 0,65
2(1:25:1,1875) 14,69°+ 1,1 3,28+ 1,30 0,35+0,17  18,32° + 2,09
3(1:1:1,125) 14,59 + 0,64 2,27 + 0,68 1,11+0,27  17,97°+ 0,37
4(1:2:1,375) 9,419 +0,76 3,04 + 0,34 1,41+0,34 13,869+ 0,58

*Os resultados estdo apresentados em valores médios de triplicata + desvio padrédo
**QOs valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, em nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey
***Resultados apresentados em massa Umida

A extracao dos lipideos com a solucdo 2 para a cabeca apresentou o melhor
rendimento (14,69 g) apresentando também, quantidades bastante reduzidas de
lipideos na fase etanol e agua (0,35 g). Entretanto, ajustes devem ser feitos para
aumentar o rendimento alcancando valores proximos aos encontrados pelo método
de Soxhlet e Bligh & Dyer, uma vez que as solucdes 1, 2, 3 e 4 diferiram

estatisticamente entre si e com os métodos de Soxhlet e Bligh & Dyer.

A Tabela 9 apresenta os rendimentos de lipideos determinado nas visceras.
As solugbes 1 (1: 2: 1,375 hexano: etanol: agua) e 4 (4: 1: 4,375 hexano: etanol:
agua) apresentaram os maiores rendimentos na extracao para as visceras de 47,90
g e 47,63 g, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si. Porém,
quando feita a comparacao do teor de lipideos retidos na fase etanol-agua entre as
solugcbes 1 (3,97 g) e 4 (1,58), pode-se concluir que o sistema de extracdo da
solucdo 4 apresentou maior eficiéncia na separacdo dos componentes polares e

apolares.
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Tabela 9 - Rendimento de lipideos totais por 100g de amostra imida das visceras
extraida por metodologias diferentes e lipideos remanescentes nas visceras

utilizadas nas solucfes de extracdes (g/ 100g de amostra)

Lipideos (g)

Metodologias Sélidos retidos  Fase etanol +

Fase hexano no filtro agua Total

Soxhlet 42,319+ 0,50 - : 42,31°¢ + 0,50

B & D (109) 50,262° + 0,26 1,03 + 0,04 - 51,292 + 0,23

B & D (100g) 50,882+ 2,00 4,27 + 0,42 - 55,152 + 1,68
1(L:7:1,375)  47,90°°+1,02 2,66 +1,08 397+0,66 54532 +239
2(1:25:1,1875) 37,26%+0,20 4,54 + 2,47 3,42+0,33 4522+ 2,69
3(1:1: 1,125) 37,25 +0,05 1,12+0,15 1,01 + 0,00  39,38° + 0,16
4 (1: 2: 1,375) 47,63°+0,70 1,99 +2,52 1,58 + 0,11 51,22 + 2,65

*Os resultados estdo apresentados em valores médios de triplicata + desvio padréo
**Os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, em nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey

***Resultados apresentados em massa Umida

Em suma, a propor¢cdo 1: 7: 1,375 hexano: etanol: 4gua (solucao 4),
apresentou o melhor resultado em remocédo total dos lipideos (51,2 g) néo
diferindo estatisticamente do método de Bligh & Dyer original (55,15 g) e
modificado (51,29 Q).

Ao verificar rendimentos mais elevados para a solugéo 1 da cabeca, solucao
2 da carcaca e solucdo 4 das visceras, contudo, ainda é necessaria uma
verificacdo da identidade desses compostos, se lipidica ou ndo. A solucdo 1 da
cabeca e as solugcbes 1 e 3 da carcaca nao diferiram significativamente na
eficiéncia da metodologia de Soxhlet (1879), rendendo resultados que néo ficaram
aguém do esperado, quando comparados aos obtidos com as metodologias
tradicionais. Estes resultados sdo promissores, uma vez que 0os métodos propostos
poderdo auxiliar na extracdo e avaliacdo da qualidade de lipideos de residuos de
tilapia.
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A mistura de trés solventes de diferentes polaridades, proporcionou a
remocado de lipideos em residuo de tilapia de forma satisfatoria, uma vez que o
hexano é apolar e ndo tem a mesma eficiéncia para extrair os lipideos ligados em
proteinas e carboidratos como outros solventes de maior polaridade (etanol e a
agua) (UNDELAND et al., 1998). Portanto, o bom rendimento em lipideos totais,
nas solucdes realizadas, pode ser explicado pela ampla faixa de polaridade
apresentada pela mistura de solventes utilizada. Cloroférmio e metanol sdo mais
polares que -hexano e etanol, entretanto, ha uma extracdo eficiente de lipideos
polares e apolares com a mistura n-hexano e etanol, com as propor¢des mantidas
dos volumes totais de cada solucdo existente no sistema ternario formado pela
mistura dos solventes, e incluindo a agua tissular do alimento estudado. Isso péde
ser verificado pelas placas de cromatografia de camada delgada (CCD) em que
apresentaram as mesmas classes lipidicas para os métodos de Bligh & Dyer e o
proposto (item 4.4).

4.4 Separacao das classes lipidicas extraidas dos residuos por CCD

Indrasena et al. (2005) analisaram qualitativa e quantitativamente os lipideos
de Oleo de peixe por meio de cromatografia de camada delgada (CCD) com
deteccdo por ionizacdo de chama durante o processo de transesterificacdo. Os
autores obtiveram como resposta picos com as classes dos lipideos neutros
(triacilglicerdis, diacilgliceréis, monoacilgliceréis, acidos graxos livres e ésteres

etilicos).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsorcdo
liquido-solido. Nesse caso, a separacdo se da pela diferenca de afinidade dos
componentes de uma amostra dissolvida na fase mével pela fase estacionaria, no
caso, a silica (COLLINS et al., 1995).

As fases estacionarias mais usadas sao extremamente polares, néo
devendo, por isso, serem utilizados solventes pouco polares, que ndo removem 0s
compostos do ponto de aplicagcdo, nem solventes muito polares, capazes de
arrastar os componentes da amostra até o topo da placa. Em vista disso, melhores
resultados sdo obtidos com misturas de solventes, de modo a se obter uma

polaridade média em relacéo a polaridade dos componentes da amostra.
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Nos estudos de KUPKE; ZEUGNER (1978), os lipideos do plasma
sanguineo foram separados por CCD e identificados de acordo com suas classes
(Figura 16). Utilizando alternadamente as fases moveis cloroformio- metanol- agua
nas proporgdes de 60:30:5 e hexano: éter dietilico: acido acético (80:20:1.5), os
autores identificaram bandas de ésteres de colesterol, triacilgliceroéis, acidos graxos
livres, colesterol livre e fosfolipideos. Assim, a separacdo e identificacdo das

classes de lipideos de tilapia desse estudo foram baseadas nos achados de
KUPKE & ZEUGNER (1978).

cholesterol esters

— triacylglycerols

_——fatty acids
~~—cholesterol

~—— phosphatidylethanolamine

= phosphatidylcholine

‘\\ sphingomyelin
lyso-phosphatidylcholine

™\ origin (plasma)

Figura 17 - Separacao de lipideos do plasma através de CCD de alta eficiéncia.

Inicialmente, uma placa foi preparada com padrées para identificacdo das
diferentes misturas do éster, mono, di e triglicerideos (Figura 17), cujos Rf foram
utilizados para identificacdo das manchas nas placas das amostras com as
solucdes propostas.
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Figura 17 - Placa de CCD com os padrdes de mono (MG), di (DG) e triacilgliceréis

(TG), acidos graxos livres (AGL) e fosfolipideos (FL) desenvolvida em solventes

cloroférmio: metanol: 4gua (60:30:5) (fase 1) e hexano: éter: acido acético
(80:20:1,5) (fase 2)

A placa de CCD permitiu visualizar o desempenho na extracdo dos

compostos lipidicos pela solugédo 1 apds o desenvolvimento das fases moveis 1 e 2
(Figura 18).
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Figura 18 - Placa de CCD com os lipideos da carcaca, cabeca e visceras extraidas
com a solugdo 1, desenvolvida em solventes cloroférmio: metanol: 4gua (60:30:5)

(fase 1) e hexano: éter: acido acético (80:20:1,5) (fase 2)

As extragOes da solucéo 1 foram realizadas com hexano: etanol: agua (1: 7:
1,375), na qual a proporcédo de solventes polares é maior que a do solvente apolar.
Consequentemente, é nitida a presenca de lipideos polares nas amostras de
carcaga, cabeca e viscera (Figura 18). A extracdo dos compostos apolares como
os triglicerideos ocorreu para as amostras da carcaga e visceras, mas em
guantidade reduzida para a cabeca. Porém, ésteres de colesterol puderam ser
visualizados com nitidez para a amostra das visceras. Isto indica que o solvente
utilizado possui afinidade pela classe de compostos (lipideos) extraida, aliada a

capacidade de penetracdo do solvente na matriz da amostra.

Ainda em relacdo a solugdo 1, a carcaca e as visceras apresentaram um
6timo rendimento se comparados aos resultados obtidos com a extracdo por Bligh
& Dyer (Tabela 9). J& a cabeca, apresentou rendimento superior ao Bligh & Dyer,
mas isso nao significou 6timo rendimento em lipideos, uma vez que os triglicerideos
guase nao aparecem na placa. O alto rendimento verificado para a cabeca com a
solucdo 1 pode ser justificado pela extracdo de compostos ndo lipidicos, como

proteinas e outros componentes celulares presentes na amostra em questao.
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A placa de CCD permitiu visualizar o desempenho da solugdo 2 das

amostras apos o desenvolvimento das fases 1 e 2 (Figura 19).

Figura 19 - Placa de CCD com os lipideos da carcaga, cabeca e visceras extraidas
com a solugéo 2, desenvolvida em solventes cloroformio: metanol: agua (60:30:5)
(fase 1) e hexano: éter: 4cido acético (80:20:1,5) (fase 2)

As extracdes realizadas com a solugdo 2 ocorreram com hexano: etanol:
agua (1: 2,5: 1,1875), cuja proporcao de solventes polares também é maior que a
do solvente apolar é ainda maior do que a solugdo 1. A extracdo dos fosfolipideos
NAo ocorreu para as amostras carcaga, cabeca e viscera (Figura 19). J4 a extracdo
dos lipideos que possuem maior afinidade com o solvente apolar ocorreu somente
para amostras da cabeca e das visceras, apresentando um bom rendimento em

triacilglicerois e ésteres de colesterol.

Ainda em relacdo a solucdo 2, a cabeca e as visceras apresentaram um
rendimento razoavel se comparados aos resultados obtidos com a extracdo feita
por Bligh & Dyer (Tabela 9). Ja a carcaca, segundo esta mesma tabela, apresentou
rendimento superior ao Bligh & Dyer, mas isso ndo significou 6timo rendimento em
lipideos, como pode ser comprovado pela analise ja comentada. A interacdo da
carcaca com a solucdo 2 nao foi eficiente para extrair lipideos e o rendimento alto
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da extracdo também pode ser justificado pela extracdo de compostos néo lipidicos,
como proteinas e outros componentes celulares presentes na amostra em questéo
uma vez que a proporcao de etanol na solugdo 2 é a maior se comparada as outras
solugbes em relagdo a proporcao de hexano.

A placa de CCD permitiu visualizar o desempenho da solugcdo 3 das

amostras apos o desenvolvimento das fases 1 e 2 (Figura 20).

Figura 20 - Placa de CCD com os lipideos da carcaca, cabeca e visceras extraidas
com a solugéo 3, desenvolvida em solventes cloroférmio: metanol: agua (60:30:5)
(fase 1) e hexano: éter: acido acético (80:20:1,5) (fase 2)

As extracoes realizadas com a solugdo 3 ocorreram com hexano: etanol:
agua (1:1:1,125), em que a proporcao de solventes polares também é maior que a
do solvente apolar. A extracdo de fosfolipideos ndo ocorreu para as amostras
carcaga, cabeca e visceras, ao contrario dos lipideos apolares. As trés amostras
apresentaram um bom rendimento aparente em triacilgliceréis, porém ésteres de

colesterol apareceram em menor proporgao.
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Na comparacdo destes resultados com os da Tabela 9, verifica-se que as
trés amostras apresentaram um rendimento inferior comparados com os resultados
obtidos com a extracao feita por Bligh & Dyer, deduzindo-se que a solu¢do nao foi
tdo eficiente quanto a solucéo 1 na extracao dos lipideos da carcaca e das visceras

e da solugéo 2 para a cabeca.

A placa de CCD permitiu visualizar o desempenho da solucdo 4 das

amostras apos o desenvolvimento das fases 1 e 2 (Figura 21).

Figura 21 - Placa de CCD com os lipideos da carcaca, cabeca e visceras extraidas
com a solucéo 4, desenvolvida em solventes cloroférmio: metanol: agua (60:30:5)

(fase 1) e hexano: éter: &cido acético (80:20:1,5) (fase 2)

As extracdes realizadas com a solugdo 4 ocorreram com hexano: etanol:
agua (4:1:4,375), em que a proporgao de solventes polares também € maior que a
do solvente apolar. A extracdo de fosfolipideos ndo ocorreu para as amostras
cabeca e visceras, porém esses compostos podem ser observados para a carcacga.
Ja a extracdo dos lipideos apolares ocorreu para todas as amostras, sempre com
eficiéncia inferior a encontrada com o método de Bligh & Dyer, explicando inclusive

o baixo rendimento encontrado para a carcaca na Tabela 9.
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A Figura 22 apresenta a placa de cromatografia de camada delgada para a
extracdo realizada segundo Bligh & Dyer para uma melhor visualizacdo dos

estudos comparativos entre as extragoes realizadas.

Figura 22 - Placa de CCD com os lipideos da carcaga, cabeca e visceras extraidas
segundo Bligh & Dyer, desenvolvida em solventes cloroférmio: metanol: agua
(60:30:5) (fase 1) e hexano: éter: acido aceético (80:20:1,5) (fase 2)

Através da observacdo da placa contendo as amostras obtidas segundo
Bligh & Dyer, pode-se constatar a robustez desta metodologia em extrair, de forma
eficiente, as diferentes classes de lipideos para todas as amostras do estudo. No
entanto, as bandas de fosfolipideos ndo podem ser visualizadas com nitidez, o que
sugere que a combinacdo de solventes utilizadas nesta metodologia possui
afinidade inferior, em comparacao as solu¢cbes estudadas neste trabalho, com essa
classe de lipideos.

Ao longo do estudo, foram observadas, para todas as amostras, bandas
correspondentes aos produtos de degradacdo, por hidrolise, de triacilglicerdis,

acidos graxos livres, mono e diacilgliceréis. No entanto, como anteriormente
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discutido, o objetivo do estudo do poder extrator das diferentes combinacdes de
hexano: etanol: agua foi, principalmente, a obtencéo de triglicerideos.

A cromatografia em camada delgada foi uma ferramenta que permitiu ilustrar
o desempenho variado entre as misturas de solventes testadas na obtencdo das
diferentes classes de lipideos, aliado a utilizacdo de solventes menos toxicos para o

analista e o ambiente.

Em suma, partindo-se do pressuposto que o método foi proposto a partir das
solucBes de misturas ternarias, as solucbes que apresentaram o melhor equilibrio
dos solventes, sem afetar a separacdo dos lipideos foram a solucdo 1 para a
carcaga, a solucdo 2 para a cabeca e a solucéo 4 para as visceras se comparados

com os resultados obtidos pelo Bligh & Dyer.
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5 CONCLUSOES

A metodologia a ser escolhida para a extracdo da fracdo lipidica de uma

determinada matriz pode afetar a quantidade dos lipideos extraida.

As proporcdoes dos solventes utilizados nas extragdes influenciaram a
eficiéncia da extracdo, de acordo com as especificidades e interacdes nas

diferentes matrizes analisadas.

O solvente para extracdo de Oleo de um tecido animal deve ser escolhido
conforme as caracteristicas intrinsecas da matriz. A extracao eficiente de lipideos
requer que o solvente, ou mistura de solventes, penetrem nas membranas dos
lipideos e que possuam polaridade correspondente aos compostos especificos que

fazem parte da matriz.

Os extratos obtidos com hexano- etanol- agua apresentaram rendimento
eficiente em lipideos totais e capacidade de extrair os componentes lipidicos
polares das amostras analisadas. As proporcdes hexano, etanol e agua que melhor
resultaram rendimentos satisfatorios quando comparados a metodologia tradicional
do Bligh & Dyer foram de 1: 7: 1,375 (solugcdo 1) para a carcaca, de 1: 2,5: 1,1875
(solucdo 2) para a cabeca e de 4: 1. 4,375 (solucdo 4) para as visceras se
comparados com os resultados obtidos pelo Bligh & Dyer. Portanto, ao avaliar
métodos que utilizam solventes menos téxicos do que cloroférmio e metanol, uma

substituicdo do método de Bligh & Dyer (1959) apresenta-se viavel.

A otimizacdo deste método analitico alternativo, via utilizacdo da mistura
ternaria hexano- etanol- agua, torna-o aplicavel para extracdo de lipideos em

tecidos animais, substituindo os solventes toxicos cloroférmio e metanol.

Os resultados obtidos assinalaram novas informagbes sobre o
aproveitamento da fracdo lipidica dos residuos seletivos provenientes do peixe
tilapia do Nilo que, poderdo subsidiar acbes uteis de manejo do descarte do

processamento para o setor industrial.

O melhor aproveitamento dos lipideos a serem extraidos da matriz residuos
de peixes € altamente justificavel, pois trard vantagens econémicas a processadora
e ao colaborar para mitigar o problema de eliminacdo de residuos, material
impactante ao meio ambiente, propicia a indulstria, o0 status de empresa

ecoeficiente.
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Tabela 10 - FracBes massicas dos componentes da curva binodal do equilibrio

liquido-liquido ternario para o sistema hexano- etanol- agua a 30°C, para amostras

com 50% de teor de 4gua

Ponto Hexano Etanol H20
1 0,4440 0,0758 0,4802
2 0,2359 0,6011 0,1630
3 0,2465 0,6242 0,1293
4 0,2586 0,6295 0,1120
5 0,2714 0,6274 0,1012
6 0,2819 0,6249 0,0932
7 0,2904 0,6225 0,0871
8 0,2998 0,6175 0,0827
9 0,3065 0,6145 0,0790
10 0,3139 0,6097 0,0764
11 0,3198 0,6060 0,0742
12 0,3243 0,6035 0,0722
13 0,3290 0,6005 0,0705
14 0,3326 0,5985 0,0689
15 0,3373 0,5950 0,0678
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Tabela 11 - Fracdes massicas dos componentes da curva binodal do equilibrio
liquido-liquido ternario para o sistema hexano + etanol + agua a 30°C, para

amostras com 60% de umidade

Ponto Hexano Etanol H20
1 0,4464 0,0644 0,4893
2 0,2077 0,6347 0,1576
3 0,2189 0,6494 0,1316
4 0,2305 0,6530 0,1165
5 0,2414 0,6519 0,1068
6 0,2503 0,6498 0,0999
7 0,2578 0,6474 0,0948
8 0,2656 0,6432 0,0912
9 0,2720 0,6395 0,0886
10 0,2769 0,6369 0,0862
11 0,2823 0,6333 0,0843
12 0,2865 0,6311 0,0825
13 0,2899 0,6292 0,0808
14 0,2924 0,6282 0,0794
15 0,2951 0,6266 0,0783

Tabela 12 - Célculo da composicdo da solucdo da mistura extratora

Solugdo Massa amostra(g) Umidade da amostra (%) Volume solugédo (mL)

1 50 50 400
2 50 50 400
3 50 50 400
4 50 50 400
5 50 50 400
6 50 50 400
7 50 50 400
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Tabela 13 - Definicdo da composicéo (%) da mistura extratora

Etanol Hexano Agua Total
70 10 20 100
50 20 30 100
30 30 40 100
10 40 50 100

Tabela 14 - Volume (mL) de cada solvente empregado, levando em consideracdo a

massa e a umidade da amostra

Etanol Hexano Agua
280 40 55
200 80 95
120 120 135
40 160 175

Tabela 15 - Volume (mL) de cada solvente empregado para a extracdao da regido

monofasica
Hexano Etanol Agua Total
40 280 80 360
80 200 120 320
180 120 160 280

220 40 200 240






