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Resumo

Agnathas surgiram provavelmente como os primeiros vertebrados na era Paleozoica, no periodo
Cambria e ap6s o “boom” evolucionario dos organismos multicelulares. Género Petromyzon
inclui a Unica espécie anadroma e parasitica, Petromyzon marinus L., vulgarmente designada por

lampreia-marinha, com distribuicdo em ambas as costas do Atlantico Norte.

O ciclo de vida da lampreia-marinha inclui a fase larvar microfagica, em ambiente de 4gua doce
e apos 5 anos, ocorre o periodo de metamorfose das larvas em juvenis pelagicos. Os juvenis
pelagicos migram para o oceano, onde iniciam a fase parasitica do seu ciclo de vida, alimentando-
se do sangue de varias espécies marinhas. No final desta fase a lampreia-marinha deixa de se

alimentar e inicia a migracdo em dire¢&o aos rios, onde se reproduz e finda a qual morre.

No presente trabalho foram utilizados dois grupos de lampreia-marinha em diferentes fases do
ciclo de vida (fase adulta e fase larvar) provenientes do Rio Mondego. Estas foram capturadas,
respetivamente, durante o inicio da migrag&o para jusante e reprodutora. A caraterizagdo do perfil
em cidos gordos do musculo ira permitir inferir se existe um perfil que permaneca estavel durante

o ciclo de vida, independentemente da fase de desenvolvimento e da dieta.

Para a determinacdo do perfil de acidos gordos, foi utilizada cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa (GC/MS) com duas colunas acopladas.

Os resultados obtidos evidenciam que o perfil em &cidos gordos do musculo de lampreia-marinha
permanece muito estavel ao longo do ciclo de vida. Todavia alguns dos indices analisados
registaram diferencas significativas, o que poderd vir a ser utilizado como possiveis marcadores

para cada uma das fases do ciclo de vida. Estudos futuros poderéo confirmar esta hipotese.

Palavras-chave: ésteres metilicos de acidos gordos (FAME), Petromyzon marinus L., GC/MS
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Abstract

Agnathans probably arose as the first vertebrates in the Paleozoic era, in Cambrian period and
after the evolutionary “boom” of multicellular organisms. The genus Petromyzon comprises only
one anadromous and parasitic species, Petromyzon marinus L., commonly known as sea lamprey
which is widely distributed on both sides of the North Atlantic.

The sea lamprey life cycle contains a microphagic larval phase, which is spent in freshwater and
after five years, a metamorphosis period occurs which transforms larvae into pelagic juveniles.
The pelagic juveniles then migrate downstream to the sea where they begin the parasitic stage of
their life cycle, feeding on blood of several marine species. At the end of this phase the sea

lamprey ceases feeding and begins to migrate into the rivers, where it spawns and in end dies.

In the present study we used two groups of sea lamprey from different life cycle phases (adult
phase and larval phase) from Mondego River. Which were caught, respectively, during the
upstream and spawning migration. The characterization of fatty acids profile in sea lamprey
muscle will infer if there is a profile that remains stable throughout the lifecycle, regardless of the

development phase and diet.

In order to evaluate fatty acid profile, gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC/MS) was used and two column coupling was assayed.

The results suggest that fatty acids content of sea lamprey muscles remains very stable throughout
the lifecycle. Some analyzed index however shown significant differences, which it may be used

as possible markers for each lifecycle phase. Future studies will confirm that hypothesis.

Keywords: Fatty acid methyl esters (FAME), Petromyzon marinus L., GC/MS
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1. Introducao

1.1.  Alampreia-marinha (Petromyzon marinus)

As lampreias sdo 0s Unicos representantes atuais da superclasse Agnatha (Hardisty, 1986). Em
virtude da sua capacidade de adaptacdo, elas tém persistido ao longo do tempo, apresentando
carateristicas morfoldgicas muito similares as das lampreias primitivas de ha 450 milhdes de anos

(Era Paleozoica), sendo considerados fosseis vivos (Janvier, 2007).

Segundo (Nelson, 2006) a lampreia-marinha Petromyzon marinus (Figura 1.1.) é classificada na
seguinte posicao filogenética:
Filo: Chordata
Subfilo: Craniata
Superclasse: Petromyzontomorphi
Classe: Petromyzontida
Ordem: Petromyzontiformes
Familia: Petromyzontidae
Subfamilia: Petromyzontinae
Género: Petromyzon

Espécie: Petromyzon marinus

Figura 1.1. - llustrac@o da lampreia-marinha (Petromyzon marinus, Linnaeus. 1758)
(Adaptado de Iglésias, 2013)

1.1.1. Carateristicas Morfoldgicas

Morfologicamente a lampreia-marinha é semelhante as enguias, apresentando o corpo alongado
e anguiliforme, revestido por uma epiderme estratificada, desprovida de escamas e rica em
glandulas mucosas (Hardisty & Potter, 1971a). O esqueleto € cartilagineo ndo possuem barbatanas
pares, no entanto sdo constituidas por uma barbatana caudal protocérquica e duas barbatanas
dorsais triangulares longitudinais, que se fundem num, dependendo da maturacdo sexual e o inicio
do periodo de desova (Hardisty & Potter, 1971a). Na superficie dorsal encontra-se a abertura
naso-hipofisial e sdo caraterizadas pela presenca de sete pares de fendas branquiais em série

(Figura 1.2.). N&o possuem mandibula (Agnata) e a sua boca é semelhante a uma ventosa circular,

1



exibindo um conjunto de placas odontoides, e com capacidade de succdo e perfuracdo da pele dos

seus hospedeiros (Hardisty & Potter, 1971a).

Nadadeira caudal ———>"%

Nadadeiras dorsais
Glandulas mucosas

eyt nlpgpmre

Capuz Oral Placas Odontoides

Orificio olfativo

Fendas branquiais ©Iho

Figura 1.2. - Morfologia da lampreia-marinha (Petromyzon marinus, L.)

1.1.2. Ciclo de vida da lampreia-marinha

A lampreia-marinha é uma espécie anadroma, o que significa que uma parte do seu ciclo de vida
é passada em ambiente marinho e a outra parte em agua doce (Figura 1.3.) (Hardisty & Potter,
1971a). A lampreia-marinha realiza duas migracdes durante o seu ciclo de vida: a migracdo tréfica
em direcdo ao mar e a migracao reprodutiva em agua doce, sendo possivel a divisao do ciclo de
vida em duas fases: a fase larvar e microfagica em ambiente dulcaquicola e a fase adulta e

parasitica em ambiente marinho.
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Figura 1.3. - Esquema do ciclo de vida da lampreia-marinha (Extraido de Ventura, 2014; (Autoria de
Susana Raposo de Almeida, 2014)

A lampreia-marinha apresenta uma fase larvar que é passada em meio de agua doce sendo as
larvas denominadas amocetes, cuja principal carateristica morfolégica é ndo apresentarem olhos
e denticdo. Na fase larvar a dieta dos amocetes consiste essencialmente a base de algas,
microorganismos e principalmente de particulas organicas em suspensdo. Os amocetes
permanecem enterrados em fundos de substrato fino por um periodo entre 4 a 5 anos (Quintella
et. al., 2003 Dawson et. al., 2015).

Apos a fase larvar é iniciado um periodo de metamorfose que compreende varios estagios para
preparacdo dos organismos para a entrada no meio marinho. Durante este periodo, os individuos,
sofrem transformacBes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas (Hardisty & Potter, 1971a).
Como principais alteragdes tem-se o desenvolvimento dos olhos sendo os lipidos a principal fonte
de energia durante este periodo ndo trofico. No final do periodo de metamorfose a lampreia-

marinha passa a ser designada por juvenil.

Os juvenis iniciam a primeira migracdo em direcdo ao oceano, permanecendo na plataforma
continental até atingirem a maturacdo sexual e sendo caraterizados por desenvolverem uma
alimentacdo parasitaria hematdfaga pelo menos durante um periodo do minimo de 1.5 anos (Silva
et. al., 2013).



Apos alcancarem o tamanho adulto (1.3 Kg e cerca de 80 cm), a lampreia-marinha adulta retorna
ao meio de agua doce para iniciar a migracao reprodutora e nesta fase deixa de se alimentar. Deste
modo o sistema digestivo sofre atrofia, e a0 mesmo tempo ocorre o desenvolvimento das gonadas.
No decorrer deste periodo as reservas lipidicas acumuladas anteriormente sdo a principal fonte de
energia (Larsen, 1980).

A determinacéo do local de postura depende da detecéo olfativa de feromonas na agua libertadas
pelas lampreias juvenis durante a sua migragdo para o mar, e fatores externos como o didmetro
dos sedimentos e corrente de dgua (1 a 2 m/s). Uma vez alcangado o local adequado a reproducéo,
0s machos formam um ninho no leito do rio, atraves arrastamento de seixos e criacdo de
depressdes, em zonas de cascalho e areia. Ap6s a ocorréncia da postura, a populagédo reprodutora
acaba por morrer. Devido a exaustdo das reservas corporais e quebra dos mecanismos de
regulacdo metabolica, caréncia de substancias essenciais e excesso de substancias toxicas

acumuladas (Larsen, 1980).

1.1.3. Distribuigdo geografica da lampreia-marinha

A lampreia-marinha Petromyzon marinus encontra-se distribuida em ambas as costas do Atlantico
Norte, desde a costa norueguesa até ao oeste do mediterraneo, e desde a costa do Canada até ao
sul da Florida (Figura 1.4.).

Figura 1.4. - Distribuicdo Geografica da lampreia-marinha Petromyzon marinus



Em Portugal sdo atualmente conhecidas seis espécies de lampreia: a lampreia-marinha
(Petromyzon marinus), a lampreia-de-rio (Lampetra fluviatilis), a lampreia-de-riacho (Lampreta
planeri), e as trés espécies endémicas de Portugal: a lampreia-do-Nab&o (Lampreta auremensis,
a lampreia-do-sado (Lampreta lusitanica) e a lampreia-da-costa-da-prata (Lampreta
alavariensis), esta ultima endémica da bacia hidrografica do rio Vouga. Tanto a L. fluviatilis e P.
marinus sao espécies anadromas e parasiticas e a L. planeri é uma espécie ndo parasitica residindo

apenas em aguas dulgaquicolas (Mateus et. al., 2013).

A espécie Petromyzon marinus encontra-se presente nas principais bacias hidrogréaficas de
Portugal a norte do Sado (Minho, Lima, Cavado, Douro, Vouga, Mondego e Tejo) e no Guadiana
(Figura 1.5.).

Figura 1.5. - Principais bacias hidrogréficas portuguesas onde se pode encontrar a lampreia-marinha
(Adaptado da Associacdo Portuguesa de Educacdo Ambiental)

1.2.  Classificacdo dos Lipidos

Os lipidos compreendem um vasto conjunto de moléculas que podem ser definidos de diversas
formas: podem ser caraterizados pela natureza hidrofébica, maioritariamente hidrocarbonetos
ricos em energia com diferentes grupos laterais ou ainda ligados a moléculas do grupo hidroxilo;
por moléculas que ocorrem naturalmente em meio aquoso, mas com limitada solubilidade;
compostos que se dissolvem rapidamente em solventes organicos nao polares, tendo uma regiao
intrinsecamente hidrofilica (Smith, 2000; Koolman & Roehm, 2005; Pratt & Conerly, 2014).



Os lipidos incluem uma vasta gama de compostos, desde ceras, acidos gordos e Oleos,
fosfolipidos, glicolipidos, aos quais se adicionam ainda outros compostos como, esteroides,
terpenos e carotenoides (Koolman & Roehms, 2005).

A classificacdo dos lipidos pode ser feita de acordo com a capacidade de 0os mesmos sofrerem ou
ndo hidrdlise, classificacdo esta que esta associada a outra mais antiga na qual os lipidos eram
classificados em liquidos simples ou lipidos complexos/compostos (fosfolipidos e glicolipidos)
(Voet & Voet, 1995; Pratt & Conerly, 2014). Segundo esta classificacdo, consideram-se lipidos
simples aqueles que por hidrélise total ddo origem somente a &cidos gordos (FAS) e alcoois
(acilglicerdis e ceras) e por lipidos complexos aqueles que apresentam na sua molécula outros
compostos para além dos &lcoois e &cidos gordos (Mayes & Botham, 2003). Os fosfolipidos
apresentam dois FAs esterificados com uma cadeia saturada e uma insaturada, ligados a uma
molécula de glicerol, e um grupo fosfato ligado a um terceiro grupo contendo uma molécula polar.
(Figura 1.6.).
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Figura 1.6. - Representacdo de um fosfolipido (Adaptado de Koolman & Roehm, 2005)

Os glicolipidos sdo compostos por esfingosina e um &cido gordo (ceramida), e um glicido de
cadeia curta (Mayes & Botham, 2003).

Tanto os lipidos simples como os complexos sdo denominados por lipidos apolares e polares,
respetivamente. Apesar de todos os lipidos possuirem uma carga negativa, os lipidos neutros
(&cidos gordos, esterdis, acil-ésteres) sdo menos polares que os lipidos polares (fosfolipidos,

glicolipidos e esfingolipidos) (Koolman & Roehms, 2005).



1.2.1.  Classificacio dos Acidos Gordos

Os acidos gordos (FA) sdo muitas vezes esterificados originando outras moléculas, triacilglicerois
ou fosfolipidos, dependendo da zona de ocorréncia e da sua fungdo estrutural ou metabdlica
(Koolman & Roehms, 2005).

Os lipidos simples ou acilgliceréis formam-se pela esterificacdo de grupos hidroxilo do glicerol
(CH20OH-CHOH-CH,0H) com grupos acido carboxilico de acidos gordos. Os acilglicerdis podem
ser mono, di, ou triésteres de residuos acilo e glicerol sendo denominados, de mono, di e

triacilglicerdis, respetivamente (Lehninger et. al., 1993) (Figura 1.7.).

i Q H 0
H—C—0—H H—O—C—lel X H—:C—O— C—R,
H—(ID—O—H + H—o—(::{Rz H—(ls—(J—c?_R2 + 3H—O—H
H—C—0—H H— O—C—R, H—C—0—C—R;
H S o) ]
Glicerol Acido Carboxilico Triacilglicerol Agua

Figura 1.7. - Esquema reacional para a formacéo de um triglicérido

Os acidos gordos (Figura 1.8.) sdo acidos de cadeia linear ndo ramificada de hidrocarbonetos por
ligagOes covalentes simples ou duplas, com um grupo metilo (-CHs) numa extremidade (grupo
metilo terminal) e um grupo carboxilico (-COOH) na extremidade (grupo carboxilico terminal)
(Koolman & Roehms, 2005).

0. 0
\4 } Grupo carboxilico (-COOH)

 Cadeia de hidrocarbonetos

—

-~ Grupo metilo (-CH,)

Figura 1.8. - Representacdo de um &cido gordo



Os &cidos gordos sdo designados com base no comprimento da sua cadeia, grau de insaturacdo
(namero de ligagdes duplas ou etilénicas) e posicéo das ligacdes duplas. Deste modo pode falar-
se em FA saturados (SFA) sem ligagdes covalentes duplas carbono-carbono (C-C) e FA
insaturados com 1 a 6 ligacdes covalentes duplas C—-C. Os FA insaturados estéo divididos em dois
grupos: acidos gordos mono- e polinsaturados, MUFA e PUFA respetivamente. Os MUFA
apresentam na sua estrutura uma ligacdo dupla C—C, enquanto os PUFA apresentam entre 2 a 6
ligacBes duplas C—C. PUFA de cadeia de hidrocarbonetos com mais de 20 4tomos de carbono e
com 4 a 6 ligacdes duplas C—C sdo designados por &cidos gordos altamente insaturados (HUFA)
ou PUFA de cadeia longa (Lc-PUFA) (Scrimgeour & Harwood, 2007).

Para a caraterizacdo de acidos gordos MUFA e PUFA € necessario ter em conta a posicao das
ligacBes duplas em relagdo ao grupo metilo terminal. Deste modo os FA sdo separados em
familias 6mega: com a classificacdo de FA 6mega-3 (FA n-3 ou ®3) ¢ FA 6mega-6 (FA n-6 ou
®6). A primeira ligagdo dupla C—C dos FA ®3 encontra-Se no terceiro carbono a contar do grupo
metilo terminal e FA ®6, a primeira ligagdo dupla C—C localiza-se no sexto carbono a contar do
grupo metilo terminal. Existem outras familias de FA como a familia 4, ®5, ©7, ®8 ¢ ®9
(Scrimgeour & Harwood, 2007).

Os é&cidos gordos com ligacBes duplas podem apresentar-se com duas configurac@es, a cis e a
trans. A mais frequente é a cis, em que a cadeia de carbonos esta do mesmo lado da ligacdo dupla
planar. Na configuracdo trans a cadeia de carbonos estd em lados opostos da ligagdo dupla planar
(Scrimgeour & Harwood, 2007).

O tipo de configuracdo da ligagdo dupla afeta a estrutura da cadeia. Liga¢6es duplas cis deformam
a cadeia de hidrocarbonetos conferindo angulos de 30 °, dificultando a agregacao da molécula, e
as ligac6es duplas de configuracédo trans ndo deformam a estrutura da cadeia mantendo os angulos
de ligacéo de 109 °. A estrutura alterada pela dupla ligacdo cis diminui o ponto de ebulicdo do
FA, ja um FA com configuragdo trans apresenta um empacotamento mais estavel, permitindo a

formacdo de uma rede cristalina (Correia & Correia, 1985).

Segundo o sistema IUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry”) para distin¢do
das ligacGes duplas na cadeia pela sua configuracéo (cis e trans) utiliza-se as letras Z (Zusammen,
“juntos”) e¢ E (Entgegen, “opostos”). Como no caso dos acidos gordos s6 existem dois
substituintes, ambas as designac¢es ndo criam qualquer ambiguidade (Scrimgeour & Harwood,
2007).



1.2.2. Nomenclatura

Os é&cidos gordos sdo nomeados ou pelo seu nome comum, sistematico, ou obedecendo a

nomenclatura segundo o sistema IUPAC.

Para o acido gordo C18:3w3, a titulo de exemplo, o seu nome comum ¢ acido a-linolénico, e 0
seu nome sistematico provém da substituicdo do sufixo O (com base no hidrocarboneto com o
mesmo numero de carbonos na cadeia), pelo sufixo OICO, sendo possivel referir o C18:3®m3 como

acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico.

J& mediante a nomenclatura do sistema IUPAC, os acidos gordos sdo representados de acordo
com: comprimento da cadeia; numero de ligacOes duplas; localizacdo das ligagcBes duplas;
configuracdo das ligagdes duplas.

A nomenclatura dos acidos gordos pode ser descrita segundo a férmula: CA:Bo-X, em que A
representa 0 nimero de atomos de carbono (C), B o nimero de ligagBes duplas e X a posi¢do
ligagdo dupla em relagdo a extremidade do grupo metilo terminal. Através da formula, o C18:3®3
é descrito como um &cido gordo com 18 carbonos, 3 liga¢des duplas e com uma ligacdo dupla

entre o carbono 3 e 4 relativamente a extremidade do grupo metilo terminal.

Também é possivel designar os &cidos gordos, segundo outras convencdes, utilizando o simbolo
delta (A) quando a contagem das duplas liga¢des ¢ realizada em relacdo a extremidade do grupo
carboxilico terminal. Pela convengdo, o acido a-linolénico é designado C18:3%%!215 (Mayes &
Botham, 2003).

1.2.3. A lampreia-marinha e o perfil em acidos gordos

Todos os seres vivos dependem de um adequado balanco dos nutrientes ingeridos para disporem
de energia necessaria para as suas diversas atividades metabdlicas e comportamentais. A retengao
de energia nos seres vivos verifica-se predominantemente na forma de proteinas e lipidos (Tocher,
2003).

Na lampreia-marinha, estdo envolvidos considerdveis gastos energéticos. E como a partir do
momento em que iniciam a migracdo reprodutiva elas deixam de se alimentar, a energia
disponivel para as fungdes necessarias durante a migracdo reside nas reservas de energia,
principalmente sob a forma de lipidos apolares o que contribui para as alteragdes da constitui¢éo
lipidica do musculo e figado da lampreia-marinha ao longo do seu ciclo de vida (Murray & Burt,
2001).



De fato, a lampreia-marinha utiliza as reservas lipidicas como fonte de energia durante a migragédo
reprodutiva, mas os &cidos gordos que maioritariamente comp&em os lipidos, serdo utilizados de
forma distinta, sendo uns importantes para fornecimento de energia para a natacdo e outros
imprescindiveis para o desenvolvimento das génadas e da futura geracdo (Ackman, 1999; Tocher,
2003).

Muitos dos animais ndo possuem sistemas enzimaticos que possibilitam a sintese de alguns acidos
gordos insaturados, ou quando dispdem, por vezes fazem-no em quantidades inferiores as
necessarias, tendo que ser estes complementados atraves da alimentacdo (Correia & Correia,
1985). Tais acidos gordos sdo considerados essenciais, e sdo todos pertencentes ao grupo dos
PUFA (Figura 1.9.) (Koolman & Roehm, 2005).

Os peixes marinhos, tal como a lampreia-marinha, sdo caraterizados por baixos teores de alguns
acidos gordos polinsaturados essenciais (Koolman & Roehm, 2005). Mas quando fornecidas na
dieta quantidades suficientes de &cidos gordos como o acido linoléico (LA; C18:2w6) ¢ 4cido a-
linolénico (ALA; C18:3w3), conhecidos pelo seu elevado teor natural lipidico de PUFA w6 e ®3
(Steffens, 1997; Souza et. al., 2007; Ozogul et. al., 2011), alguns animais tém a capacidade de
sintetizar outros acidos gordos das familias ®3 e w6 por dessaturacdo, alongamento.e oxidagao
(Parrish, 2009) (Figura 1.9.). Ou seja, sdo 0s percussores de vias metabolicas que transformam o
LA e ALA em &cidos gordos polinsaturados de cadeia comprida como o acido eicosopentaendico
(EPA; C20:5w3) e acido docosahexaendico (DHA; C22:6w3) (Ackman, 1999). Todavia, 0s
processos enzimaticos envolvidos no alongamento e desssaturacdo do LA e ALA para a maioria
das espécies marinhas, € baixa, insuficiente ou mesmo nula para alguns casos (Olsen, 1999;
Sargent et. al., 1999).
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Familia ®3 Familia @6

C18:3w3 _ C18:206
(Acido a-linolénico) (Acido linoléico)

l/ AB - dessaturase \L

i C18:4w3 _ C18:3wb

(Acido lestearidénico) (Acido y-linolénico)

\L elongase \L

) C20:4w3 C20:3w6

(Acido eicosatetraendico) (Acido di-homo-y-linolénico)

J/ A5 - dessaturase \L

i C20:503 ~ C20:406

(Acido eicosapentaenoico) (Acido araquidonico)

\l/ elongase \l/

C22:503 C22:4w6

(Acido clupanodénico) (Acido docosatetraendico)

\L elongase \l/

C24:503 - C24:406

(Acido tetracosapentaendico) (Acido linoléico)

\L A6 - dessaturase \L

C24:603 ) C24:506

(Acido tetracosahexaen6ico) (Acido tetracosapentaendico)
B - oxidagdo
C22:603 i C22:506
(Acido docosahexaendico) (Acido docosapentaenéico)

Figura 1.9. - Vias metabdlicas da transformacdo dos &cidos LA e ALA da dieta em acidos gordos
polinsaturados de cadeia longa

1.2.4. ldentificacdo de &cidos gordos na matriz bioldgica lampreia-marinha

A identificagdo dos FAME em amostras biologicas é mais eficiente quando comparamos 0s
tempos de retencdo de cada acido gordo com o tempo referente aos padr@es individuais de cada
acido gordo. No entanto nem todos os acidos gordos insaturados presentes nas amostras
biolégicas estdo disponiveis comercialmente. Tais acidos gordos contidos na amostra podem ser
identificados através da comparacdo de analises previamente realizadas e bem caraterizadas.
Existem varias misturas padrdo possiveis de serem utilizadas para a caraterizacdo dos &cidos
gordos na amostra biolégica de masculo de lampreia-marinha, como é o caso do FAME MIX 37
e BAME MIX 26 (Tabela 1.1.), FAME do 6leo de figado de bacalhau e FAME do 6leo de savel.

Muitos dos estudos realizados no ambito da caraterizacdo de amostras bioldgicas de lampreia-
marinha, utilizam o padrdo FAME MIX 37 devido a ser o Unico padrdo que permite realizar
estudos quantitativos de &cidos gordos. Enquanto as outras misturas de padrdo, apenas sao
utilizados em estudos qualitativos, uma vez que apresentam variaces de acordo com 0s stocks,

n&o podendo ser reproduzidos.
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Tabela 1.1. Composicdo do padrdo BAME MIX 26 e FAME MIX 37

Esteres metilicos de &cidos bacterianos

Esteres metilicos de 4cidos gordos

Nomenclatura IUPAC Férmula Nomenclatura IUPAC Férmula
Ester metilico do &cido undecandico C11:0 Ester metilico do &cido butanoico C4:.0
Ester metilico do &cido dodecandico C12:0 Ester metilico do cido caproico C6:0
Ester metilico do 4cido tridecandico C13:.0 Ester metilico do écido caprilico C8:0
Ester metilico do &cido 2-hidroxidodecandico choHo Ester metilico do 4cido caprico C10:0
Ester metilico do acido tetradecanéico C14:0 Ester metilico do 4cido undecanéico C11.0
Ester metilico do 4cido iso-pentadecandico i-C15:0 Ester metilico do acido dodecantico C12:0
Ester metilico do ac]fjo anteiso- a-C15:0 Ester metilico do &cido tridecandico C13:.0
pentadecandico
Ester metilico do 4cido pentadecandico C15:0 Ester metilico do 4cido tetradecandico C14:0
Ester metilico do 4cido 2-hidroxidodecandico 2Cl02H0 Ester metilico do 4cido cis-9-tetradecendico Cl4:105¢
Ester metilico do 4cido iso-hexadecandico i-C16:0 Ester metilico do &cido pentadecandico C15:0
Ester metilico do acido 3-hidroxidodecantico f:fZHO Ester metilico do 4cido cis-10-pentadecendico Cl5:105¢
Ester metilico do 4cido hexadecanéico C16:0 Ester metilico do acido hexadecanéico C16:0
Ester metilico do &cido cis-9-hexadecendico | C16:107¢ Ester metilico do écido cis-9-hexadecendico Clé6:1o7¢c
Ester metilico do 4cido iso-heptadecanéico i-C17:0 Ester metilico do &cido heptadecandico C17:.0
Ester metilico do &cido heptadecandico C17:0 Ester metilico do &cido cis-10-heptadecendico Cl7:107¢
Ester metilico do 4cido cis-9-heptadecendico | C17:108c Ester metilico do 4cido octadecan6ico C18:0
Ester metilico do acido 2- 2-0H- Ester metilico do acido cis-9-octadecendico C18:109¢
hidroxitetradecanéico C14:0
Ester metilico do ac!c_jo 3- S'OH' Ester metilico do &cido trans-9-octadecendico C18:1w9t
hidroxitetradecanéico C14:0
Ester metilico do &cido octadecanéico C18:0 Ester metilico do &cido cis-9,12-octadecadien6ico C18:2m6¢
Ester metilico do écido cis-9-octadecen6ico Cl18:1w9¢ Ester metilico do &cido trans-9,12-octadecadiendico C18:2w6t
Ester metilico do &cido trans-9-octadecentico | C18:1w9t Ester metilico do &cido 6,9,12-octadecatriendico C18:3w6
Ester metilico do _acm,ip cis-9,12- C18:2w6¢ Ester metilico do &cido 9,12,15-octadecatriendico C18:3m3
octadecadiendico
Ester metilico do 4cido nonadecandico C19:0 Ester metilico do 4cido eicosan6ico C20:0
Ester metilico do acido cis-10-nonadecendico | C19:109¢ Ester metilico do acido cis-11-eicosendico C20:19¢
Ester metilico do 4cido 2- Z_OH- Ester metilico do 4cido cis-11,14-eicosadiendico C20:206¢
hidroxihexadeecandico C16:0
Ester metilico do 4cido eicosandico C20:0 Ester metilico do 4cido cis-8,11,14-eicosatriendico C20:3w6¢
Ester metilico do écido cis-11,14,17-eicosatriendico C20:3w3c¢
Ester metilico do 4cido 5,8,11,14-eicosatetraendico C20:406
Ester metlllc_o do &cido C|§_-5,8,11,14,17- C20:503¢
eicosopentaenéico
Ester metilico do acido heneicosanoico C21:.0
Ester metilico do 4cido docosandico C22:0
Ester metilico do acido 11-eicosendico C22:109
Ester metilico do 4cido cis-13,16-docosadiendico C22:2wb¢
Ester metilico do 4cido CIS—'4',7,10,13,16,19— C22:603¢
docosahexaendico
Ester metilico do 4cido tricosandico C23:.0
Ester metilico do 4cido tetracosandico C24:.0
Ester metilico do 4cido cis-15-tetracosentico C24:109¢
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Os tempos de retencdo relativos (RRTs) ou comprimento da cadeia eficaz (ECL) sdo métodos
alternativos na caraterizacdo de acidos gordos. O RRT é definido como o racio entre o tempo de
retencdo de qualquer FAME e um FAME de referéncia (normalmente C16:0 ou C18:0), dependo dos
parametros operacionais. Os valores de ECL baseiam-se no indice de retengdo de Kovat’s e resultam
da visualizacéo posicional do FAME relativo ao acido gordo de cadeia saturada, para tal os tempos de

retencdo dos FAME tém de ser determinados, se possivel, no modo isotérmico (MJOS 2006).

Caso ndo seja possivel a identificacdo de um pico através dos meios descritos anteriormente, o estudo
do tempo de retencdo do FAME em duas colunas de diferentes polaridades podera provar-se Util.

E possivel que alguns contaminantes existentes nas amostras se coeluam como FAME, assim sendo,

é sempre necessario confirmar cada FAME identificado por espetrometria de massa.

1.3.  Extracéo e Derivatizacdo

Para uma analise cromatogréafica de acidos gordos € necessario proceder a varios passos, que implicam

a extracdo, esterificacdo e a injecdo, separacao, identificagdo e/ou quantificacdo de FAME.

Durante o processo de extracdo lipidica é necessario quebrar as interaces de van der Waals e as
ligagdes covalentes, que formam complexos entre os lipidos e proteinas ou hidrocarbonatos. Sdo
muitas vezes utilizados solventes ndo polares como o cloroférmio para a quebra de interagdes
hidrofobicas (lipidos com cadeias hidrofébicas de triacilglicerdis), e solventes polares como o

metanol, que quebram ligacGes de hidrogénio (fosfolipidos e glicolipidos).

Os &cidos gordos sao hidrolisados por saponificacdo com hidréxido de sédio ou hidréxido de potassio.
No entanto o processo de saponificacdo é muito lento, e consequentemente tem tempos de reagéo

elevados.

Para a derivatizacdo de um composto é necessario um reagente de derivatizagdo que o modifica
guimicamente, produzindo um novo composto com propriedades essenciais para a analise por GC,
como o aumento da volatilidade e diminuicdo da polaridade. A necessidade de otimizar o
procedimento de derivatizagdo, quer seja do ponto de vista quantitativo ou qualitativo, depende dos

fatores:

1. O reagente deve permitir ter uma conversdo igual ou superior a 95%;

2. Nao devera causar alteracGes estruturais e rearranjos do composto durante a formacéo
do derivado;

3. Nao deve contribuir para a perda de amostra durante a rea¢éo;

4. Devera produzir um derivado que ndo interaja com a coluna cromatografica;

5. Deverd produzir um derivado que seja estavel dentro de um periodo de tempo

necessario até a sua analise.
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Existem dificuldades associadas a preparagdo de ésteres metilicos como: incompleta conversao em
FAME; modificacdo estrutural original dos acidos gordos durante a transesterificacdo; formacao de
artefactos (Morrison & Smith, 1964).

Os solventes utilizados em transesterificacdes sdo maioritariamente a base de metanol. Para lipidos
nao polares, triglicéridos e colesterol que ndo sdo muito sollveis em reagentes de transesterificacdo e
necessitam de tempo para reagir, sd0 necessarios solventes como o benzeno, tolueno, cloroférmio ou
trifluorofurano (Christie, 1993).

Durante a secagem das amostras em corrente de azoto e na necessidade de recorrer a aquecimento para
a completacdo da reacdo de transesterificacdo, € necessario ter em atencdo ao risco de decomposicéo
dos acidos gordos polinsaturados (PUFA) correndo o risco de oxidarem. De forma a proteger os PUFA

de oxidarem é adicionado antioxidantes como o hidroxitolueno butilado (BHT).

Apos a transesterificacdo dos &cidos gordos, muitos dos procedimentos experimentais, necessitam
realizar o passo de extracdo. Ja que grande parte das amostras biol6gicas predominarem acidos gordos
de cadeia longa, ndo polares, é utilizado reagentes alcanos tais como: n-petanos, n-hexanos ou iso-
octanos. O processo de extracdo para total recuperacdo completa dos FAME requer que seja realizada
pelo menos duas vezes, e 0 racio entre o volume do reagente de extracdo e do reagente de
transesterificacdo devera ser suficiente. Soluces salinas sdo adicionadas com o objectivo de aumentar

a recuperacdo dos FAME, processo denominado por salting out (Christie, 1993).

Varios métodos foram propostos para a analise de uma matriz de acidos gordos complexa, tendo cada
procedimento as suas vantagens e desvantagens na determinac&o total de &cidos gordos. Existem dois

métodos, usualmente utilizados, que incluem a catalise acidica e basica (Christie, 1993):

1. A metilacdo dos &cidos gordos, seguido por hidrolise dos lipidos previamente
saponificados (hidrolise alcalina) no qual a ligacdo éster entre o acido gordo e o
glicerol é quebrada (como o triacilglicerol e fosfolipidos), para tal é necessario
temperaturas elevadas e a presenga de uma base forte. A metilacdo necessita da
presenca de um catalisador acidico em metanol.

2. A transesterificacdo direta requer a presenca quer de um catalisador acido ou basico,
onde o grupo &lcool (como o glicerol) removido com uso a um alcool em excesso,

sendo necessario realizar a reacdo em condic¢des anidricas.

1.3.1. Transesterificagdo em catélise &cida

Os reagentes normalmente utilizados no procedimento da transesterificacdo de catalise acida sao
o trifluorato de boro, acido cloridrico e acido sulfarico, em solugdo metandlica. Todos sdo 6timos

reagentes de derivatizacdo para a metilacdo dos acidos gordos, no entanto é necessario realizar as
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reacOes de transesterificacdo com auxilio a aguecimento (Morrison & Smith, 1964). Entre os
reagentes mencionados o trifluoreto de boro em metanol ou n-Butanol (BF3s/14%MeOH), permite
a formacdo de ésteres, segundo um método conveniente e de baixo custo, sendo comum a

utilizacdo na formacéo de éster metilicos ao reagir com acidos:
F3B:HO‘CnH2n+1 + RCOOH = RCOOCnH2n+1 (l)

Segundo Morrison e Smith (1964) foi possivel determinar as condi¢des 6timas para esterificacao
dos triglicéridos, ésteres esterois, monoglicéridos, diglicéridos, fosfoglicéridos, esfingolipidos e
acidos gordos livres. Nas condicdes recomendadas de temperatura (100 °C), a transesterificacao
é completa em 2 min para os acidos gordos livres, 10 min para os fosfoglicéridos, 30 min para
triglicéridos e 90 min para esfingolipidos. Os autores provam que a reagdo de transesterificagdo
é completa com a utilizacdo de BFs; em 14% de metanol e utilizagdo de n-hexano no processo de
extracdo. Este procedimento provou ser bastante simples e eficaz.

O BF; tanto pode ser utilizado em reagdes de transesterificacdo direta, através da metilagdo direta
dos acidos gordos, ou em reacdes de esterificacdo com a conversdo dos &cidos gordos nos seus
derivados metil esterificados (Christie, 1993).

Apesar do BFs; ser maioritariamente popular nos processos de transesterificacdo, apresenta
algumas desvantagens. E necessario armazenar a baixas temperaturas e descartado passado um
més ap06s a sua abertura, uma vez que o BFs; forma compostos flurobdricos ao reagir com o
oxigénio existente na atmosfera e metanol, tornando-o instavel. Em concentragdes elevadas o BF3
pode produzir artefactos ou ocorréncia de decomposicdo de PUFA, e causar isomerizacOes cis-
trans das duplas ligagdes dos acidos gordos conjugados. Como também produz picos esplrios no
cromatograma ao reagir com o reagente antioxidante, BHT (Christie, 1993). E necessario evitar
a utilizacdo de BF; quando a amostra a ser analisada possui &cidos gordos com grupos funcionais

pouco vulgares como duplas ligagdes conjugadas, podendo alterar a sua configuragéo.

O é&cido cloridrico (HCI) anidrico e &cido sulfurico (H.SO4) sdo reagentes comuns na esterificagdo
de lipidos em diferentes condigcdes experimentais, particularmente em diferentes condi¢des
acidicas, temperatura e tempo de reacdo (Christie, 1993; Le-Lacheur et al., 1993; Carballeira &
Shalabi, 1995). O HCI apresenta a vantagem de ser limpo, facil de preparar e ser aplicado em
quase todas as classes lipidicas, incluindo os esfingolipidos e glicoesfingolipidos. No entanto, em
condigdes acidicas pode alterar a distribuicdo isomérica do sistema conjugado, formacdo de
derivados metoxi alilicos. Com a diminuicdo da temperatura, diminui a isomerizagéo dos acidos
linoleicos conjugados, ndo sendo estas condi¢des suficientes para metilar todos os lipidos. O
H.SO. é um satisfatdrio reagente de metilagdo, mas apresenta as mesmas desvantagens, que 0

HCI, na modificacao da distribui¢do isomérica dos acidos gordos conjugados. De todos os acidos,

15



0 H,SO, durante a esterificacdo lipidica, forma uma quantidade inferior de artefactos em

comparagdo com o BFs.

Outros reagentes utilizados na transesterificacdo incluem cloreto de acetilo e cloreto de aluminio.
Ambos os reagentes sdo adicionados previamente antes do passo de extracdo, resultando numa
transesterificacdo completa. No entanto do cloreto de aluminio tem a desvantagem de nao

esterificar cidos gordos livres (Christie, 1993).

1.3.2. Transesterificagdo em catélise basica

Os reagentes usuais na esterificacdo de lipidos mediante a transesterificacdo de catélise basica
sdo: metdxido de sodio (NaOCHs) e metdxido de potassio/hidroxido de potassio (KOCH3/KOH)
em metanol. O NaOCHs é geralmente utilizado na conversdo de acilglicéridos em metil ésteres,
no entanto a técnica ndo é adequada para a transesterificacdo de &cidos gordos de cadeia longa,
como também ndo metila &cidos gordos livre e lipidos com ligacdo amida (esfingolipidos e
glicoesfingolipidos). A grande vantagem desta técnica é a ndo ocorréncia de isomerizagdes das
ligacBes duplas conjugadas, como também ndo produz artefactos. Ao contrério da catélise cida,
a reacdo ocorre a temperatura ambiente ndo havendo o risco de decomposicéo dos &cidos gordos
polinsaturados, o uso de BHT é desnecessario na reagdo. Outra vantagem na utilizacdo de
metoxido de sodio é a rapidez do passo de esterificacdo, para amostras biolédgicas que contenham
triglicéridos e fosfoglicéridos ocorre em poucos minutos. As reagdes necessitam de ser realizadas
em ambiente anidrico, uma vez que a presenca de dgua causa a saponificagdo dos lipidos durante
a reacdo. Tanto o KOCHs como o KOH sdo reagentes usualmente utilizados para a
transesterificacdo de 6leos. O KOCHj3 é um reagente mais ativo que o0 NaOCHs; e muito utilizado
na determinacdo quantitativa dos isomeros de &cido linoleico conjugados. J& 0 KOH em metanol
apresenta a habilidade de transesterificar, diretamente, os lipidos de amostras liofilizadas
(Christie, 1993).

1.3.3. Metilagdo com diazometano

Neste método o diazometano tem uma taxa de conversdo elevada para acidos gordos livres na
presenca de metanol. Sendo necessario realizar primeiramente os passos de hidrolise ou
saponificacdo dos lipidos. Para além da taxa de conversao elevada o diazometano possui pequenos
tempos de incubacdo e condicBes de reacdo suaves, apesar de ser extramente tdxico, explosivo e
com potencial carcinogénico (Graff et al., 1990; Christie, 1993). E utilizado o diazometano
quando numa amostra ocorre a presenca de acidos gordos ndo esterificados (NEFA) e acidos

gordos de lipidos esterificados, sendo necessario realizar previamente a separagdo de ambos,
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processo que é bastante demoroso. Neste caso particular a utilizacdo de diazometano, permite

uma metilacéo especifica dos NEFA (Potter et al., 2015).

1.4. Conceitos basicos de cromatografia

A cromatografia € um conjunto de técnicas aplicadas na separacao, e caraterizado pela particdo
ou distribuicdo dos analitos na fase movel que fluem pela fase estacionéria. Tornando-se num dos
principais métodos analiticos para a determinacéo qualitativa e quantitativa, existindo um grande
numero de combinac@es técnicas cromatograficas como a cromatografia gasosa (GC), liquida de
alta performance (HPLC), camada fina (TLC), entre outros (Rouessac & Rouessac, 2005).

1.4.1. Cromatografia gasosa

Para uma cromatografia gasosa, sd0 necessarios 0s seguintes componentes basicos: um bloco de
injecdo no qual a amostra é injetada através do injetor; um sistema de fornecimento que permite
transportar a fase mével, gas de arraste inerte como o hélio ou hidrogénio; uma coluna que contem a
fase estacionaria, geralmente polimérica; um forno quer possibilite 0 aquecimento gradual, permitindo
a separacdo dos compostos dependendo da retencdo por interagdo com a fase estacionéria; e um

sistema de detec¢do dos analitos que saem da coluna cromatogréfica (Figura 1.10).

Gés Inject @ E? Processame

Figura 1.10. - Principais componentes de um cromatégrafo gasoso

1.4.1.1. Injecéo

Existem varios tipos de injetor, mas 0s mais comuns sdo o Split/Splitless. A amostra quando
injetada através do injetor, com auxilio a uma seringa, entra na cdmara de injecao, passando para
0 estado gasoso. A injecdo no modo split, antes da passagem da fase movel, ha a purga parcial da
camara de injecdo permitindo evitar possiveis saturagdes da coluna cromatografica ou do detetor
em amostra concentradas de analitos. No modo splitless toda a amostra entra na cdmara de injegdo
e introduzida na coluna pelo gés de arraste, existindo uma purga posterior para evitar potenciais

contaminagdes da coluna cromatogréfica (Grob & Barry, 2004).
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1.4.1.2. Coluna cromatogréfica

Na cromatografia gasosa existem dois tipos de colunas, as colunas empacotadas ou capilares. As
colunas empacotadas contém uma fase estacionéria liquida que reveste as paredes internas
compostas por um sélido pulverizado. As colunas capilares s&o compostas por material de silica
fundida ou metal inerte contendo um filme liquido a revestir a superficie interna, sendo hoje em

dia as colunas mais utilizadas em cromatografia gasosa.

A escolha da fase estacionaria € realizada mediante as propriedades da amostra (polaridade e
ponto de ebulicdo). A polaridade da amostra devera ser semelhante ao da fase estacionéria de
modo a aumentar a resolucdo e diminuir o tempo de corrida. Deste modo, a fase estacionaria €
um dos principais constituintes que afeta a sensibilidade e seletividade de uma separacdo
cromatografica (Higson, 2004).

A separagdo de FAME pode ocorrer com uso a trés tipos de colunas: colunas néo polares, polares
e muito polares. A polaridade da coluna influencia os tempos de retengdo de cada FAME,

especialmente em acidos gordos polinsaturados.

1.4.1.2.1. Colunas de Fase Muito Polar

As colunas muito polares permitem uma separagéo rapida de misturas complexas de FAME, como
também, a sua capacidade de resolucdo para FAME insaturados é superior em colunas de fase
ndo polar. As principais fases estacionarias apresentam a seguinte composic¢do: 100% 6leo de
silicone cianoetil (SP-2340, OV-275), 100% 6leo de silicone cianopropil (CP-Sil 88) ou 68%
bicianopropil e 32% dimetilsiloxano (SP-2330).

Em muitos casos, as colunas polares permitem a separacdo de amostras complexas de ésteres
metilicos de acidos gordos. Os tempos de retencdo sdo afetados pelo tamanho da cadeia de
hidrocarbonetos, nimero de insaturagdes, localizacdo das insaturagGes, formas isoméricas cis e

trans e pela presenca de ramifica¢fes ao longo da cadeia.

Quanto maior a cadeia de hidrocarbonetos, maior o seu tempo de retengdo na coluna. Enquanto
para acidos gordos com o mesmo numero de atomos de carbono, a ordem de eluicdo varia
dependentemente do numero de insaturacdes e da sua posicdo ao longo da cadeia de

hidrocarbonetos:
Cl18:0-C18:109 - C18:1007 — C18:206 — C18:3w6 — C18:3w3 — C18:4m3

Quer em colunas de fase polar ou ndo polar é possivel separar cidos gordos de cadeia ramificada
e identificar a forma isomérica para cada insaturacao. Existem dois tipos de &cidos gordos no qual
a cadeia de hidrocarbonetos encontra-se ramificada por um grupo metilo, e dependendo da

posicdo da ramificacdo ao longo da cadeia o &cido gordo é denominado por iso ou anteiso. O
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acido gordo € iso, quando a ramificacdo se encontra posicionada no penultimo carbono a contar
do terminal metilo, caso a posi¢do do metilo ramificado se encontre ligado a outro carbono da
cadeia de hidrocarbonetos, o &cido gordo é denominado anteiso. Para uma cadeia com 0 mesmo
namero de dtomos de carbono a forma iso elui em primeiro lugar, seguida da forma anteiso. Os
isbmeros geométricos (trans e cis) em ligacdes duplas sdo separados em colunas de fase polar, e

a ordem de eluicdo de isbmeros geométricos em coluna de fase polar segue a seguinte ordem:
ttt < ctt < tct < cct < ttc < ctc < tee < ccc

As fases estacionarias polares, comparativamente as fases estacionarias ndo polares, apresentam
inferior estabilidade térmica, sendo necessario prolongar o programa de temperatura do forno,
que por sua vez aumenta os tempos de retencdo de &cidos gordos polinsaturados de cadeia longa,

como também promove o respetivo alargamento dos picos.

1.4.1.2.2. Colunas de Fase Polar

Existem diversas fases estacionarias de polaridade intermédia, tais como: glicol polietileno (DB-
Wax, Supelcowax 10, Carbowax 20M), glicol polietileno acidificado (FFAP) e 25% cianopropil-
25% fenil-50% metil (OV-225, DB-225, SP-2300).

A ordem de eluicdo é semelhante as colunas de fase estacionaria muito polares, a excecéo que
acidos gordos polinsaturados de cadeia longa, como é o caso do acido C20:4 e C20:5 eluirem
antes do acido C20:1.

As fases estacionarias polares apresentam 6tima combinagdo entre a capacidade de resolugéo e
relativa estabilidade térmica. A capacidade de resolucdo para FAME, especialmente insaturados
é superior em colunas de fase polar. No entanto o tempo de meia vida da coluna é inferior a fases

estacionarias ndo polares.

1.4.1.2.3. Colunas de Fase Nao Polar

As colunas de fase estacionarias ndo polares mais populares sdo baseadas em silicones metilicos
(SPB-1, SPB-5), 95% dimetil-5% difenilpolisiloxano (DB-5, SPB-5, CP-Sil 8CB) ou 100%
dimetilpolisiloxano (DB-1, rT-1, SPB-1, SP-2100, OV-1, OV-101, CP-Sil 5CB).

A ordem de eluicdo de fases estacionarias ndo polares é de acordo com o ponto de ebuli¢do dos
FAME. Acidos gordos insaturados eluem primeiro que os acidos gordos saturados (para a mesma
cadeia de hidrocarbonetos), ou seja, a ordem de eluicdo é inversa ao de colunas de fase
estaciondria polar. Para a diferenciacdo de acidos gordos isoméricos como o C18:3m3 ¢ C18:3w6,
sdo usualmente separados em fases ndo polares segundo condi¢Bes de operacdo apropriadas,

quase Caso a Caso.
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A desvantagem das colunas ndo polares ocorre com a coeluicdo parcial de FAME insaturados

importantes, como o C18:2m6 com C18:109 e C18:2w6 com C18:3w3.

Embora seja necessario ter em atencdo a amostra em estudo, as fases estacionarias ndo polares,
estas apresentam grande estabilidade térmica, uma vasta gama de temperaturas e de inércia
quimica operacionais. Uma vez que o limite de temperatura de uma coluna capilar de estacionéria
ndo polar é cerca de 340 °C ou mais, é possivel analisar acidos gordos de massas moleculares

superiores.

1.4.1.2.4. Fases estacionarias de liquidos idnicos

Tradicionalmente a analise de FAME ¢é efetuada em fases estacionarias a base de polimeros de
siloxano ou polietileno glicol (PEG), que permitem a separa¢do dos compostos isoméricos com
base no seu ponto de ebulicdo com resolugéo limitada (ex. colunas ndo polares de metil silicone),
ou pela separagdo dos compostos isoméricos pelos graus de insaturagfes, com minima
sobreposi¢cdo dos compostos com o mesmo numero de carbonos (ex. colunas polares de
polietileno glicol). As colunas muito polares, como é o caso do cianossilicone, permitem a

separacao e determinacdo das posi¢oes dos isomeros cis e trans, dependendo do tipo de coluna.

A deficiéncia das colunas tradicionais na analise de FAME promoveu que novas classes de fases
estacionarias fossem desenvolvidas, principalmente na area da tecnologia dos liquidos idnicos.
As duas novas fases, SLB-IL60 com uma seletividade semelhante as encontradas nas colunas
PEG e a fase SLB-1L111 com seletividades muito polares, permitiram demonstrar novos padrdes
de eluicdo de isdbmeros de FAME comparados com as fases poliméricas para as varias amostras
de FAME.

Os liquidos ionicos oferecem uma grande estabilidade em comparagdo com os polimeros de
polisiloxano e polietileno glicdis (menores bleeding das colunas, tempo de meia vida superiores,
aumento dos limites térmicos e maior resisténcia a humidade/oxigénio), como também a
combinagdo dos catides e anibes possibilitam ligar seletivamente compostos com diversas

aplicacdes e fungbes com base na amostra a ser analisada.

1.4.2. Métodos de anélise cromatogréafica de &cidos gordos

A detalhada caraterizagdo das amostras de matrizes complexas € baseada na separacao,
identificacdo e quantificacdo dos seus analitos. Existem diversas abordagens comuns para a
identificacdo de &cidos gordos ou seus derivados, que incluem a cromatografia gasosa por
ionizacdo de chama (GC-FID), cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa

(GC/MS), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ressonancia magnética nuclear
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(NMR), cromatografia de camada fina (TLC) e cromatografia multidimensional (MDGC) ou
compreensiva (GCxGC). Todos os métodos mencionados sdo usualmente utilizados para a
identificacdo dos &cidos gordos de diferentes origens, quer sejam de origem animal ou vegetal,
para os diferentes comprimentos da cadeia de hidrocarbonetos, nimero de insaturacGes,
ramificacBes e configuragdes estruturais. De todas as técnicas empreendidas no estudo de &cidos
gordos, a cromatografia gasosa acoplada a um detetor oferece um método simples, rapido e
econodmico na identificagdo e quantificacdo de FAME. Outra vantagem essencial na utilizacéo de
GC provém da ndo necessidade de isolar os componentes lipidicos, como € necessario para outros
métodos analiticos (NMR e espetroscopia). Dependente do detetor incorporado ao GC é
necessario realizar o passo de derivatizagdo da amostra, com a vantagem dos reagentes de

derivatizacdo serem acessiveis, varidveis e com requerimentos preparatorios simples.

Porém na técnica de GC com apenas uma coluna (1D), ocorre com frequéncia a sobreposic¢éo dos
picos em matrizes complexas, sendo necessaria a utilizagdo de sistemas com uma capacidade

méaxima de resolucéo superior do que o nimero real de componentes de uma dada amostra.

A MDGC introduzida nas décadas de 80, permitiu superar as limitagdes quanto a capacidade
cromatografica. Terminologicamente a cromatografia é denominada por bi- ou multidimensional,
quando a separagéo de todos ou de um grupo seletivo de componentes é repetida em duas ou mais
colunas cromatograficas com diferentes seletividades (Giddings, 1995). A especificidade das
fases estacionérias juntamente com a interacdo especifica da molécula com a mesma e o soluto,
encontra-se associado a cada dimensdo de separagdo. Necessitando alguns requisitos como a
separacdo dos solutos em duas ou mais separacdes independentes, designadas ortogonais, e a
preservacdo da resolucdo da coluna na primeira dimensdo durante toda a separagdo. Varios
sistemas multidimensionais foram desenvolvidos, de diferente natureza, como a cromatografia

liquida, gasosa e supercritica.

A MDGC alcanca boas eficiéncias e implementac6es simples com o acoplamento de colunas
adicionais a coluna primaria. Quando o sistema se encontra montado em série e ap0s a separagdo
dos componentes na coluna primaria (coluna da primeira dimensao, 1D), é possivel a transferéncia
do efluente continuo, ou fragdes do efluente ou cortes da coluna 1D para a segunda coluna
secundaria (coluna da segunda dimensao, 2D), através do desvio do fluxo de gas por “venting”
ou revertendo o fluxo entre as colunas. O Deans Switch é um dispositivo que permite a
transferéncia de corte seletivos dos componentes com diferentes polaridades e seletividades de
separacao em cada coluna, melhorando a resolugdo do grupo de picos eluidos contidos no corte
realizado, processo denominado por heart-cutting. Proporcionando resultados ni+n,, que definem
a capacidade dos picos na coluna 1D (n1) e na coluna 2D (nz). As desvantagens do heart-cutting

em MDGC derivam na resolucdo da separagéo da coluna 1D ser parcialmente perdida quando o
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corte é re-injetado na coluna 2D devido a processos de “trapping” ou de focagem, na exatidao do

corte realizado, e no incremento do tempo de analise.

A técnica introduzida na década de 90 por Phillips and Liu (1991), cromatografia de fase gasosa
abrangente bidimensional (GCxGC) foi projetada com base na juncdo de duas colunas capilares
cromatograficas, de diferentes seletividades, conectadas por um modulador, permitindo colmatar
as limitagbes do MDGC. O modulador permite agrupar fracbes sucessivas do efluente,
proveniente da primeira coluna, em bandas estreitas na segunda coluna e a re-injecdo, de forma
continua. Esta Gltima técnica permite que a amostra seja sujeita a dois métodos de separac¢ao antes
de chegar ao detetor.

Apesar da popularidade da técnica GCxGC, o MDGC providencia resultados analiticos
satisfatorios. O poder de resolucdo de colunas convencionais da segunda dimensdo é muitas vezes
preferivel para a andlise de compostos-alvo, mesmo quando a técnica GCxGC criogénico
possibilita uma maior sensibilidade, além de que a utilizag&o de uma coluna de micro-furos, como

coluna de segunda dimens&o, reduz o poder de separacao.

1.4.2.1. Heart-cutting

O heart-cutting permite que uma pequena por¢do dos componentes seja separada por duas fases
estacionarias (Figura 1.11.). A amostra € injetada na unidade de injecdo para a primeira coluna,

passando por um dispositivo de comutacdo entre as duas colunas (1D e 2D).

Figura 1.11. - Eficiéncia do heart-cutting. co-eluicdo dos picos apds a separa¢do na coluna 1D e
separagdo dos picos apos separacdo na coluna 2D

O dispositivo (Figura 1.12.) realiza imediatamente uma mudanga dos fluxos de gas (switch) antes
da eluicdo dos analitos, permitindo o seu transporte da primeira para a segunda coluna, que se
encontra conectada ao detetor. Apés a passagem dos analitos para a segunda coluna, o dispositivo
volta a realizar o switch para o seu estado inicial, completando o processo de heart-cutting. O
método € baseado na retracdo dos fluxos através do balanco das pressdes nas interseccOes, cada

uma controlada por valvulas solenoidais.
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Colunas 2D

Figura 1.12. - Esquema do dispositivo Deans Switch

1.4.3. Espetrometria de Massa

Conforme as necessidades de aplicacdo, existe uma grande variedade de detetores
comercialmente disponiveis. Na cromatografia gasosa destacam-se os detetores de ionizacao de
chama (FID), captura eletrénica (ECD) e de condutividade térmica (TCD), podendo ser acoplado
ao GC outras técnicas analiticas como a espetrometria de massa (MS). Todos os detetores, para
cada aplicacdo dos mesmos, deverdo possuir carateristicas essenciais, como: boa sensibilidade,

estabilidade e reprodutibilidade, tempo de resposta curto e facilidade na sua utilizagéo.

Muitos dos estudos realizados para as areas da agricultura, biomedicina e ecologia, na analise de
FAME, empregam o GC-FID para interpretacdo do habitat de mamiferos marinhos, através das
mudancas climaticas e dinamicas predador-presa. No entanto, as analises por GC-FID ndo
permitem a identificacdo de compostos alvo e de contaminantes ou coelui¢des, pois carece de
informacao estrutural.

A anélise por GC/MS também apresenta as suas limitacfes na analise de FAME. Apesar de
disponibilizar informag&o estrutural, a espetrometria de massa ndo permite determinar a posicao
das ligagdes duplas da cadeia alifatica e diferenciar se a configuracéo da ligacdo dupla é cis ou
trans.

Apos a separacdo dos analitos por GC, os gases vaporizados e separados pelas suas massas sdo
quebrados em radicais de catiGes que possuem uma carga impar de eletrGes nos ides (Figura
1.13.). Existem varias formas de ionizar as moléculas, tal como a ionizacdo quimica (CI) e a

ionizagdo por impacto eletronico (El).
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Eletrio de alta energia =

.% . [\i\m.

.
Malécula Alvo [M] Radical Catigo [M* ]'/M".
- +e -
M+e > M +2e

Figura 1.13. - Diagrama do processo de ionizagdo por impacto eletrénico (EI) e criagéo do
radical catido

A técnica El (Figura 1.14.) foi selecionada e aplicada para este trabalho, por ser apropriada para
a analise de moléculas organicas volateis com massa molecular inferior a 1000, tal como acontece
com os acidos gordos metilados. Também é util para a identificacdo dos compostos existentes, ja
que grande parte dos espetros de massa existentes na biblioteca para comparagéo de ides, utilizam
a técnica EIl. As substancias volateis séo ionizadas por impato eletronico, através da interagdo da
amostra gasosa com um feixe de eletrbes de 70 eV gerado por um filamento aquecido. As
moléculas sdo bombardeadas pelos eletrGes acelerados, provocando a sua ionizagdo, e
transformando-as em fragmentos de ides radicais com carga positiva (M*) apds a perda de um
eletrdo. Alguns ides fragmentados s&o novamente ionizados, formando iGes cada vez mais
pequenos. Os radicais sdo de seguida separados pela razdo massa carga (m/z), pelo analisador de
massa contendo um campo eletromagnético. O racio m/z corresponde a propor¢ao da massa iénica
em termos da unidade de massa atomica (amu) dividida pela sua carga. Muitas das vezes, 0s
produtos derivados do El apresentam apenas uma carga positiva na molécula, nestes casos, a razao
m/z é aproximadamente igual a sua massa molecular. Quanto maior for o fragmento m/z gerado,
menor sera a sua flexibilidade em comparacdo a fragmentos m/z mais pequenos. E o tamanho do

pico do espetro de massa é proporcional a abundancia relativa do respetivo fragmento.

O espetrémetro de massa (Figura 1.14.) permite visualizar através de um cromatograma, a

abundancia absoluta dos picos dos ides (eixo do X) e 0 m/z dos ides fragmentos (eixo do Y).

Detetor

Moléculas

Passagem de ibes
Fonte 1onica

Figura 1.14. - Diagrama esquematico do espetrometro de massa
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O pico mais abundante de um cromatograma é denominado por pico base, enguanto o pico que
representa a molécula na sua totalidade é denominado por pico molecular. Os fragmentos i6nicos
mais pequenos sdo frequentemente 0s maiores picos existentes no cromatograma, e

consequentemente apresentam uma maior abundancia de sinal (Figura 1.15.).

>

C Pico

@ @ . / Base

@@.

B@ @ l\|/|+/MoIecuIar
>

Fragmentos i6nicos e ides moleculares Espectro de massa

Abundancia

m/z

Figura 1.15. - Diagrama representativo da localiza¢do dos fragmentos de ies de acordo com a
sua abundancia relativa no espetro de massa

1.4.3.1. Detecéo de acidos gordos por espetrometria de massa

Para a analise de ésteres metilicos de &cidos gordos por espetrometria de massa, é necessario
derivatizar previamente os acidos gordos existentes na amostra através de uma transesterificagdo
para formacg&o ésteres metilicos de acidos gordos, com o intuito de aumentar a sua volatilidade
para uma analise por GC. Para tal é necessario interpretar os dados recolhidos pelo espetrémetro
de massa, acoplado ao GC, das amostras derivatizadas através da interpretacdo adotada pela
biblioteca lipidica AOCS, livros de espetrometria de massa e guias para a identificacdo de espetros

de massa.

E necessario dividir os FAME em cinco grupos: ésteres metilicos de acidos gordos saturados,

mono-, biinsaturados, polinsaturados, e de cadeia ramificada.

Para a identificacdo dos FAME ¢é necessario clivar e ionizar as moléculas em fragmentos ionicos,
a excecdo da molécula que representa o pico ionico molecular, e identificar os principais ides

fragmentados fornecidos pela espetrometria de massa.

Para ésteres metilicos de acidos gordos saturados como o metil estereato (C18:0), apresenta o
pico iénico molecular de m/z = 298. Para 0 mesmo FAME, mas com a adi¢cdo de uma ligacao
dupla (C18:1®9), o valor do seu pico i6nico molecular serd inferior a duas unidades em relacdo

ao C18:0. O valor do pico i6nico molecular detetado para o C18:1w9 serda m/z = 296 em
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comparagdo com o valor do C18:0, m/z = 298. O aumento do nimero de ligaces duplas existentes

nos &cidos gordos provoca uma redugdo do valor m/z do pico iénico molecular.

Para além do pico molecular, um dos fragmentos dominantes e carateristicos na analise espetral
de FAME saturados corresponde ao produto derivado do rearranjo de McLafferty. O rearranjo de
McLafferty deriva do rearranjo intramolecular por clivagem do carbono B, resultando no ido
molecular denominado por ido McLafferty m/z = 74 (Figura 1.16.). Outro pico carateristico do
ido McLafferty é referente a perda do mesmo (M-74*). No entanto para FAME com mais do que
duas insaturagdes, particularmente PUFA, o pico i6nico McLafferty deixa de ser um dos picos

dominantes na analise espetral.

H
+s \ +./H
0 CH—(CHy),CH3 0]
“ Rearranjo _
cho—COCHg C
H CO/ \CH
CH, 3 2
E)
McLafferty
m/z =74

Figura 1.16. - Esquema do mecanismo de reacdo de formac&o do ido McLafferty a partir de um
FAME através do rearranjo de McLafferty

1.43.1.1. Acidos gordos saturados

Os FAME saturados apresentam diversos picos carateristicos para uma simples identificagao.
Como referido anteriormente o pico base dominante em FAME saturados pertence ao ido
McLafferty (m/z = 74), existindo outros picos essenciais como o pico correspondente ao ido
metoxilo (m/z = 31) juntamente com o pico referente & perda do i%o met6xi [M-31*]. E também
possivel determinar no espetro uma série de homoélogos do FAME, segundo a formula [CHs-

OCO-(CH>)n)]*, em que cada ido fragmentado apresenta uma diferenca de 14 amu.

Considerando o exemplo espetral do FAME C18:0 (Figura 1.17.), é possivel visualizar o pico
mais abundante correspondente ao ido McLafferty (m/z = 74), a presenca do pico molecular (m/z
298) e a perda do ido metoxi [M-31] (m/z = 267).
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Abundancia
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Figura 1.17. - Espetro de massa do éster metilico do acido estearico (C18:0)

Também € possivel visualizar a presenca dos homologos em série (Figura 1.18), a comecar pelo
fragmento m/z = 87, sequido do m/z = 101, m/z = 115, m/z = 129, e assim sucessivamente (Figura
1.18.).

I
_C_ CH, m/z = 87
OCH;  CH,
- 0 o+
_C_  CHy, m/z =101
OCH; CH;  CH,
r +
I
_C  CHy  CH, m/z =115
OCH, CH, CH;
- o+
I
m/z =129
Co CHy  CHy
OCH; CH; CH;  CH,
- o
I
_C. CH, CH, CH, m/z =143
OCH; CH; CH;  CHj
- +
I
C. CHy CHy  CH, m/z = 157
OCH; CH; CH; CH; CH,

Figura 1.18. - Série homologa dos picos dos ides fragmentados dos FAME saturados
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1.4.3.1.2. Acidos Gordos mono e biinsaturados

Quer para FAME mono e biinsaturados, é dificil determinar a posicao das liga¢des duplas devido
a habilidade do movimento eletronico pela molécula quando ionizados, deslocalizagéo eletrénica.
Considerando 0 metil octadecanoato C18:1m7 e C18:1®9, ambos apresentam massa molecular
idéntica (m/z = 296) mas com diferenciacdo na posicao da ligacdo dupla ao longo da cadeia de
hidrocarbonetos. A partir do tempo de retencdo em GC é possivel identificar ambas as moléculas,

caso ndo ocorra co-eluigdo.

Utilizando para anélise espetral o éster metilico do &cido oléico (C18:1®9) como exemplo (Figura
1.19.), visualiza-se o pico molecular m/z = 296, e o pico [M-32*] (m/z = 264) que é mais
dominante por comparagdo ao pico [M-31*] (m/z = 265). A série homologa para FAME
monoinsaturados deriva dos ides fragmentados da cadeia de hidrocarbonetos que séo
representados segunda a férmula [CrH2n-1]*. O pico mais abundante para FAME monoinsaturados
corresponde ao fragmento m/z = 55 [C4H;]* em vez do ido McLafferty (m/z = 74). Quando o0s
FAME apresentam na sua estrutura de hidrocarbonetos mais do que uma ligacéo dupla, € dificil
determinar a estrutura quimica dos ides devido as variagBes das formas isoméricas (cis e trans).
No entanto é possivel determinar, para 0 mesmo acido gordo monoinsaturado, a forma isomérica

da ligagéo dupla através do tempo de retencdo na coluna cromatografica.

Abundancia
% 55

90

80 89 264
70 - 74 83
60
50 -

] 110
40 4 222

. 123 152 296
20 1 166

10 23546

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Figura 1.19. - Espetro de massa do éster metilico do acido oléico (C18:109)

Para acidos gordos diendicos, tal como o éster metilico do acido linoléico (C18:2w6), observa-se
espetralmente (Figura 1.20.) o ido molecular m/z = 294, a perda do ido metoxilo [M-31]" (m/z =

263) e a proeminente perda do ido McLafferty (m/z = 74). A perda de dois hidrogénios devido a
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presenca de mais uma ligacdo dupla diminui o valor do ido molecular em duas unidades, sendo a

férmula geral representada por [CnH2n.3]*. Os ides da série de hidrocarbonetos sdo o m/z = 67, 81,

95, sucessivamente.

Abundancia
%
90 1
80 1
70 1
60 1
50 1
40
30+
20
10+
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60

81
67

74

80

95

109

100

123 136

120

140

150 164

160

178

180

294

263

220
191 205 237 252
200 220 240 260 280 m/z

Figura 1.20. - Espetro de massa do éster metilico do acido linoléico (C18:2m6)

1.43.1.3.

Acidos gordos polinsaturados

Quer os ésteres metilicos dos acido y-linolénico (C18:3w6) e do acido o -linolénico (C18:3w3)

apresentam o mesmo pico molecular (m/z = 292), um pico base dominante (m/z = 79), apesar da
perda do ido McLafferty (m/z = 74) e do ido metdxilo [M-31/32]* (Figura 1.21. e Figura 1.22.).

Em relacdo aos acidos gordos diendicos, os acidos triendicos apresentam uma ligacdo dupla

adicional na cadeia de hidrocarbonetos, assim sendo, a férmula geral para a série de

hidrocarbonetos sera [CnH2n-3]".
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Figura 1.21. - Espetro de massa do éster metilico do acido y-linolénico (C18:3w6)

Abundancia 79
%
90

80 [0
70

60 67
50
40
30
20
10

55

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 mM/z

Figura 1.22. - Espetro de massa do éster metilico do 4cido a-linolénico (C18:303)

Tal como para os acidos gordos mono- e biinsaturados, os acidos gordos com mais de duas
ligagOes duplas apresentam os seus proprios ides carateristicos para cada familia de FAME. Existe
a formacdo de dois ides (130 ® e ido a), resultantes da fragmentacdo por ionizagdo, sendo
denominados de acordo com o local de clivagem na cadeia. Quando a clivagem ocorre no terminal
metil, o ido resultante é denominado por ido ®, caso o processo de clivagem seja perto do terminal

carbonilo da molécula o ido é denominado por ido a.

A presenca do 130 o e 130 o permite determinar a posicéo das ligagdes duplas dos FAME (Figura
1.23.). Para fragmentos de ides m, o fragmento m/z = 150 ¢ carateristico para FAME 6, e o
fragmento m/z = 108 é carateristico de acidos gordos 3. Para os ides o, como os fragmentos m/z

=194 e m/z = 236 (y-linoleato e a-linoleato, respetivamente), a clivagem ocorre antes da primeira
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ligacdo dupla a contar do terminal carbonilo em relagdo a clivagem do id0 o que ocorre apés a

segunda ligag&o dupla a contar do terminal metilo.

A (b) —i&o ® (acidos gordos w6) B (a) — i40 a (metil y-linoleato - C18:3w6)
m/z =150 0
/(‘.H:(‘H| _CH=CH_ ~_CH=CH_ CH, CH, [ m/z =194
;. A 2, C. CH, CH, CH, CH, CH,
= Hy CHy CH, CHy CH, H,co” CH] CH] CH=CH |cH=CH |em=cH
(a) — ido o (acidos gordos ®3) (b) — 180 a (metil a-linoleato - C18:3®3)
m/z =108 0 i

T N T T ! CH, CH, CH r(TE:'I/—Z(H_Z(g?(H CH=CH

o e b g meo” oHj CHf W oM CHf ‘:‘H] T

Figura 1.23. - A: Diagrama dos ides o (a — acidos gordos w6; b — 4cidos gordos ®3); B:
Diagrama dos ides a (a — metil y-linoleato (C18:3®6); b - metil a-linoleato (C18:3w3)

Para acidos gordos polinsaturados, com mais de trés ligacdes duplas, existem varios ides analogos
(ides o) que permitem distinguir no espetro de massa os &cidos gordos insaturados a partir das
posicdes das primeiras duas ligagbes duplas (Tabela 1.2.).

Tabela 1.2. - I3es o para as diferentes familias de FAME no espetro de massa

Ides o de acidos gordos polinsaturados no espetro de massa

Primeiras
duas .
A A4 A58 A69 AT7.10 A8.11 A9.12 A10,13 All14
ligacdes
duplas
Tio (m'z) 166 180 154 208 222 236 250 264

Considerando o éster metilico do &cido gordo clupanoddnico (C20:5w3) (Figura 1.24.), é possivel
visualizar pelo seu espetro de massa 0 pico molecular (m/z = 316), apesar de ser pouco intenso, e
a série de hidrocarbonetos no espetro. O pico predominante no espetro (m/z = 79) é denominado
por rearranjo de tropilio, composto aromatico com férmula empirica [C7H7]*. Deteta-se o
fragmento m/z = 108 (i&0 o) devido & posicdo das primeiras duas ligagdes duplas a partir do

terminal metilo, e o fragmento m/z = 180 corresponde ao ido a.
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Abundancia
%

90 A
80 1
70 -
60 -
50 -
404 55 a
30 -
20
10 1

79

e

91

67

+

M
80,201

|9§37“| 215 247 273287 316
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Figura 1.24. - Espetro de massa do éster metilico do acido gordo clupanodénico (C20:5w3)

1.43.1.4. Acidos gordos ramificados

Para cada 4cido gordo de cadeia ramificada existem dois fragmentos distintos (a e b) que se
encontram em cada lado da ramificacdo, permitindo determinar a posicdo da ramificacdo na

cadeia de hidrocarbonetos (Figura 1.25.).

A a
b
CH200C
B a
b
CHA00C

Figura 1.25. - Representagdo da fragmentagio dos ides “a” e “b” para os acidos gordos metil 15-
metilhexadecanoato (A) e metil 14-metilhexadecanoato (B) respetivamente.

Para 0 isomero iso do éster metilico do &cido iso-hexadecandico e o isomero anteiso do éster
metilico do acido anteiso-hexadecandico (Figura 1.26. e Figura 1.27., respetivamente), é possivel
visualizar através dos espetros de massa que o0 pico predominante corresponde ao ido McLafferty
(m/z = 74) e o pico molecular (m/z = 284). Existem ides significantes que permitem distinguir
ambos 0s isomeros: como o ido [M-15]* (m/z = 269), o pico é ligeiramente superior para 0 isomero

iso, e a presenca de um grupo de i6es [M-31/32]* (m/z = 253/254) para 0 mesmo isémero; O ido
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[M-29]* (m/z = 255) é mais abundante que o equivalente i&o [M-31]* para o isomero anteiso; E
possivel, por vezes, detetar o ido [M-61]* (m/z = 223) no isémero anteiso; Ambos 0s isdbmeros
apresentam a perda do ido [M-43]" (m/z = 241); A detecdo da perda dos ibes [M-43]* (m/z = 241)
e [M-15]* (m/z = 269), correspondentes aos fragmentos “a” e “b” respetivamente, no isomero is0;
A detecdo da perda dos ides [M-57]* (m/z = 227) e [M-29]* (m/z = 255), correspondentes aos

fragmentos “a” e “b” respetivamente, no isomero anteiso.
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Figura 1.26. - Espetro de massa éster metilico do &cido iso-hexadecandico (i-C16:0)
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Figura 1.27. - Espetro de massa éster metilico do acido anteiso-hexadecandico (a-C16:0)

E possivel encontrar na natureza &cidos gordos isoprendides, moléculas com maultiplas
ramificaces. Dependendo da posicdo da primeira ramificacdo (grupo metilo) em relacdo ao

carbono do terminal carboxilico, o pico base deixa de ser o ido McLafferty (m/z = 74) e o
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fragmento base é composto também pela primeira ramificacdo. Ou seja, caso 0 grupo metilo
ramificado se encontra no carbono 4 da cadeia de hidrocarbonetos, o pico base serd o m/z = 87
(Figura 1.28.), caso a primeira ramificacdo se encontre ligado ao carbono 2 ou 3 o pico base serd

m/z = 88 e m/z = 101, respetivamente.
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Figura 1.28. - Espetro de massa do éster metilico do acido 4,8,12-metiltridecandico
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2. Metodologia

2.1. Local de captura, e obtencéo de tecido muscular

A captura dos individuos na fase adulta ocorreu na bacia hidrografica do Mondego (na Figueira da
Foz (40° 7’ 0>’ N, 8° 54’ 0> W), durante o periodo da migragdo reprodutora (entre Janeiro e Abril).

Estas foram realizadas por pescadores locais, recorrendo as artes tradicionais de pesca.

No decorrer do trabalho, foram capturados 15 animais por pescadores locais, tendo sido transportados
vivos para o laboratério (Fluviario de Mora), onde se realizou a dissecacdo e determinacéo do género.

Relativamente a captura de individuos em fase larvar, esta decorreu no Rio Mondego, tendo sido
realizada por captura com recurso a pesca elétrica. Os individuos capturados foram transportados vivos
em tanques de capacidade 0.4m? equipados com sistema apropriado de suporte de vida e mantidos em

cativeiro nas instalagdes do Fluviario de Mora até processamento das amostras.

2.2. Determinacao do género, dados biométricos e obtencdo de tecido muscular

Para cada individuo adulto procedeu-se a determinacdo dos dados biométricos: massa corporal (g) e
comprimento total (cm) medido entre a extremidade do disco oral e a extremidade da barbatana caudal.
Em seguida, e ap6s remocao da pele, foi extraida a amostra de misculo da proximidade da linha média
dorsal, do flanco esquerdo do animal, junto a barbatana dorsal. As amostras foram entdo lavadas com
uma solucdo de cloreto de sddio a 0.9 %. Procedeu-se a pesagem e envolveu-se em papel vegetal
etiquetada e em sacos de plastico. Todas as amostras foram armazenadas na arca ultracongeladora, a

-80 °C, até a sua posterior utilizacdo. O género foi determinado mediante a observacéo das gonadas.

Para as lampreias-marinha em fase larvar o procedimento foi idéntico, tendo sido selecionados

aleatoriamente 15 individuos de um total de 30.
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2.3. Reagentes e padrdes

Tabela 2.1. - Reagentes e padrBes

Reagentes Formula Quimica Marca Pureza
Metanol CH3OH Merck 99,0 %
Cloroférmio CHsCl Merck 99,99 %
Hidroxitolueno butilado BHT Sigma-Aldrich 99,0 %
Terra de Diatoméceas SI0; Hydromatrix Varian

Hidréxido de Sédio NaOH Merck 99,0 %

Trifluoreto de Boro/Metanol BFs/MeOH Sigma-Aldrich 10 mg /mL
Eter de Petroleo - Merck 99,0 %
Hexano CeHua J.T. Baker 99,99 %

Padroes Marca
37 FAME MIX 37 Supelco 10 mg/mL
26 BAME MIX 26 Supelco 10 mg/mL

2.4.  Extragdo dos lipidos totais

Para a determinag&o dos lipidos totais presentes no musculo foram utilizadas amostras de musculo

de 17 g e 5 g de lampreia-marinha na fase adulta e larvar respetivamente, procedeu-se a

liofilizag&o durante 48 horas, a temperatura de -45 °C, a uma pressédo de 0.1 mbar.

Apos a liofilizagdo, as amostras foram trituradas com auxilio a picadora (Moulinex). A 200 mg
(£0.005 g) de amostra, adicionou-se 600 mg de agente inerte (Terra de Diatomaceas) e misturou-
se com auxilio de um almofariz de porcelana. Esta mistura foi colocada numa célula de extragdo
(ASE 100) (Figura 2.1.) Deste modo, cada célula de extracdo de 10 mL, colocaram-se dois filtros

celulésicos (D28 30 mm, Thermo) na base juntamente com 600 mg de agente inerte. Finalmente

aplicaram-se dois filtros celul6sicos no topo da célula e esta foi colocada no ASE 100.

Figura 2.1. - Aparelho ASE (Accelerated Solvent Extractor) (Extraido de Ventura, 2014)
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A extracdo dos lipidos totais do musculo decorreu segundo as condic¢des indicadas na tabela 2.2.

Tabela 2.2. - Pardmetros programados no ASE

Parametros de Extracao Condicoes
Temperatura 100 °C
Pressao 13.8 Mpa
Solvente Cloroférmio/Metanol (60:40 %) + BHT (100 mg/mL)
N° de ciclos de extracdo estaticos 2
Tempo de ciclo 5 min
Purga das células Azoto (60 s)

Apos a extracdo, os lipidos totais foram transferidos para baldes de fundo redondo de capacidade
50 mL, previamente tarados e identificados e procedeu-se & evaporagdo num evaporador rotativo
(TurboVap, Zymark) a temperatura de 50 °C. Apos a evaporagdo determinou-se a massa do
residuo seco, correspondente ao teor de lipidos totais e calculou-se a percentagem de lipidos totais
segundo a equag&o:

Massa da Amostra Seca

Lipidos Totais (%) = Massa da Amostra x100

Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de metilagdo de capacidade 10 mL,
previamente etiquetados, com recurso a 1 mL de cloroférmio. Apdés a transferéncia, as amostras

foram secas em corrente de azoto.

2.5.  Transesterificacdo dos lipidos totais

Cada amostra foi saponificada numa solu¢do metanolica de 1 mL de hidroxido de sédio (0.5 N),
a 70 °C, durante 15 min. Apo6s a saponificacdo as amostras foram arrefecidas a temperatura

ambiente.

Os éacidos gordos foram transesterificados com a adicdo de 1 mL de solucdo metandlica de
trifluoreto de boro (14 g BFs/MeOH) recentemente aberto, a 70 °C, durante 10 min, de acordo
com o procedimento realizado por Morrison e Smith (1964). Em seguida deixou-se arrefecer a
temperatura ambiente e depois adicionaram-se 3 mL de agua, procedeu-se a agitacdo para parar a
reacdo de transesterificacdo e adicionou-se 1 mL de éter de petréleo. Os tubos foram agitados
vigorosamente durante 2 min e deixados a repousar no frigorifico durante 12 h, a temperatura de
2 °C. Visualizou-se a separacdo de duas fases e recolheu-se a fase sobrenadante contendo os

ésteres metilicos de acidos gordos para vials de 2 mL previamente identificados, que foram
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selados hermeticamente e armazenados na arca congeladora, a temperatura de -20 °C, para

posterior analise cromatogréfica.

2.6.  Anélise cromatogréafica por GC/MS

As amostras foram analisadas por um sistema de cromatografia gasosa acoplado com
espectrometro de massa (GC-MS), sendo utilizado um cromatdgrafo Bruker Scion TQ 456 GC-
MS (Figura 2.2.) equipado com uma valvula de Dean-Valco VICI em T de ago de 1/32°” (didmetro
externo), 0.25 (didmetro interno) VICI, Ag International, Schenkon, Suica.

Foram utlizadas duas colunas capilares: DB-WAX (30 m x d.i. 0.25 mm x d¢ 0.25 pm, Zebron)
na primeira dimensdo; DB-5 (30 m x d.i. 0.25 mm x d¢0.25 um, Zebron) na segunda dimensao;
coluna desativada (30 m x d.i. 0,25 mm, Bruker). O gas de arraste utilizado foi o Hélio, a pressao
constante de 35.0 psi no controlo eletrénico de fluxos 35.0 (EFC 21) e 23.0 Psi no EFC 24. Ambas

as pressdes ajustaram um fluxo constante de 2.0 mL/min e 1.9 mL/min respetivamente.

Figura 2.2. - Aparelho de GC-MS

O forno foi aquecido inicialmente a 120 °C, durante 5 min, em seguida procedeu-se a uma rampa
de temperatura de 4 °C/min até aos 240 °C a qual se seguiu outra rampa a 1 °C/min, até aos 250
°C, mantendo-se durante 10 min (Figura 2.3.). O tempo resultante da analise cromatografica foi
55 min. A temperatura do injetor foi mantida a 280 °C, com split inicial de 1:50, split 1:100
durante 1 min e split 1:10 durante 3 min. A temperatura de interface do detetor e da fonte de

ionizacdo foram de 240 °C e 220 °C, respetivamente. A analise dos picos e respetivos espectros
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de massa foram obtidos por impacto eletrénico a 70 eV, com varrimento de m/z = 40 a 450. A

obtencdo dos dados foi realizada com a utilizacdo do software MSWS 8.2.
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Figura 2.3. - Rampa de temperatura

Realizou-se a anélise dos padrdes externos FAME MIX 37 e BAME MIX 26 (10 mg/L em
hexano) nas mesmas condicOes experimentais (Figura 3.4. e Figura 3.5.).

Todas as amostras de lampreias-marinha derivatizadas foram previamente diluidas numa razéo

1:3 em hexano antes da anélise cromatogréfica, utilizando as mesmas condi¢fes experimentais
descritas anteriormente.

2.7. Tratamento dos dados

Todos os valores obtidos da andlise cromatogréfica foram expressos em percentagem total de

acidos gordos identificados na amostra, de modo a eliminar possiveis efeitos de concentracdo de
acordo com a equagéo:

p A;
Area (%) = Z—;xloo

Na qual:
Ai— érea do pico do componente individual (i);

YA — Somatdrio de todas as &reas dos picos identificados.
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2.8. Determinacéo dos indices

Os resultados expressos em percentagem do total de &cidos gordos identificados na amostra foram

utilizados para o calculo dos somatorios dos principais tipos e familias de acidos gordos:

Célculo do indice SFA:

SFA=C10:0+C12:0+ C13:0+ C14:0 + C15:0+ C16:0 + C17:0 + C18:0 + €19: 0 + C20:0 + C22:0

Calculo do total de MUFA:

IMUFA = (C14: 109 + C14:1w8 + C14: 1w5 + C15: 1w9 + C15: 1w8 + €16: 1w9 + C16: 1w8 + C17: 1w9 +
C17:1w7 + C18: 1w9 + €20: 1w9 + C20: 1w7 + C24: 1w9

Calculo do total de PUFA:

YPUFA = C15:2w6 + C16: 2w6 + C16:3w3 + C17: 2w6 + C18: 2w6 + C18:3w3 + C18: 4w3 + C19:3w3 +
C20: 2w6 + C20: 3w9 + C20: 3w6 + C20: 4w6 + C20: 4w3 + C20: 5w3 + C22: 4w6 + C22: 5w6 +
C22:5w3 + C22: 6w3

Célculo do total de &cidos gordos impares:

Zimpares = €13:0 + €15:0 + C15: 1w9 + C15: 108 + C15: 2w6 + C17:0 + C17: w9 + C17: 1w8 + 17: 2w6 +
€19:0 + €19:3w3

Calculo do total de acidos gordos na forma iso:

Xi=i—-C15:0+i—-C16:0+i—C17:0+i— C18:0

Calculo do total de acidos gordos na forma anteiso:

Zi=a—C15:0+a—C17:0+a—C18:0

Calculo do total de 6mega 3:

w3 = (C16:3w3 + C18:3w3 + C18:4w3 + C19:3w3 + C20:4w3 + C20:5w3 + C22:5w3 + C22:6w3

Célculo do total de 6mega 5:

Jw5 = C14:1w5

Célculo do total de 6mega 6:

Zw6 = C15:2w6 + C16:2w6 + C17:2w6 + C18:2w6 + C18:3wb + C20:2w6 + C20:3w6 + C20:4w6 +
C22:4w6 + 22:5w6
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Célculo do total de 6mega 7:

Yw7 = Cl6:1w7 + C17:1w7 + C20:1w7

Calculo do total de 6mega 8:

Zw8 = (C14:1w8 + C15:1w8

Célculo do total de 6mega 9:

Zw5 = C14:1w9 + C15:1w9 + C16:1w9 + C17:1w9 + C18:1w9 + C20:1w9 + C20:3w9 + C24:1w9

Para o calculo do indice m3/w6 utilizou-se a seguinte formula:

w3 C16:3w3 + C18:3w3 + C18:4w3 + €19:3w3 + C20: 4w3 + 20: 5w3 + €22: 5w3 + C22: 6w3
w6~ C15:2w6 + C16: 2w6 + C17: 2w6 + C18: 2w6 + C18: 3w6 + C20: 2w6 + C20: 3w6 + C20: 4w6 + C11: 5w6

2.9. Andlise estatistica dos dados

Foi realizada uma analise de modelo geral linear designada nos programas estatisticos por
GLM, para testar se as variaveis dependentes diferiam entre a fase larvar e a fase adulta de
lampreia-marinha mediante o uso de um fator fixo: fase do ciclo de vida. Deste modo, as
variaveis utilizadas dividem a populagdo em grupos e permite testar a hipotese nula (HO
lampreia-marinha em fase de ciclo de vida distinta apresentam a mesma caraterizacdo em
termos de perfil em &cidos gordos. O nivel de significancia (p-value) adotado para os testes

estatisticos efetuados foi de 0.05.

Para o tratamento de dados e analise estatistica utilizou-se o pacote estatistico para Windows
do programa “SPSS Statistics” versdo 23.0 (IBM, E.U.A.).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho baseia-se na caraterizacdo do perfil lipidico do musculo de
lampreia-marinha Petromyzon marinus para inferir a existéncia de um perfil de &cidos gordos que

permaneca estavel ao longo do ciclo de vida e que permita a distin¢do da fase adulta e fase larvar.

Aplicacdo de uma metodologia de analise cromatografica por cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa que permita a determinacdo da estrutura e classificacdo dos acidos gordos

presentes no perfil lipidico da lampreia-marinha.

3.2. Parametros Biométricos

Foi selecionado aleatoriamente uma amostra de 15 larvas e determinado para cada individuo a massa

corporal total (g), comprimento total (cm) e peso total liofilizado (g) apds extracéo lipidica.

No presente trabalho foram utilizados 30 animais sendo 15 representantes da fase adulta e os 15

representantes da fase larval do ciclo de vida de lampreia-marinha (Tabela 3.1.).

Tabela 3.1. - Pardmetros biométricos da lampreia-marinha da bacia hidrografica do rio Mondego

Lampreia-marinha em fase adulta (n = 15) Sl e RS LA
(n=15)
Massa corporal | Comprimento Total Género Massa corporal | Comprimento Total
Total (9) (cm) Total (9) (cm)
1356 88.0 F 5.76 10.2
1449 94.5 M 4.99 104
1233 89.0 M 5.55 10.2
1508 915 F 5.31 10.7
1382 89.0 M 5.30 10.2
1460 94.5 M 4.40 10.5
1355 89.0 M 4.63 9.6
953 79.0 F 5.23 10.5
1416 90.5 M 6.06 11.2
1246 87.0 M 4.20 9.5
1356 91.0 M 5.35 10.7
1217 92.0 M 5.65 9.8
1368 92.0 M 4.49 9.7
1073 81.0 M 4.70 10.1
1668 96.0 F 4.11 10.1
Média + SD M/F Média + SD
1336.0 £174.7 89.6 +4.7 2.8 5.23 +£0.60 10.2 £ 0.45
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Verificou-se uma correlacgdo positiva e significativa (p = 0.001) entre o comprimento total e a massa

corporal total para os individuos no estado adulto (Figura 3.1.).
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Figura 3.1. - Relagéo entre o comprimento total e a massa corporal total de adulto de lampreia-
marinha

Em relagdo aos individuos em fase larvar verificou-se igualmente uma correlagdo positiva e

significativa (p = 0.05) entre a massa corporal total e 0 comprimento total (Figura 3.2.).
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Figura 3.2. - Relag&o entre o comprimento e a massa corporal para individuos em fase larvar de
lampreia-marinha

O valor médio referente a massa corporal total para os adultos foi de 1336 g, com o valor mais elevado
observado correspondente a 1668 g e o valor mais baixo de 956 g. Os resultados obtidos estdo em
concordancia com os valores ja observados por Duarte et al. (2003) e Machado (2010), os quais

referem um valor médio entre 1077 e 0s 1334 g na mesma fase do ciclo de vida.

Relativamente aos resultados obtidos nos individuos de fase larvar, a massa corporal total média foi
5.23 g, com um valor méximo de 6.06 g e um minimo de 4.11 g. Estes valores sdo ligeiramente
inferiores aos resultados obtidos por Swink and Johnson (2014), que mencionam um valor médio entre
5.33e6.01¢.

Em relacdo ao comprimento total na fase adulta obteve-se um valor médio de 89.6 cm, em
concordancia com os valores obtidos por Machado (2010) para lampreias-marinha capturadas na bacia
hidrogréafica do rio Mondego (88.2 cm).
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O comprimento médio total observado para as larvas de lampreia-marinha foi de 10.2 ¢cm, sendo
inferior aos valores obtidos por Almeida (2008) (16.1 cm).

Em relacdo a identificacdo do género, esta apenas foi feita para os individuos em fase adulta uma vez
gue a identificacdo é particularmente complicada para individuos com comprimento total inferior a
105 mm (Hardisty 1960).

Na tabela 3.2., encontram-se apresentados os resultados obtidos para a composicdo do musculo dos

individuos na fase adulta e larvar em lipidos totais (expressos em g/ 100 g de matéria seca, M.S.).

Tabela 3.2. - Composigao de lipidos totais por 100 g de matéria seca de musculo de lampreia-

marinha
Lipidos (g/100 g)
Fase adulta | Fase Larvar
56.5 44.9
56.9 46.5
63.4 44.3
68.1 27.9
66.0 45.0
75.1 20.9
73.7 38.9
60.7 42.5
63.3 57.7
67.6 28.6
57.7 51.7
62.4 29.7
58.4 43,7
63.5 52.5
70.9 41.5

A percentagem dos lipidos totais do misculo apresentou diferencas significativas (p < 0.005) entre 0s
individuos das duas fases do ciclo de vida da lampreia-marinha, sendo os valores médio de 62.3 g/100
g (fase adulta) e de 41.2 g/100 g (fase larvar).

3.3.  Otimizacdo da analise cromatogréafica para os acidos gordos na matriz de

musculo de lampreia-marinha

Sendo um dos objetivos deste trabalho testar condicGes experimentais de andlise cromatografica
adequadas a exploracdo eficiente do perfil em acidos gordos numa matriz complexa de musculatura
de lampreia-marinha. Foram testados ensaios de otimizagdo quer a fluxo constante quer a presséo
constante.

Durante o processo de otimizacdo verificou-se que a andlise em presenca de fluxos contantes
relativamente a analise a pressdes contantes (Figura 3.3.) se traduziu na obtencdo de picos

cromatogréaficos de maior resolugdo quando em presenca de igual rampa de temperatura.
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Figura 3.3. - Analise cromatografica da amostra padrdo BAME MIX 26 a fluxos constantes (A) e a
pressdes constantes (B)

A resolugdo dos picos cromatograficos é superior numa analise a fluxos constantes uma vez que a
velocidade linear se mantem parcialmente inalterada durante toda a corrida. Para analises a pressdes
constantes, a velocidade linear aumenta com o tempo de corrida, aumentando também a co-eluicéo

de picos cromatograficos.

Foram testadas diferentes rampas de temperatura, tendo-se concluido que a mais adequada para uma
boa resolugdo de separacéo de acidos gordos tinha inicio a 120 °C e alcangava a temperatura maxima
de 250 °C (Figura 2.3.).

Apos o estabelecimento das condi¢Bes experimentais 6timas para uma boa separagdo dos ésteres
metilicos de acidos gordos, procedeu-se a identificacdo dos acidos gordos presentes nos dois padrdes
comerciais utlizados neste trabalho, FAME MIX 37 e BAME MIX 26 (10mg/L em hexano),

recorrendo aos seus tempos de retencao e respetivos espetros de massa (Figura 3.4. e Figura 3.5.).
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Na tabela 3.3. encontram-se os tempos de retengdo e os fragmentos de ides predominantes
identificados para cada acido gordo esterificado, presentes no padrdo FAME MIX 37 e BAME MIX

26.



Tabela 3.3. - Tempos de retencdo e fragmentos de iGes predominantes para a identificagdo dos

acidos gordos esterificados em estudo

FAME + BAME MIX

Nomenclatura IUPAC Simbologia Re:;:?mrgg: (dneﬂn) FE?:E?S;?SS 8?1 /|Zc;es
Ester metilico do &cido céprico C10:0 11.528 74* - 87 - 43 - 186**
Ester metilico do acido undecandico C11:0 14.288 74* - 87 - 43 - 200**
Ester metilico do acido dodecandico C12:0 17.099 T4* - 87 - 43 - 214**
Ester metilico do 4cido tridecandico C13:0 19.863 T4* - 87 - 43 - 228**
Ester metilico do acido 2-hidroxidodecanéico 2-OH-C10:0 20.409 69* - 55 - 83 - 202**
Ester metilico do &cido tetradecandico C14:0 22.543 T4* - 87 - 43 — 242**
Ester metilico do 4cido cis-9-tetradecendico Cl4:105¢ 23.068 55% - 74 - 69 - 240**
Ester metilico do 4cido iso-pentadecandico i-C15:0 24.006 74* - 87 - 55 - 256**
Ester metilico do 4cido anteiso-pentadecandico a-C15:0 24.324 74* - 87 - 55 - 256**
Ester metilico do acido pentadecandico C15:0 25.112 74* - 87 - 43 - 256**
Ester metilico do &cido 2-hidroxidodecandico 2-OH-C12:0 25.551 43* - 55 - 69 - 230**
Ester metilico do 4cido cis-10-pentadecendico Cl15:105¢ 25.611 55% - 74 - 69 - 254**
Ester metilico do &cido iso-hexadecandico i-C16:0 26.522 74* - 87 - 55 - 256**
Ester metilico do acido 3-hidroxidodecandico 3-OH-C12:0 27.195 103* - 43 - 71 - 230**
Ester metilico do &cido hexadecantico C16:0 27.582 74* - 87 - 43 - 270**
Ester metilico do 4cido cis-9-hexadecendico Clé:1w7c 27.812 55* - 41 - 69 - 268**
Ester metilico do 4cido iso-heptadecantico i-C17:0 28.925 74* - 87 - 43 - 284**
Ester metilico do acido heptadecandico C17:0 29.942 T4* - 87 - 43 - 284**
Ester metilico do 4cido cis-9-heptadecendico Cl17:108¢ 30.164 55% - 69 - 74 - 282**
Ester metilico do 4cido cis-10-heptadecentico Cl7:107c 30.262 55% - 69 - 74 - 282**
Ester metilico do &cido 2-hidroxitetradecandico | 2-OH-C14:0 30.372 69* - 55 - 41 — 258**
Ester metilico do cido 3-hidroxitetradecandico | 3-OH-C14:0 31.839 103* - 43 - 74 - 258**
Ester metilico do &cido octadecandico C18:0 32.212 74* - 87 - 43 - 298**
Ester metilico do 4cido cis-9-octadecendico C18:1m9c 32.294 55* - 41 - 69 - 296**
Ester metilico do &cido trans-9-octadecendico C18:109t 32.358 55% - 41 - 69 - 296**
52:2&:;2&':;%&% écido cis-9,12- C18:206¢ 32.924 67% - 81 - 55 - 204%*
Eé:g&erzgtd'l';%ig acido trans-9,12- C18:206t 33.013 67* - 81 - 55 - 204**
Esttz;e”;z:'r:'ecn%?&ac'do cis-6,9,12- C18:306¢ 33.291 79% - 67 - 41 - 202**
Esttz&ggg:;oé?c%é‘:ido cis-9,12,15- C18:303¢ 33.951 79% - 67 - 41 - 292%*
Ester metilico do 4cido nonadecantico C19:0 34.387 T4* - 87 - 43 - 312**
Ester metilico do 4cido cis-10-nonadecenéico C19:109c 34.627 55* - 41 - 69 - 310**
ﬁféféxr?ﬁéﬂ'aﬁ‘éffaﬁﬁ'.‘ig z 2-0H-C16:0 34.798 55% - 60 - 43 - 286**
Ester metilico do &cido eicosandico C20:0 36.592 74* - 87 - 43 - 326™*
Ester metilico do 4cido cis-11-eicosendico C20:109c 36.677 55* - 69 - 41 - 324**
eElitgga”ertr']'(')fgodO dcido cis-11,14- C20:206¢ 37.379 67* - 81 - 55 - 322**
Elitg; metiico do deido cis 8,11, 14- C20:306¢ 37,691 79% - 67 - 41 - 320%*
Ef:g;;‘g:;%l‘ig 4cido 5,8,11,14- C20:406 37.964 79% - 67 - 91 - 318**
Zitgga’:’rf:r:;fl‘c’od" dcido cis-11,14,17- C20303¢ 38,535 79% - 67 - 41 - 320**
Ester metilico do 4cido heneicosandico C21:0 39.097 74* - 87 - 43 - 340**
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Ester metilico do &cido cis-5,8,11,14,17- . Q1. A7 aqpkk
eicosopentaendico C20:5w3c 39.220 79*-91-67 - 316
Ester metilico do &cido docosanéico C22:0 41.963 74* - 87 - 43 - 354**
Ester metilico do 4cido 11-eicosendico C22:19¢ 42.027 55* - 69 - 41 - 352**
Ester me_tlllgo do &cido cis-13,16- C22:206¢ 42,904 67% - 81 - 55 - 350%*
docosadiendico

Ester metilico do 4cido tricosanéico C23:0 45.169 74* - 87 - 43 - 368**
Ester metilico ,d_o acido cis-4,7,10,13,16,19- C22:603¢ 45690 79% - 91 - 67 - 342%*
docosahexaendico

Ester metilico do 4cido tetracosandico C24:0 48.992 74* - 87 - 43 - 382**
Ester metilico do &cido cis-15-tetracosendico C24:109¢ 49.060 55* - 69 - 43 - 380**

* - Pico predominante; ** - pico molecular

As mesmas condi¢Bes experimentais foram aplicadas para as amostras de lampreia-marinha

Petromyzon marinus na fase adulta e na fase larvar.

3.4. Caraterizacao do perfil em &cidos gordos do musculo de lampreia-marinha (fase

adulta)

Na tabela 3.4. encontra-se o perfil em &cidos gordos dos lipidos totais do mdsculo de lampreia-marinha

em fase adulta

Tabela 3.4. - Perfil dos acidos gordos (média * desvio padréo, expresso em percentagem relativa
ao total de &cidos gordos identificados) do musculo de lampreia-marinha adulta. SFA — &cidos gordos
saturados; MUFA — &cidos gordos monoinsaturados; PUFA — &cidos gordos polinsaturados; i — iso; a —
anteiso; impares — acidos gordos com ndmero de insaturagdes impar.
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Acidos Gordos Fase adulta (n = 15)
C10:0 0.031+0.007
C12:0 2.902+0.687
C13:0 0.062+0.030
C14:0 22.496+2.149
C15:0 0.122+0.103
C16:0 20.772+1.907
C17:0 0.033+0.025
C18:0 2.213+0.347
C19:0 0.036+0.016
C20:0 0.214+0.030

Cl4:109 0.028+0.010
Cl4:108 0.003+0.002
Cl4:105 0.945+0.304
Cl15:109 0.005+0.003
Cl15:108 0.007+0.007
Cl16:109 0.118+0.062
Cl6:107 34.130+1.298
C17:109 0.105+0.072
C18:109 ¢ 4.832+2.020
Cl18:1m9 t 7.336+1.544
C20:1m9 0.179+0.057




C20:107 0.012+0.008
C24:109 0.016+0.016
C18:2m6¢C 0.140+0.053
C18:3w3t 0.038+0.024
C20:206 0.173+0.053
C20:309 0.082+0.046
C20:3m6t 0.017+0.012
C20:406 0.377+0.059
C20:403 0.107+0.058
C20:503 0.804+0.241
C22:406 0.026+0.020
C22:506 0.059+0.080
C22:503 0.611+0.152
C22:603 0.894+0.408
i-C15:0 0.006+0.006
i-C16:0 0.006+0.005
i-C17:0 0.026+0.007
i-C18:0 0.023+0.013
a-C15:0 0.014+0.008
a-C17:0 0.010+0.006
a-C18:0 0.028+0.024

Pela analise da tabela 3.4. verifica-se, em percentagem média dos acidos gordos totais, uma

predominéncia dos &cidos gordos saturados (48.8 %) e moninsaturados (47.7 %) relativamente aos
acidos gordos polinsaturados (3.3 %). Esta distribuicdo do perfil de acidos gordos dos lipidos totais
do musculo é carateristica para diversas espécies de peixes classificados como gordos, e comprova
gue as reservas lipidicas da maioria das espécies de peixe sdo compostas maioritariamente pela
acumulacdo de SFA e MUFA (Kozlova & Klotimchenko, 2011; Pinela et. al., 2009).

Apesar de existirem em pequenas quantidades, verifica-se a presenca de varios &cidos gordos
incomuns como o &cido tridecilico (C13:0), pentadecilico (C15:0), margarico (C17:0) e o &cido
9-heptadecendico (C17:1w9). Os acidos gordos de cadeia impar estdo presentes em todos 0s
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animais onde o esqueleto de aminoacidos muda o primeiro acetato na biossintese de acidos gordos
(Ackman, 1999).

Para os 4cidos gordos saturados verifica-se uma predominéancia do 4cido miristico (C14:0) com 46.1
% e do acido palmitico (C16:0) com 42.5 %. A percentagem elevada do &cido palmitico é expetavel
por ser uma fonte potencial de energia metabdlica, utlizada durante a fase migratéria e no
desenvolvimento das gonadas das fémeas (Henderson et al., 1984), verificando-se que a percentagem
média de &cido palmitico em fémeas € ligeiramente superior em comparagdo com a dos machos (21.7
% e 20.6 %, respetivamente). Por oposicéo, a percentagem média mais reduzida corresponde ao acido

laurico (C12:0) com 5.9 % e ao &cido estearico (C18:0) com 4.5 %.

Para os acidos gordos monoinsaturados, o predominante é o acido palmitoléico (C16:1®7) seguido do
acido oleico (C18:1w9) com valores de 71.5 % e 25.5 % respetivamente do total de MUFA. Para
peixes marinhos o 4cido oleico é um dos acidos predominantes, correspondendo a 60 a 75 % do total
de MUFA, justificando a sua importancia na medida em que a par com o acido palmitico é uma fonte

de energia metabdlica para os peixes em fase de migracéo reprodutiva (Henderson et. al., 1984).

Relativamente aos acidos gordos polinsaturados, verifica-se uma superioridade de 4&cido
docosahexaendico (C22:6w3, DHA) e do acido eicosapentaendico (C20:5w3, EPA) representando
26.8 % e 24.1 % do total de PUFA, respetivamente. Os teores elevados de DHA e EPA em comparagao
com os restantes PUFA sdo de esperar, uma vez que estdo envolvidos no crescimento e
desenvolvimento, incluindo a reproducéo, e na estrutura e fungdo das membranas celulares (Cejas et.
al., 2004). Tanto o DHA como o EPA pertencem a familia ®3 representando respetivamente 36.4 %
e 32.7 % do total de w3, esta superioridade do DHA em relacdo ao EPA durante a fase migratoria ¢
descrita noutros estudos realizados por Ozogul et. al., (2007), Afonso (2009), Ozogul et. al., (2011) e
Prato & Biandolino (2012), podendo ser explicada pela possivel oxidacdo seletiva do EPA,

conduzindo assim a uma retencdo seletiva de DHA. (Tocher, 2003).

Verifica-se que a familia ®7 é predominante em relagdo as restantes familias 6mega correspondendo
a 34.1 % dos acidos gordos totais presentes no musculo de lampreia-marinha sendo o éacido
palmitoléico, o acido gordo predominante da familia ®7 (99.96%). A familia ®9 corresponde a 12.8
% dos acidos gordos totais, da qual o acido predominante corresponde ao acido oleico (95.1 %). Em
relacdo a familia w6, correspondendo a 0.8 % dos acidos gordos totais, o dcido araquiddénico (C20:4w6,
AA) foi o acido predominante da familia correspondendo a 47.5 % do total de @6, seguido do acido
eicosadiendico (C20:2w6) e acido linoleico (18:2w6, LA) correspondendo respetivamente a 21.8 % e
17.6 % do total de ®6. As familias ®5 e ®8 encontram-se em pequena percentagem relativamente as

restantes familias 6mega, correspondendo respetivamente a 0.9 % e 0.01 %.

A razdo entre o somatorio dos acidos gordos da familia ®3 e @6 apresenta percentagem superior a 1
(3.1 %) o que demonstra uma predominancia da familia ®3, maioritariamente DHA ¢ EPA,

relativamente a familia w6. Apesar de ser espetavel a predominadncia da familia ©3, os resultados
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encontram-se abaixo do intervalo de valores referenciados (4.7 % e 14.4 %) para espécies marinhas
(Henderson & Tocher, 1987; Steffens, 1997; Parrish, 2009).

Existe uma pequena percentagem de acidos gordos ramificados presentes no musculo de lampreia-

marinha adulta, mas verifica-se a presenca de acidos gordos sob a forma iso e anteiso, correspondendo

respetivamente a 0.06 % e 0.05 % dos acidos gordos totais.

3.5. Caraterizacao do perfil em acidos gordos do musculo de lampreia-marinha (fase

larvar)

Na tabela 3.5. encontra-se o perfil dos acidos gordos dos lipidos totais de lampreia-marinha em fase

larvar.

Tabela 3.5. - Perfil dos acidos gordos (média + desvio padrdo, expresso em percentagem relativa
ao total de &cidos gordos identificados) de lampreia-marinha em fase larvar. SFA — &cidos gordos
saturados; MUFA — &cidos gordos monoinsaturados; PUFA — cidos gordos polinsaturados; i — iso; a —
anteiso; Impares — 4cidos gordos com niimero de insaturaces impar

Acidos Gordos Lampreias-marinha em fase larvar (n = 15)
C10:0 0.078+0.021
C11:0 0.151+0.037
C12:0 4.926+1.062
C13:0 3.299+0.690
C14:0 21.796+3.415
C15:0 6.187+1.348
C16:0 12.265+4.510
C17:0 1.064+0.383
C18:0 1.621+0.455
C20:0 0.146+0.039
C22:0 0.028+0.016

C14:109 0.072+0.028
Cl4:108 0.019+0.008
Cl4:105 2.949+1.489
C15:109 0.064+0.023
C15:108 1.053+0.227
C16:109 0.176+0.077
Cl16:107 19.821+2.272
C17:109 3.653+0.902
Cl17:107 0.137+0.047
C18:109 ¢ 2.603+0.806
C18:109 t 4.083+1.009
C20:109 0.046+0.013
C20:107 0.051+0.017
C15:2006 0.041+0.016
C16:206 0.036+0.009
C16:303 0.019+0.010
C17:206 0.046+0.018
C18:206 ¢ 0.864+0.315
C18:306 0.103+0.051
C18:3m3c¢ 0.203+0.121
C18:303t 1.084+0.555




C18:403 0.239+0.124
C19:303 0.054+0.017
C20:206 0.344+0.107
C20:309 0.196+0.051
C20:3m6t 0.246+0.100
C20:406 1.173+0.503
C20:403 0.432+0.194
C20:503 2.583+1.228
C22:406 0.128+0.050
C22:506 0.315+0.134
C22:503 1.096+0.424
C22:603 1.109+0.526
i-C13:0 0.008+0.008
i-C14:0 0.003+0.003
i-C15:0 1.288+0.798
i-C16:0 0.029+0.010
i-C17:0 0.368+0.122
i-C18:0 0.017+0.007
= ) 00000 @ im4 000000000 |
a-C12:0 0.015+0.012
a-C13:0 0.040+0.025
a-C14:0 0.191+0.073
a-C15:0 0.576+0.193
a-C16:0 0.291+0.104
a-C17:0 0.503+0.154
3a-C16:0 0.035+0.022
a-C18:0 0.038+0.017

Com base nos resultados obtidos da analise dos acidos gordos de individuos em fase larvar (tabela

3.5.) verifica-se uma predominéncia, expressa em percentagem média total de &cidos gordos, dos
acidos gordos saturados (51.6 %) seguidos dos acidos moninsaturados (34.7 %) comparativamente aos

acidos gordos polinsaturados (10.3 %).

Para &cidos gordos de cadeia de hidrocarbonetos impar verifica-se uma predominéncia
relativamente ao total de PUFA correspondendo a 15.7 % dos lipidos totais do musculo de
lampreia-marinha, do qual o &cido predominante é o acido pentadecilico (C15:0) correspondendo
a 39.3 % do total de &cidos gordos impares. As bactérias normalmente utilizam estes acidos
gordos impares presentes nos lipidos em vez de acidos gordos polinsaturados (Ackman, 1999). E
como a fase larvar exibe uma fase tréfica alimentando-se por filtracdo em areas com sedimentos
finos e baixos fluxos de agua (Hardisty and Potter, 1971; Almeida and Quintella, 2002), a
presenca de bactérias é expetavel nestes locais.
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Para os SFA verifica-se uma predominancia do acido miristico (42.3 %) seguido do &cido palmitico
(23.8 %) relativamente ao total dos SFA. Em valores mais reduzidos, constata-se igualmente a
presenca do acido pentadecilico e do acido dodecandico (C12:0), representando respetivamente 12.0
% e 9.6 % do total de SFA.

Relativamente aos 4acidos gordos monoinsaturados, verificou-se a predominancia do &cido
palmitoléico seguido do acido oleico representando respetivamente 57.1 % e 19.2 % do total de
MUFA.

Para os acidos gordos polinsaturados, verifica-se uma predominéncia do &cido EPA seguido do &cido
AA e do &cido DHA representando respetivamente 25.0 %, 11.4 % e 10.8 % do total de PUFA. Os
acidos DHA e EPA pertencem a familia ®3 representando respetivamente 37.9 % e 16.3 % do total de

®3, ja o acido AA pertencente a familia 06 representando 35.6 % do total de 6.

Verifica-se que a familia ®7 é predominante em relagdo as restantes familias de acidos gordos
correspondendo a 20.0 % dos acidos gordos totais, dos quais o acido palmitoléico é o acido
predominante correspondendo a 99.0 % da familia @7. Seguido da familia ®9 com 10.9 % dos &cidos
gordos totais, na qual o acido preponderante da familia corresponde ao acido oleico (61.4 %). Em
relagdo a familia w6 correspondendo a 3.3 % dos acidos gordos totais o acido AA foi o acido
preponderante da familia, correspondendo a 35.6 % do total de w6, seguido do acido gordo LA e do
acido gordo docosadiendico (C22:2m6) correspondendo respetivamente a 26.2 % e 10.4 % do total de
®6. Para as familias w5 e 8, verificou-se que sdo familias com contribui¢des muito pequenas
relativamente a percentagem média total de acidos gordos, correspondendo respetivamente a 2.9 % e
1.1 %.

A razdo entre o somatorio dos acidos gordos da familia ®3 e w6 apresenta percentagem superior > 1
(2.1 %), ou seja, & predominancia da familia ®3, maioritariamente composta de EPA ¢ DHA,

relativamente a familia ®6.

Verifica-se a presenca de &cidos gordos de forma iso e anteiso correspondendo respetivamente a 1.7
% e 1.6 % dos acidos gordos totais. Para a forma iso, 0 cido predominante corresponde ao &cido iso-
pentadecanoico (i-C15:0) representando 75.1 % do total de acidos de forma iso, para a forma anteiso
0 acido predominante corresponde ao acido anteiso-pentadecandico (a-C15:0) e acido anteiso-
heptadecanoico (a-C17:0) representando respetivamente a 34.8 % e 30.4 % do total de acidos de forma

anteiso.

3.6.  Comparacdo do perfil de acidos gordos de lampreia-marinha entre a fase adulta

e larvar

A partir da anélise comparativa do somatério de indices de acidos gordos (Figura 3.6.), expressa em
percentagem média total, verifica-se para as lampreias-marinha juvenis uma ligeira predominancia do

total de SFA (51.6 %) relativamente a lampreias-marinha na fase adulta (48.8 %).
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Para os restantes indices, verifica-se que os valores de total de PUFA e &cidos gordos impares sao
predominantes para individuos na fase larvar, com excecédo do total de MUFA que sdo predominantes
em individuos na fase adulta.

Em relacdo as familias 6mega obtidas, verifica-se para ambos os grupos estudados uma predominancia
das familias ®7 e ®9, sendo os valores destas superiores para os individuos na fase adulta. Em
contrapartida, verifica-se que os valores das familias ®3, ®5, ®6 ¢ ®8 sdo predominantes em lampreia-

marinha na fase larvar.

60 Lampreia-marinha em

fase larvar

50 ® Lampreia-marinha em

fase adulta
40

30

20

10

Somatérios dos acidos gordos (%)

Figura 3.6. - Somatorio das familias de &cidos gordos e dos acidos gordos ramificados
identificados no musculo de lampreia-marinha em fase larvar e fase adulta.

A comparacdo dos perfis de &cidos gordos entre fase larvar e fase adulta foi feita recorrendo a um
modelo geral linear (GLM). Verificou-se que o perfil de acidos gordos entre a fase larvar e adulta foi
significativamente distinto (p = 0.037, para um intervalo de confianga de 95 %).

O mesmo teste de GLM permitiu analisar os resultados para cada uma das varidveis dependentes
(acidos gordos identificados) em analise com o intuito de identificar possiveis marcadores individuais.
Dos resultados obtidos apenas os acidos gordos miristico, iso-octadecanoico (i-C18:0), anteiso-
octadecanodico (a-C18:0) e docosadiendico ndo revelaram diferencas significativas (valor de
significancia > 0.05) entre os perfis. Segundo a analise das variaveis dependentes pode entdo concluir-
se que o perfil de &cidos gordos entre a fase larvar e a fase adulta em inicio de migrag&o reprodutiva é
completamente distinto (p < 0.05), existindo apenas 4 acidos gordos que se revelam idénticos em
termos de percentagem.

A mesma analise foi realizada considerando apenas como varidveis dependentes os indices, com o
objetivo de restringir o nimero de observacdes. Verificou-se para os indices utilizados, a fase larvar é
significativamente distinta da fase adulta (< 0.05).
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Procurou-se entdo detetar qual ou quais os indices que mais contribuiram para as diferengas entre os
perfis das duas fases do ciclo de vida. Tendo-se verificado, o total de SFA foi o indice que contribuiu
mais para as diferencas (eta = 95.8 %) seguido do total de PUFA (eta = 83.8 %). O total de MUFA foi
0 que menos contribuiu para as diferencas (eta = 59.3%). No entanto, para o indice referente ao total
de acidos gordos de cadeia impar verificou-se que contribuiu mais para as diferencas entre perfis (eta
=98.1 %). No que diz respeito as familias ©8, ©7 ¢ ®6 foram as que mais contribuiram paras as
diferencas detetadas com (eta = 98.1 %; eta = 88.0 % e eta = 88.0 % respetivamente). As familias @5
(eta = 56.9 %) e familia @9 (eta = 23.4 %) contribuiram com percentagens mais inferiores. A razao
®3/m6 contribuiu com um eta = 58.9 % para a diferencas entre perfis.

Igualmente importante para as diferencas de perfis entre as duas fases foram os &cidos gordos dos
grupos iso (eta = 93.0 %) e anteiso (eta = 94.8 %).
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4. Conclusao e trabalho futuro

A andlise do perfil de acidos gordos do musculo de lampreia-marinha revelou que o perfil de acidos é

significativamente distinto entre as fases larvar e adulta.

No que diz respeito aos indices de acidos gordos, o0 muasculo de lampreia-marinha em fase adulta
apresenta predominantemente &cidos gordos saturados, seguido de &cidos gordos monoinsaturados e
acidos gordos polinsaturados. A andlise do perfil de acidos gordos de lampreia-marinha em fase larvar
verificou-se uma predominancia de acidos gordos saturados, seguido de &cidos gordos
monoinsaturados e acidos gordos de cadeia impar. E de referir que o total de acidos gordos de cadeia
impar contribuiu significativamente na diferenciacéo entre as duas fases do ciclo de vida da lampreia-
marinha, particularmente na fase larvar. A predominancia das familias émega para as lampreias em
fase larvar ¢ significativamente superior, com excegdo da familia ®7 e ®9 relativamente as lampreias-

marinha adulta.

A lampreia-marinha em fase larvar pode ser caraterizada por uma percentagem de acidos gordos
polinsaturados e de acidos gordos na forma iso e anteiso, comparativamente ao musculo de lampreia-
marinha na fase adulta. E de mencionar que a familia ©8 contribuiu significativamente na
diferenciacdo entre as duas fases de lampreia-marinha pela presenca significativa de acidos gordos w8

especialmente na fase larvar.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos concluir que o perfil lipidico em &cidos gordos de

lampreia-marinha podera ser distinguido com base em alguns indices marcadores.

A utilizag8o de outros padrdes de FAME atualmente comercializaveis, com diferentes variedades de
acidos gordos, podera auxiliar na identificacdo de picos no cromatograma e testar a existéncia de
possiveis co-eluigdes. Tanto a aplicacdo de diferentes conjuntos de colunas cromatogréaficas, como a
utilizacdo de técnicas cromatografica avangadas (ex: MDGC), podera melhorar a resolugéo dos picos
cromatogréficos, assim como a identificagdo da posi¢do das ligacbes duplas e/ou da forma isomérica,
cis e trans. A temperatura experimental devera ser estendida para temperaturas mais elevadas de forma

a testar como reagem os acidos gordos presentes na amostra biol6gica a diferentes intervalos de tempo.
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