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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de racdes contendo diferentes niveis de 6leo de linhaca no teor de colesterol e na com-
posicao centesimal (umidade, cinza, proteina e lipidios totais) de filés de tilapia. A determinacéo do colesterol foi realizada através de
cromatografica liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esta metodologia foi avaliada no presente trabalho mostrando-se exata e precisa.
Os teores de colesterol variaram de 58,3 a 75,5mg/ 100g de tecido muscular, sendo que a inclusao de 6leo de linhaca em um nivel de
até 3,75% favoreceu a diminuicao dos valores de colesterol nos filés de tilapia. No entanto, os niveis de colesterol foram proximos a
outras espécies de peixes. Na composicao centesimal nao houve diferenca significativa entre os diferentes tratamentos. Desta for-
ma, a utilizacao de 6leo de linha¢anao apresentou influéncia na composicao dos constituintes analisados.
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SUMMARY

RELATIONSHIP BETWEEN CONTENT OF CHOLESTEROL IN FILETS OF TILAPIAS AND LEVELS OF LINSEED OIL RATION. The
objective of this study was to investigate the effect of fish feed containing different levels of linseed oil on the cholesterol content and
proximate composition (moisture, ash, protein and total lipids) of tilapia fillets. The cholesterol content was determined using high
performance liquid chromatography (HPLC), the methodology being evaluated and validated and shown to be exact and precise. The
cholesterol contents varied from 58 to 76mg/100g of muscle tissue, the inclusion of linseed oil up to a level of 3.75% favoring a
decrease in the cholesterol content of the tilapia fillets, although the levels continued to be similar to those of other fish. There was no
significant difference between the treatments with respect to the proximate composition. Thus the use of linseed oil presented no
influence on the composition of the constituents analyzed.

Keywords: cholesterol; proximate composition; tilapias; linseed.

1 - INTRODUCAO

Nos ultimos anos, no Brasil, houve um aumento na
criacao de novas espécies de peixes de cativeiro e, conse-
quentemente, no consumo. Isto ocorreu devido as condi-
coes hidrograficas favoraveis, ao crescente numero de
"pesque-pague’, "pague-pesque"” e ao fornecimento de pe-
ixes pelos criadores que vendem seus produtos em mer-
cados, feiras-livres e industrias de filetagem. Destacam-
se principalmente espécies como a tilapia (Oreochromis
niloticus) que apresenta uma boa aceitacdo pelo consu-
midor, com precos mais acessiveis em relacao a outros pe-
ixes.

Sao varios os fatores que determinam a composicao
quimica de uma espécie de peixe. Dentre estes, podemos
citar a alimentacdo, genética, sexo, tipo e época da deso-
va, estagio produtivo, tamanho e migracao, além de fato-
res ambientais relacionados com variacoes em seu habi-
tat e formas de criacdo. A influéncia da temperatura, vari-
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acao no volume de agua e a estacdo do ano afetam direta-
mente a disponibilidade de alimento para os peixes e tém
sido objetos de varios estudos nos ultimos anos [2, 10,
18, 26]. Adieta dos peixes influencia a composicao do te-
cido muscular e, especialmente, a composicao de acidos
graxos dos lipidios deste tecido.

Pesquisas vém estabelecendo, continuamente, que
um aumento na ingestao de acidos graxos poliinsatura-
dos 6mega-3 (AGPI n-3) reduz a taxa de triacilgliceréis no
sangue [7]. Além disso, estudos realizados com base em
intervencodes de dietas comprovaram que o consumo de
AGPI e/ou 6leos de pescado reduz fatores bioquimicos de
risco associados a doencas cardiovasculares [15], artrite
e cancer [13, 22] e pode estar envolvido com a fertilidade
humana [4].

Uma das alternativas para aumentar a ingestao de
AGPI n-3 é ainclusao de peixes de cativeiro de agua doce
na alimentacao. Entretanto, estudos demonstraram que
peixes de cativeiro, alimentados exclusivamente com ra-
coes comerciais, apresentaram baixos teores de AGPI
n-3 quando comparados com espécies nativas [17, 18,
25].

A inclusao de racdes suplementadas com 6leo de li-
nhaca demonstraram um aumento significativo nos teo-
res de AGPI n-3 nos filés de tilapia (Oreochromis niloticus)
que foram submetidas a tratamentos com niveis cres-
centes deste 6leo de linhaca nas ragoes [24]. Isto ocorreu
devido ao acido alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3) estar pre-
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sente em elevados teores na semente de linho (Linum usi-
tatissimum) e ser um precursor metabdlico de outros
AGPI n-3 de importante valor nutricional como os acidos
eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e docosahexaenéico
(DHA, 22:6n-3).

Do ponto de vista nutricional, em humanos, o coles-
terol no plasma nao depende somente do componente co-
lesterol, mas também da composicéo de acidos graxos da
dieta. O efeito dos acidos graxos oriundos da dieta sobre
os niveis de colesterol plasmatico tem sido descrito por
mais de 30 anos [11]. Estudos mostraram que a ingestéao
de acidos graxos saturados aumenta os niveis de coleste-
rol sérico em humanos [8, 12], enquanto os niveis de co-
lesterol total no plasma sangtiineo diminuem, quando a
ingestdo de acidos graxos saturados é substituida por
monoinsaturados [7].

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a influén-
cia de racdes com diferentes niveis de 6leo de linhaca so-
bre os teores de colesterol e na composicado centesimal
(umidade, proteina, cinza e lipidios totais) no tecido mus-
cular de tilapias (Oreochromis niloticus), e validar meto-
dologia para determinacéo de colesterol em amostras de
peixe por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Sistema de confinamento, preparo das
amostras e racoes

Na estacdo de Aquicultura do Departamento de
Biologia da Universidade Estadual de Maringa, PR, exem-
plares juvenis (média aproximada de 88g em massa e
15cm de comprimento) de tilapia (Oreochromis niloticus)
foram submetidos a um sistema de confinamento. Em 25
tanques de fibro-cimento (capacidade de 1000L/cada),
foram colocados 5 exemplares/caixa e alimentados por 5
meses.

O experimento foi inteiramente casualizado com 5
tratamentos (diferentes niveis de 6leo de linhaca) e 5 repe-
ticoes.

Apo6s os S meses do experimento, os filés (tecido mus-
cular) dos exemplares de tilapias de cada repeticao foram
removidos e imediatamente acondicionados em embala-
gens de polietileno sob atmosfera de N, gasoso e congela-
dos a-18°C até oinicio das analises. Em seguida, estes fo-
ram descongelados a temperatura ambiente e, em segui-
da, triturados em processador de alimentos (FAET,
Multipratic). Aliquotas convenientes do tecido muscular
de cadarepeticio foram tomadas para as analises de umi-
dade, cinza, proteina, lipidios totais e colesterol.

Os niveis suplementares do 6leo de linhaca em mas-
sa, nas racoes, foram crescentes recebendo os niveis per-
centuais de 0,00; 1,25; 2,50; 3,75 e 5,00% para os trata-
mentos A, B, C, D e E, respectivamente, conforme Tabela
1, enquanto que os niveis do 6leo de girassol foram com-
plementares para atingir o nivel maximo de 5,00% de
6leo adicionado.
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O dleo de linhaca (fonte de LNA), utilizado no experi-
mento foi fornecido pela empresa GIOVELLI & CIA.
LTDA., instalada na cidade de Guarani das Missoes, RS.
O dleo na forma bruta foi extraido através de prensa me-
canica (tipo expeler) e filtrado em filtro prensa com a uti-
lizacdo de pano de algodao. Este 6leo apresentou 45,7%
de LNA em percentagem de area relativa.

O ¢6leo de girassol refinado da marca VIGOR, perten-
cente ao mesmo lote, foi obtido no comércio de
Campinas, SP e utilizado no controle (tratamento A) e
complementacao dos niveis lipidicos do 6leo de linhaca
das ragoes dos tratamentos B, Ce D. O 6leo de girassol foi
utilizado neste experimento por ser acessivel e apresen-
tar baixos teores do acido LNA (0,4% em percentagem de
arearelativa).

A Tabela 1 mostra a composicéo percentual em mas-
sa das diferentes racdes com os diferentes niveis de 6leo
de linhaca e girassol, que foram fornecidas para as tila-
pias, conforme patente requerida n. PI 0202892-1
(UNICAMP - INPI, 2002).

TABELA 1 - Composicdo percentual das racoes dos diferentes
tratamentos

TRATAMENTOS
CONST(I;)I;NTES " 5 c 5 =
Milho moido 16,93 16,93 16,93 16,93 16,93
Farelo de Soja Desengordurado 51,62 51,62 51,62 51,62 51,62
Farelo de Trigo Comercial 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Bagago de Cana 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28
Calcario 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Fosfato Bicalcico 2,41 241 241 241 2,41
Oleo de Linhaga 0,00 1,25 2,50 3,75 5,00
Oleo de Girassol 5,00 3,75 2,50 1,25 0,00
BHT' 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
NaCl 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento Mineral e Vitaminico’> 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Lipidios totais® 7,6103 7,740,4 8,010,6 8,0%0,7 7,840,3
Umidade® 9,714 9,6£1,4 9,6£1,6 94%1,7 9,9+20

"Butil-hidroxi-tolueno (antioxidante)

Rivimix Roche. Composigio: Vit. A (500.000UI); Vit. D5 (200.000U1); Vit. E (5g); Vit. K3 (1g)
Vit. B1 (1,5g); Vit. B> (1,5g); Bs (1,5g); B2 (4g); Vit. C (15g); Ac. Félico (500mg); Ac. Pantoténic
(4g); BHT (17,5g); Biotina (50mg); Colina (40mg); Cobre (500mg); Cobalto (10mg); Ferro (5g)
Inositol (10g); lodo (50mg); Manganés (1,5g); Nicotinamida (7g); Selénio (10mg); Zinco (5g)
veiculo q.s.p. 1kg.

*Meédias de trés repetigdes + desvio padro de analises realizadas nas diferentes ragdes

2.2 -Métodos

As analises de umidade, cinza e proteina bruta fo-
ram realizadas conforme técnicas da AOAC [6]. Na extra-
cdo e quantificacdo dos lipidios totais, foi empregado o
método de BLIGH & DYER [3].

2.2.1- Determinacao de colesterol por CLAE

A Figura 1 representa o fluxograma analitico para de-
terminacao de colesterol nas amostras de peixe. A obten-
cdo da matéria insaponificavel foi realizada através de sa-
ponificacdo direta das amostras, de acordo com
NOGUEIRA & BRAGAGNOLO [19].

Utilizou-se um cromatégrafo liquido (SHIMADZU)
equipado com sistema ternario de solventes (LC10 AD, ),
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valvula "Rheodyne" com al¢ca de amostragem de 20uL, for-
no com controle de temperatura mantido a 32 C, desga-
seificador "on line", detector UV-Visivel (SPD-10 AV, ) e
software (CLASS-VP10) para aquisicdo e processamento
de dados. A coluna analiticausada foi C , 150 x4,6mm x
4pm (VARIAN). A fase mével constituiu-se de acetronitri-
la:isopropanol (70:30), na vazdo de 1mL/min, sendo o
tempo de analise 18 minutos. Os solventes utilizados fo-
ram grau cromatografico, filtrados em sistema
MILLIPORE de filtracao a vacuo, com membrana para sol-
vente organico de 0,25um e desgaseificados em ultra-
som antes do uso. Os cromatogramas foram processados

Pesar 2 gramas de amostra.
Adicionar 4mL de solugdo aquosa de KOH 50% e
6mL de alcool etilico.

Colocar em banho-maria sob agitagdo a 40°C até completa solubilizagdo das
amostras, deixando por 1nfis 10 minutos a 60° C.

Acrescentar SmL de agua destilada e deixar esfriar.

l

Extrair com 10mL de hexano, agitando em vortex. Deixar as fases separarem,
passando as aliquotas para outro frasco. Repetir até completar 3 extragdes.

l

Tomar 3mL do extrato hexanico e acrescentar 0,504mg de solugdo de 6-
cetocolestanol como padrio interno.
Secar sob N,.

l

Dissolver em ImL de fase movel.
CLAE
Condigdes cromatograficas: coluna Cis, Fase movel acetonitrila: isopropanol (70:30°

vazio 1,0mL/ min; detector UV-Visivel a 210nm

FIGURA 1 - Fluxograma para determinacao do colesterol em pei-
xes por CLAE

a 210nm. A identificacdo do colesterol foi realizada atra-
vés de comparacao do tempo de retencado das amostras
com o padrao e por co-cromatografia. A quantificacédo foi
feita por padronizacdo interna usando 6-cetocolesterol
(SIGMA & POLYSCIENCE, K 1250, USA) como padrao in-
terno. O fator resposta foi calculado diariamente. A
Figura 2 apresenta um cromatograma caracteristico de
colesterol na amostra de peixe.

e Validacado da metodologia

A metodologia utilizada para a determinacédo de co-
lesterol em peixes foi validada no presente trabalho atra-
vés da recuperacao e da repetibilidade. A recuperacéo foi
realizada adicionando-se dois niveis de colesterol as
amostras de filé de tilapia (0,503 e 1,006mg) sendo reali-
zadas 5 repeticoes para cada nivel de adicao. A precisdo
foi observada através dos coeficientes de variacao de 10
repeti¢des de uma mesma amostra. Embora a matriz nao
seja a mesma foi utilizado também para a validacao mate-
rial de referéncia certificado de carne (SRM 1546, NIST).

Os resultados dos testes de recuperacao foram de
94,0+ 1,0 e 97,0+ 1,0% para os dois niveis adicionados,
0,503 e 1,006mg, respectivamente. O coeficiente de va-
riacdo (%CV) encontrado para 10 repeticoes de amostras
de peixe foi de 1% demonstrando boa precisdo da meto-
dologia. Os teores de colesterol determinados para o ma-
terial de referéncia certificado de carne (SRM 1546, NIST)
foram de 75,0 + 0,5mg/100g, sendo semelhante ao de-
clarado no certificado (75,0 £ 7,0mg/ 100g), demonstran-
do que a metodologia utilizada foi exata e precisa.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey, através do software Statistica, versao 5.0 [23].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de umidade, cinza, proteina e lipi-
dios totais ndo apresentaram diferencas significativas
(P>0,05), entre os tratamentos que continham o 6leo de li-
nhaca (Tabela 2).

Os teores de umidade encontrados neste experimen-
to variaram de 76,8 a 77,4% e sdo proximos aos encon-

1 2
0,041 L 0,04
2
2
0,02 0,02
0,00 /\ , 1 000
0 2 a e s 10 12 L

Minutes

FIGURA 2 - Cromatograma caracteristico de colesterol em peixe obtido por CLAE. Condi¢oes cromatograficas: Fase mével, acetonitri-
la:isopropanol (70;30); coluna C , (Varian 150 x4,6mm x 4um); vazdo, lmL/min. Picos: (1) 6-cetocolestanol e (2) colesterol
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trados no tecido muscular de tilapias (78,1%) por
PUWASTIEN et al. [21] e, em geral, segundo OGAWA &
KOIKE [20] os peixes apresentam de 70 a 85% de umida-
de. Os teores de proteina (19,8 a 20,9%) e cinza (0,9 a
1,1%), foram préximos aos encontrados por FERREIRA
et al. [9] em tilapias adultas, com valores que variaram
de 19,7 a 20,7% para proteinae de 1,1 a 1,2% para cin-
za.

Segundo ACKMAN [1], os peixes podem ser classifi-
cados quanto ao teor de gordura em: magros (menos de
2% de gordura); de baixo teor (2-4% de gordura); media-
namente gordos (4-8% de gordura) e altamente gordos
(mais de 8% de gordura). De acordo com esta classifica-
cao, as tilapias deste experimento foram consideradas
peixes magros. Classificacdo semelhante foi encontrada
por MAIA, RODRIGUEZ-AMAYA & FRANCO [17] que ana-

TABELA 2 - Teores médios de umidade, cinza e proteina no teci-
do muscular de tilapias (Oreochromis niloticus)

"TRATAMENTOS  UMIDADE (%) CINZA (%) PROTEINA (%)
A TTHH,T 1,402 20,2°40,7
B 76,8°40,4 1,140,1 20,9°40,7
C 77,2%40,7 0,9'40,2 20,2°40,7
D 77,3%1,2 1,140,2 19,8"40,9
E 76,9°40,4 1,140,2 20,5%40,4

"Tratamentos: A (0,00%); B (1,25%); C (2,50%); D (3,75%) e E (5,00%) de dleo de linhag
suplementadas até 5,00% com 6leo de girassol

2Médias de trés repetigdes T desvio padrio.

Meédias na mesma coluna seguidas por letras comuns ndo sdo significativamente diferentes ao nive
de 5% de probabilidade

lisaram o contetido lipidico de tilapias da mesma espécie,
criadas em cativeiro. Neste experimento, os teores de lipi-
dios totais variaram de 1,0 a 1,2% e néo foi encontrada di-
ferenca significativa entre os diferentes tratamentos com
6leo de linhaca, conforme Tabela 3.

Os teores de colesterol (em 100g de tecido muscular)
variaram de 58,3 a 75,5mg, com diferencas significativas
entre alguns tratamentos, conforme Tabela 3. As con-
centragdes de colesterol no tratamento A (74,7mg) e no
tratamento E (75,5mg) foram significativamente maio-
res, comparados aos demais tratamentos, sem diferenca
entre si. Entre os tratamentos B (60,3mg), C (58,3mg) e D
(63,7mg) nao observou-se diferencas significativas.
Desta forma, o fornecimento de 6leo de linhaca até um ni-
vel de 3,75% pareceu baixar as concentracoes de coleste-
rol no filé de tilapias, todavia, este fato ndo ocorreu quan-
do foram fornecidos 5,00% de 6leo de linhaca, pois neste
grupo o teor de colesterol foi igual ao grupo controle.

No tecido muscular de tilapias (Oreochormis niloti-
cus)adultas analisadas em diferentes estacoes do ano fo-
ram encontrados teores de colesterol de 66,8 e
71,4mg/ 100g de tecido muscular, para verdo e inverno,
respectivamente [16]. Em trabalho realizado por
KINSELLA et al. [14], em peixes de agua doce, os teores
de colesterol variaram de 50 a 90mg/100g de tecido mus-

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 25(2): 310-314, abr.-jun. 2005

TABELA 3 - Teores médios de lipidios totais e colesterol no teci-
do muscular de tilapias (Oreochromis niloticus)

"TRATAMENTOS LIPIDIOS (%) COLESTEROL (mg/100g)
A 1,1°40,2° 74,7°%1,8
B 1,0°40,2 60,3°£ 4,9
C 1,2°40,3 58,3"+1,5
D 1,2°403 63,7°£1,1
E 1,1°40,2 75,5°43,0

"Tratamentos: A (0,00%); B (1,25%); C (2,50%); D (3,75%) e E (5,00%) de oleo de linhag
suplementadas até 5,00% com 6leo de girassol

*Médias de trés repetigdes * desvio padrio

Médias na mesma coluna seguidas por letras comuns ndo sio significativamente diferentes ao nive
de 5% de probabilidade.

cular. Valores semelhantes foram encontrados por
CRINER & FEELEY [5], os quais descreveram que o co-
lesterol é o esterol predominante entre as espécies de pei-
xes de agua doce analisadas. Em espécies de Brycon cria-
das em sistema de cativeiro, os valores médios de coleste-
rol para as espécies de matrinxa, piraputanga e piracan-
juba foram de 52,1, 45,6 e 50,0mg/100g de tecido mus-
cular, respectivamente [18]. Assim, os valores de coleste-
rol encontrados nos filés com diferentes tratamentos
mostraram que a suplementacao das racdes com 6leo de
linhaca nao afetou o teor de colesterol dos filés quando
comparados com outras espécies ou com tilapias da mes-
ma espécie.

4 - CONCLUSOES

O método cromatografico validado mostrou-se exato
e preciso, podendo ser utilizado com seguranca na deter-
minacao do colesterol em amostras de pescado.

As suplementacdes de racdes com o6leo de linhaca
nao influenciaram nos teores de umidade, cinza, protei-
na e lipidios totais do tecido muscular.

A inclusédo de 6leo de linhaca em um nivel de até
3,75% diminuiu os teores de colesterol nos filés de tila-
pia, resultados estes proximos ao encontrados em outras
espécies de peixes de agua doce, inclusive tilapia.

Desta forma, os resultados apresentados mostraram
aviabilidade de utilizacao de racoes suplementadas com
Oleo de linhaca sem interferéncia na composicao centesi-
mal (umidade, proteina, cinza e lipidios totais) para todos
os tratamentos, embora tenha ocorrido um aumento no
teor de colesterol para o nivel 5,00% de 6leo de linhaca na
racao.
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