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Artigo

EXTRACTION METHODS AND QUALITY OF THE LIPID FRACTION OF VEGETABLE AND ANIMAL SAMPLES.
Methodologies of extraction of lipids from chicken breast and oats flakes were evaluated: Soxhlet, Folch et al., Bligh & Dyer and Hara
& Radin. For chicken breast, the methods Soxhlet, Folch et al. and Bligh & Dyer presented the highest yields in total lipids. With oat
flakes, the methods Soxhlet and Bligh & Dyer presented higher yields than the Hara & Radin and Folch et al. The Soxhlet method
affected the quality of the lipid fraction in both samples. Extracted lipid components were separated by thin layer chromatography,

the chloroform-methanol based was more efficient to extract the neutral and polar lipids.
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INTRODUCAO

A extracdo de dleo com solvente € um processo de transferéncia
de constituintes soliveis (o 6leo) de um material inerte (a matriz
graxa) para um solvente com o qual a matriz se acha em contato. Os
processos que ocorrem sao meramente fisicos, pois o 6leo transferido
para o solvente € recuperado sem nenhuma reagéo quimica.'

A extracdo de lipidios € uma determinag@o importante em estu-
dos bioquimicos, fisiolégicos e nutricionais dos mais diversos tipos
de alimentos e, portanto, deve ser realizada com acurdcia. Algumas
amostras requerem cuidados especiais para a obtengao da fracéo lipi-
dica, pois fatores como co-extra¢do dos componentes nao-lipidicos e
a oxidagdo indesejada podem influenciar a qualidade final da fragdo
lipidica. Os procedimentos classicos idealizados por Soxhlet em
1879, com refluxo de solvente por muitas horas, devem ser evitados,
ja que favorecem as reagdes de peroxidagéo e de hidrélise,> podendo
comprometer resultados analiticos posteriores, como a quantificacio
de certos componentes lipidicos. Um dos procedimentos de extracio
mais versateis e efetivos, que supera as dificuldades mencionadas
acima, € a metodologia de Bligh & Dyer,’ uma versio simplificada
do procedimento cldssico usando cloroférmio-metanol proposto por
Folch et al..*

Outra vantagem apresentada pelos métodos baseados na mistura
bindria cloroférmio e metanol € a capacidade de extrairem tanto os
lipidios neutros e os lipidios polares eficientemente. Diversos estudos
mostraram que, dependendo do tipo de tecido que serd analisado,
a escolha do método de extracdo influencia significantemente no
resultado final.>>7

A insolubilidade dos lipidios em dgua torna possivel sua separa-
¢do das proteinas, carboidratos e da 4gua nos tecidos. Como os lipidios
tém uma grande faixa de relativa hidrofobicidade, € praticamente
invidvel a utilizagido de um tnico solvente universal para a extragao
dos lipidios.’ Lipidios neutros estdo ligados covalentemente e podem
ser extraidos dos tecidos por solventes apolares, enquanto lipidios
polares, os quais estdo ligados por forcas eletrostdticas e pontes
de hidrogénio, requerem solventes polares capazes de quebrar tais
ligacdes e liberd-los.

*e-mail: mabra@esalq.usp.br

O primeiro aparelho para extracéo dos lipidios em matrizes gra-
xas foi desenvolvido por Franz von Soxhlet em 1879,% que ressaltou
a importancia do grau de trituragdo da amostra quanto a duracio e
eficdcia do processo. No processo de liberag@o extrativa, levam-se
em conta trés etapas principais: a penetracdo do solvente no tecido;
a formacdo de uma miscela intracelular e, a difusdo do extrato na
miscela externa.” Consiste no tratamento sucessivo e intermitente da
amostra imersa em um solvente puro (éter de petréleo, éter dietilico ou
n-hexano), gragas a sifonagem e subseqiiente condensag@o do solvente
aquecido dentro do baldo que esté na base do aparelho.®

As mais notdveis vantagens que o método de Soxhlet apresenta
sdo a amostra estd sempre em contato com o solvente, havendo sua
constante renovagao; a temperatura do sistema mantém-se relativa-
mente alta, visto que o calor aplicado para o processo de evaporacio
¢ constante; ¢ uma metodologia muito simples que ndo requer treina-
mento especializado e que possibilita a extragdo de uma quantidade
maior de 6leo em relag@o a outros métodos, sem a necessidade de
filtracdo da miscela apds o término da extrag@o, pois a amostra esteve
envolta no cartucho durante todo o procedimento.

O uso de um unico solvente nao € recomendavel para a extragio
dos lipidios de tecidos animais. A mistura de solventes ideal para
extra¢do da matéria graxa de tecidos deve ser suficientemente polar
para remové-la das associacdes com as membranas celulares ou com
lipoproteinas, sem que ocorra reagdo quimica.’®

Pesquisadores, como Folch et al.,* reconheceram estas carac-
teristicas intrinsecas da extragdo de lipidios e desenvolveram um
método usando uma mistura de cloroférmio e metanol, seguida
pela adi¢@o de solugdo de cloreto de potdssio, visando uma melhor
separacdo das fases. Bligh e Dyer® modificaram o método de Folch
et al.* e propuseram um “método rdpido para extragdo e purifica¢do
dos lipidios totais”.

Apesar de algumas desvantagens, como a toxidez dos solventes
usados e a indesejdvel extragdo dos contaminantes ndo-lipidicos
da fase orgénica, os métodos de Folch et al.* e Bligh e Dyer® sdo
largamente utilizados, tanto como propostos originalmente, quanto
modificados.®!"!8

Uma das vantagens do método desenvolvido por Bligh e Dyer?
¢ a formac@o de um sistema bifésico a partir das proporc¢des de sol-
ventes adicionados durante o processo de extragio. A formacdo desse
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sistema bifédsico estd baseada na teoria do equilibrio liquido-liquido
de trés componentes (cloroférmio/metanol/dgua). A determinacio
das solubilidades de cada componente pode ser avaliada através de
um diagrama terndrio de solubilidade de dois liquidos parcialmente
misciveis entre si (cloroférmio e d4gua) com um terceiro (metanol),
completamente miscivel nos outros dois.

Nos dltimos anos diversos pesquisadores realizaram traba-
lhos!®!"1%2* em que o objetivo foi encontrar o método mais eficiente
para a obtencio da fragdo lipidica desejada e determinar sua compo-
sicdo. Além disso, também buscaram métodos que ndo alterassem a
qualidade do 6leo e utilizassem solventes menos téxicos que a mistura
cloroférmio e metanol.>*!> No entanto, devido a alta eficiéncia que
este sistema apresenta na extragdo de lipidios polares e apolares,
nenhuma mistura alternativa testada recentemente tem obtido o éxito
esperado, ou seja, uma eficiéncia equivalente ao sistema que utiliza
um solvente clorado.

Em um trabalho realizado,'® verificou-se que o método de Soxhlet,
usando diferentes solventes como éter de petréleo, metanol, n-hexano,
diclorometano:hexano (1:4) e acetona:hexano (1:4), separadamente
em cada extracdo, foi conveniente para extracdo da fragdo lipidica
de amostras sélidas que continham alto teor de lipidios, tais como
chocolate em pd, margarina, leite em p6 e ragao para frango. Os mé-
todos de Bligh e Dyer,* usando cloroférmio-metanol-dgua, e Bligh e
Dyer, modificado,'* utilizando isopropanol-ciclo-hexano-dgua, foram
mais adequados para extragdo de amostras liquidas, tais como leite,
ovos e plasma humano. As amostras extraidas com metanol, tanto por
Soxhlet como por Bligh e Dyer,? apresentaram um alto rendimento
em Oleo, jd que o metanol possui um poder de solvatag@o superior ao
dos outros solventes usados, extraindo os lipidios e os nao-lipidios
da matriz em estudo.

Gandhi et al.** buscaram solventes alternativos para extracdo
de 6leo de soja, haja vista que o n-hexano € o solvente universal
usado para extragdo dessa oleaginosa. Foram utilizados os solventes
puros n-hexano, n-heptano, n-propanol, isopropanol e etanol, além
da aplicacao de sistemas de solventes aquosos (90:10 n-propanol) e
aze6tropos como, por exemplo, n-hexano + isopropanol (78+22), em
periodos de extracdo crescentes até 10 h. Os pesquisadores concluiram
que n-heptano, n-propanol, isopropanol e etanol foram igualmente
efetivos na extra¢io, quando comparados com o n-hexano. As mistu-
ras de solventes aquosos também foram eficientes com a vantagem de
requerer um menor volume de solvente, porém com o inconveniente
de demandar maior energia para remocao da dgua do solvente.

O objetivo deste trabalho foi comparar quatro diferentes métodos
de extracdo de lipidios em um produto de origem animal (peito de
frango) e outro de origem vegetal (aveia em flocos), identificando
a composi¢do lipidica dos extratos obtidos dos diferentes métodos
aplicados e avaliando o tempo de extracao, o rendimento, a toxidez
dos solventes utilizados, a repetibilidade de cada método e a qualidade
oxidativa da fracdo lipidica obtida.

PARTE EXPERIMENTAL
Matérias-primas

Foram utilizadas amostras comerciais de aveia em flocos e peito
de frangos que apds o abate foram embalados em sacos pldsticos do
tipo zip-loc e armazenados a temperatura de -18 °C, até sua utilizagio
nas extragoes.

As amostras de aveia em flocos foram trituradas em micro moi-
nho Tecnal do tipo Willie (TE - 048). A granulometria média (66,7%
retido) da amostra triturada foi de 0,595 mm, verificada em jogo
de peneiras Granutest n° 30. As amostras de peito de frango foram
previamente descongeladas em refrigerador e trituradas em aparelho
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elétrico da marca Vicris, modelo 5068-85, contendo disco com furos
de 5 mm de didmetro.

A composi¢ao bromatoldgica das amostras estudadas foi realizada
conforme metodologia AOAC.%

Métodos de extraco da fracio lipidica nas amostras
selecionadas

Empregou-se o método de Soxhlet, segundo método IUPAC
1.122,% com n-hexano (faixa de ebuli¢do 68-70 °C). Foi fixada a
velocidade/quantidade de 6 a 8 sifonagens por hora a temperatura
constante e com fluxo de gotejamento entre 150 e 200 gotas por segun-
do. Foram pesados 5 g da amostra em vidro de relégio. As extracdes
foram realizadas em dois periodos de tempo distintos (4 e 8 h). Apds
o término do periodo de extragdo e arrefecimento da miscela, foram
retiradas aliquotas de 3 mL para andlises de lipidios totais, acidez e
indice de peréxido. O restante da miscela foi concentrado a vdcuo
em evaporador rotativo da marca Marconi (modelo TE - 120) a 40-45
°C, sendo o solvente recuperado.

Além da metodologia de Soxhlet, foram empregados os métodos
de Folch et al.,* com clorof6rmio e metanol na proporgéo de 2:1 (v/v);
de Bligh e Dyer,* com cloroférmio, metanol e dgua na proporgao
de 1:2:0,8 (v/v) e de Hara e Radin,”®com n-hexano e isopropanol
na propor¢do de 3:2 (v/v), em cujas miscelas, recolhidas sobre uma
camada de sulfato de sodio anidro, foram determinadas a acidez e
o indice de peréxido (AOCS 5a-40 e Cd 8b-80,” respectivamente).
A andlise espectrofotométrica na faixa do ultravioleta foi realizada
somente nas miscelas obtidas através da metodologia de Hara e
Radin,” modificada por Evangelista ¢ Regitano-D’Arce,” na qual
a mistura n-hexano-isopropanol foi substituida pela de isoctano-
isopropanol. Os métodos de Folch et al.* e Bligh e Dyer® sofreram
algumas modificacdes relatadas a seguir.

O método de Folch et al..* utilizado neste trabalho, seguiu algumas
modifica¢des propostas por Christie.® Foram pesados 5 g da amostra
em erlenmeyer de 250 mL com tampa de vidro, adicionando-se ini-
cialmente 25 mL de metanol. A homogeneizagdo foi realizada por
cerca de 5 min em mesa agitadora da marca Nova Técnica (modelo NT
145), com agitag@o vigorosa. Apés esta etapa, foram adicionados 50
mL de cloroférmio e a agitacio foi efetuada por mais 10 min (2 min
para frango). A mistura foi filtrada a vdcuo, sendo o residuo sélido
ressuspendido em 30 mL da solu¢@o de cloroférmio-metanol 2:1 (v/v)
e homogeneizado por 5 min. Apés filtragdo, o sélido foi lavado mais
uma vez com 50 mL de cloroférmio e com 25 mL de metanol e a
extragdo prosseguiu conforme a metodologia original.

Para a extrac@o dos lipidios segundo o método de Bligh e Dyer,?
foram pesados aproximadamente 10 g de cada amostra. Em um er-
lenmeyer de 250 mL foram adicionados 50 mL de metanol, 25 mL
de cloroférmio e 10 mL de dgua sobre a aveia (umidade de 11,88%).
Para a carne de frango (umidade de 73,82%) foram seguidas as
modificagdes propostas por Christie® ¢ Smedes e Thomasen® que
iniciou com homogeneizacdo por 4 min em erlenmeyer de 250 mL
dotado de tampa de vidro, com uma mistura de solvente consistindo
de 10 mL de cloroférmio e 20 mL de metanol. Apés completa ho-
mogeneizacdo, uma unica fase foi obtida e procedeu-se a adigdo de
mais 10 mL de cloroférmio, seguida de agitacio por 1 min. Filtrou-
se a mistura a vdcuo e o residuo tissular foi re-homogeneizado com
10 mL de cloroférmio. Os filtrados foram combinados e seguiu-se
o procedimento original. O erlenmeyer foi tampado e colocado em
mesa agitadora da marca Nova Técnica (modelo NT 145) por 20
min. Em seguida, foram adicionados mais 25 mL de cloroférmio e
25 mL de solugido de sulfato de sédio 1,5%. Agitou-se a mistura por
mais 2 min. A solu¢do com a amostra foi transferida para um funil
de separagdo e o procedimento original foi obedecido.
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Aliquotas das fra¢des lipidicas obtidas das diferentes metodolo-
gias de extracdes dissolvidas em éter de petréleo foram aplicadas em
placas cromatogrdficas de silicagel 60 F 20 x 20 cm (Merck) com fase
movel éter de petréleo, éter etilico e dcido acético (80:20:2) confor-
me proposto por Nelson.!> A placa cromatogrifica apés eluicéo foi
revelada com vapor de iodo e o Rf das manchas dos padrdes e dos
componentes das amostras foi determinado.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. O delineamen-
to experimental adotado foi o de blocos casualizados. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey, (p < 0,05), utilizando-se o
programa SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Comparacao dos métodos de extracio

A Tabela 1 mostra os valores obtidos para os rendimentos em
lipidios totais nas amostras e métodos testados. Apesar de o método de
Bligh e Dyer® ter apresentado o melhor rendimento dentre os métodos
analisados, a metodologia de Soxhlet rendeu resultados que ndo fica-
ram aquém dos encontrados na literatura. E importante salientar que o
solvente usado (n-hexano) € apolar e ndo tem a mesma eficiéncia para
extrair os lipidios ligados (polares) como outros solventes de maior
polaridade. No entanto, uma das vantagens deste método € a de que a
amostra permanece boa parte do tempo imersa no solvente, ocorren-
do sifonagens intermitentes que renovam o liquido constantemente,
mantendo cada vez maior o gradiente de concentracdo de dleo entre
solvente e amostra que possibilita a solubilizagio do éleo. A vantagem
da imersdo € a de que o uso do n-hexano como solvente tem sua eficdcia
aumentada, pois este solvente apolar nio tem capacidade de extrair to-
dos os lipidios mais polares, quando o processo € aplicado em um curto
periodo de tempo. Na extragdo de Bligh e Dyer,> a amostra também
fica imersa em contato com os solventes por um periodo de tempo que
nao ultrapassa 15 min (agitacdo), dependendo do tipo de amostra, mas
a mistura de solventes utilizada tem a capacidade de extrair um maior
nimero de lipidios polares da amostra analisada.

Tabela 1. Rendimento em lipidios totais da aveia em flocos e do
frango na matéria imida

Metodologia  Aveia em flocos (g/100 g )*  Frango (g/100 g)*
Soxhlet /4 h 7,7* £ 0,014%* 1,6+ 0,013**
Soxhlet/ 8 h 7,70+ 0,016 1,6+ 0,018
Folch et al. 6,9¢+ 0,019 1,6*+ 0,016
Bligh e Dyer 7,7° £ 0,020 1,72+ 0,018
Hara e Radin 6,69+ 0,031 1,4+ 0,016

* Os valores com as mesmas letras sobrescritas nao diferem entre
si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey. ** Desvio
padrdo da média

O bom rendimento em lipidios totais, em ambas amostras analisa-
das (Tabela 1), proporcionado pelo método de Bligh e Dyer® pode ser
explicado pela ampla faixa de polaridade apresentada pela mistura de
solventes utilizada. Cloroférmio e metanol sdo mais polares que n-hexano
e isopropanol e, dessa forma, hd uma extracao eficiente de lipidios polares
e apolares. Neste trabalho utilizou-se também a metodologia de Folch et
al* que emprega a mistura cloroférmio e metanol, mas que n#o atingiu
uma eficiéncia tdo boa quanto a do método de Bligh e Dyer,* provavel-
mente devido a perdas significativas nas etapas de lavagens sucessivas,
recomendadas pelos autores, para a recuperagdo dos lipidios durante a
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extragdo. Outra desvantagem dessa metodologia € a desconsideragio do
conteddo de dgua tissular no alimento analisado.

A extrac@o de Bligh e Dyer? pode sofrer algumas alteragdes, mas
€ imperativo que a propor¢do de cloroférmio, metanol e dgua seja
mantida, antes (1:2:0,8) e ap6s (2:2:1,8) a diluicdo com os solventes.
Estas proporcdes representam os volumes totais existentes no sistema
terndrio formado pela mistura dos solventes, e inclui a dgua tissular
do alimento estudado.

Uma caracteristica interessante que o método de Bligh e Dyer?
apresentou durante o experimento foi produzir um rendimento supe-
rior aos demais métodos. Este poder de extracdo foi atribuido, entre
outros fatores, ao processo de homogeneizagio vigorosa aplicado nes-
ta metodologia. O poder de extragdo também tem intima relagdo com
o fato de que nesse método® uma quantidade insuficiente de metanol
e dgua esteve presente para a remocao dos nao-lipidios, os quais sdo
geralmente solubilizados pelos lipidios polares na fase organica.

A identifica¢do dos componentes lipidicos, nas placas cromatografi-
cas, ocorreu por comparagdo dos valores de R, dos padrdes de monoacil-
glicerdis, triacilglicerdis, esterdis e dcidos graxos. Conforme as Figuras
1 e 2, o fosfolipidio, por ser um lipidio polar, ndo sofreu influéncia da
fase mével utilizada, portanto, a mancha que o identifica ficou retida no
ponto de partida das amostras. Tanto na aveia em flocos quanto no peito
de frango confirmou-se a presenga dos lipidios neutros (monoacilglice-
réis, triacilglicerdis, esterdis, acidos graxos) em todas as metodologias
de extracdo aplicadas, bem como a presenga de fosfolipidios. Entretanto,
o método de Hara e Radin apresentou menor intensidade (menor con-
centra¢do) das manchas na placa cromatografica. A presenca de mono-
gliceridios ndo foi detectada com a utilizacdo do sistema de solventes
empregado. No caso dos fosfolipidios, menor intensidade das manchas
foi visualizada tanto no método de Hara e Radin quanto no método de
Soxhlet, em ambos os periodos de tempo, comprovando que o hexano,
um solvente apolar, extrai com menor eficiéncia os lipidios polares, visto
que a solubilidade dos lipidios polares € menor em solventes hidrocar-
bonetos, como o hexano, que em clorof6rmio.® A Tabela 2 apresenta os
resultados de Rf’s dos componentes lipidicos investigados.

L L A
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Figura 1. Placa de cromatografia em camada delgada para os lipidios
neutros do peito de frango. 1 = Folch; 2 = Hara e Radin; 3 = Bligh e Dyer;
4 = Soxhlet (4 h). a = Triacilglicerol; b = Acidos Graxos; ¢ = Colesterol;
d = Fosfolipidios;, e = Monoacilglicerol. Eluente: éter de petrileo:éter
etilico:dcido acético (80:20:2). Revelador: iodo sublimado
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Tabela 2. Rf’s de padrdes e componentes das fra¢des lipidicas obtidas das quatro diferentes metodologias aplicadas nas amostras de aveia

em flocos e peito de frango

Composto Padrdes Soxhlet 4 h Soxhlet 8 h Folch et al. Bligh e Dyer Hara e Radin
Monoacilglicerdis 0,02 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Ester6is (colesterol) 0,19 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
Acidos graxos 0,42 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Triacilglicerdis 0,54 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58
Fosfolipidios 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

a i X K B

c — 8 L3 . 3 g
1 2 3 4 5

Figura 2. Placa de cromatografia em camada delgada para os lipidios neutros
em aveia em flocos. 1 = Folch; 2 = Bligh e Dyer; 3 = Hara e Radin; 4 =
Soxhlet (4 h); 5 = Soxhlet (8 h). a = Triacilglicerol; b = Acidos Graxos; ¢ =
Fosfolipidios. Eluente: éter de petrdleo:éter etilico:dcido acético (80:20:2).
Revelador: iodo sublimado

Schifer'* comparou as misturas de solventes isopropanol-hexano
e cloroférmio-metanol na extra¢do de lipidios de tecidos animais
e vegetais. Este pesquisador verificou que a mistura cloroférmio-
metanol obteve um melhor rendimento em lipidios totais quando a
amostra em estudo foi o peito de frango, entretanto, quando a extracio
foi realizada em cereais, a mistura do alcool e um hidrocarboneto foi
mais satisfatoria que o outro método.

Youngs et al.*® investigaram a composi¢do e distribuicdo dos
lipidios em dois cultivares de aveia (Dal e Froker). Para obtengao das
fracdes lipidicas foram utilizados os métodos de Soxhlet, com éter
dietilico e os extratos foram extraidos novamente com n-butanol sa-
turado em dgua. Através de cromatografia em camada delgada (CCD)
a frag@o lipidica foi separada e caracterizada com obtengdo de doze
classes, sendo a maior porcentagem de triacilglicerdis (41%) seguida
da presenga de gliceridios, tais como monogalactosilgliceridios e
digalactosilgliceridios (11%), e de fosfolipidios, como fosfatidilco-
lina, fosfatidiletanolamina e lisofosfatidiletanolamina (10% no total).
Outros compostos encontrados em menor escala foram dcidos graxos
livres (5%), diacilglicerdis (3%) e esterdis (1%).

Utilizando CCD para separar e quantificar doze componentes lipi-
dicos de dois cultivares de aveia, Youngs ef al.’! também confirmaram
que a fragdo trigliceridica foi a mais abundante nas amostras analisa-
das, seguida da fra¢@o de digalactosilgliceridios. Uma pequena fracdo
de ester6is foi identificada, porém nio foi possivel quantifica-la.

Undeland et al.'® confirmaram a eficiéncia do sistema clorofor-
mio-metanol-dgua na extracdo dos lipidios polares do arenque (Clu-

pea harengus), realizando andlises de separacio e quantificacio das
classes lipidicas. Esses lipidios polares, na sua maioria fosfolipidios,
foram facilmente extraidos dos tecidos devido ao arranjo de bicama-
das das membranas nas quais eles estdo situados. Por conta desse
arranjo, o qual expde somente os lipidios polares, € compreensivel o
porqué da necessidade de solventes polares para extragao.

De acordo com Bligh e Dyer? e Christie,* o sistema monofasico,
obtido utilizando cloroférmio-metanol-dgua na proporcéo de 1:2:0,8
(v/v), possui as propriedades ideais para uma extragdo eficiente. Esse
sistema supera as interagdes entre os lipidios e o tecido da matriz
estudada e também os dissolve prontamente.

A baixa eficiéncia da mistura alcano-dlcool-dgua para a extragao
de lipidios polares (fosfolipidios) pode ser explicada por duas razdes:
a primeira € que a parte polar dessa mistura (isopropanol) € menos
polar que o metanol, o qual constitui a por¢do polar das metodologias
propostas por Folch ez al.* e Bligh e Dyer.* No entanto, o método de
Hara e Radin,” que utilizou a mistura n-hexano-isopropanol, apre-
sentou vantagens como menor toxidez e melhor separagao das fases
(mais rdpida) quando da adicéo do sulfato de sddio anidro, na etapa de
lavagem, removendo eficientemente os ndo-lipidios da fase organica.
A segunda razdo € que hd também o fato de que a solubilidade dos
lipidios polares € menor em solventes hidrocarbonetos, tais como
n-hexano, que em cloroférmio.

No presente experimento, cada método apresentou vantagens
e desvantagens. Com relacdo ao recolhimento da fase orgénica, o
método de Hara e Radin® foi mais conveniente que os métodos de
Bligh e Dyer? e Folch et al.,* pois a fase organica foi separada na
parte superior do sistema formado, em contraste com os sistemas
que utilizam o cloroférmio. Esta vantagem estd atrelada ao fato de
ndo haver contaminagdo dos néo-lipidios que estdo na fase aquosa
do sistema. A respeito da evaporagdo dos solventes, menos de 5 min
foram necessdrios para a evaporagio do cloroférmio, ao passo que
mais de 10 min foram necessdrios para evaporar o n-hexano, quando
se desejou obter os lipidios totais concentrados.

Qualidade da fracio lipidica

Previamente a extracdo, as amostras de aveia em flocos e peito
de frango ndo sofreram nenhum tipo de tratamento de secagem, pois
isso levaria a lesdo dos tecidos e também desencadearia o processo
de oxidag¢@o do 6leo. Sendo assim, os alimentos foram analisados na
matéria imida evitando-se maiores danos durante a extragdo.

A andlise da acidez dos lipides extraidos da aveia em flocos
(Tabela 3) pelo método de Soxhlet apresentou diferenga significativa
(2,2 22,2% AGL) em relagao aos outros métodos (0,9 a 0,9% AGL),
evidenciando, dessa forma, que, embora essa metodologia de extragdo
apresente bons rendimentos, ela ndo deve ser aplicada quando se
deseja utilizar o 6leo obtido em andlises posteriores.

Conforme a Tabela 3, a acidez aferida na fragdo lipidica do peito
de frango ndo registrou valores muito elevados, ou seja, os métodos
nao afetaram severamente o material extraido. Entretanto, ocorreram
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Tabela 3. Acidos graxos livres (AGL) das fra¢des lipidicas da aveia
em flocos e do peito de frango extraidas por diferentes métodos

Metodologia Aveia em flocos AGL (%)* Peito de frango AGL (%)*

Soxhlet/ 4 h 2,3* £ 0,009%* 2,6* = 0,007+*
Soxhlet/ 8 h 2,22+ 0,026 2,6+ 0,011
Folch et al. 0,9+ 0,012 1,0+ 0,008
Bligh e Dyer 0,9+ 0,010 1,1" £ 0,023
Hara e Radin 0,9* + 0,008 1,0+ 0,010

* Os valores com as mesmas letras sobrescritas nao diferem entre
si, em nivel de 5% de significincia, pelo teste de Tukey. ** Desvio
padrdo da média

diferencas nos valores entre as fragdes lipidicas produzidas pelo
método de Soxhlet (1879) (2,6% AGL) e as demais metodologias
(1,0% AGL). Essa diferenca pode ser explicada pelo favorecimento
da hidrélise dos triacilglicer6is durante o aquecimento das miscelas
por tempo prolongado (4 e 8 h).

A determinacdo do estado oxidativo como reflexo da qualidade
dos lipidios na matriz original em fragdes recuperadas apds extracao
de Soxhlet ou outro método semelhante deve ser evitada,>>** pois
configura uma fonte de erro. Per6xidos podem ser formados durante
o procedimento, ja que hd aquecimento constante da miscela e a
exposicdo ao oxigénio durante a extragdo.

No experimento realizado, somente as fracdes lipidicas obtidas
através da extracio de Soxhlet apresentaram valores de peréxido, de
3,7 meq O,/kg para aveia em flocos e de 4,3 meq O,/kg para peito
de frango (Tabela 4). As fragdes lipidicas das demais metodologias
registraram valores iguais a zero, mostrando que o armazenamento
das amostras sob congelamento nio afetou a estabilidade oxidativa do
dleo e que os métodos de extracdo a frio ndo sdo danosos a qualidade
da matéria graxa extraida.

Com base nos dados obtidos nos indices de per6xidos da Tabela
4, conclui-se que apesar do 6leo da aveia em flocos ser rico em acidos
graxos insaturados, os valores de peréxido (3,7 meq O,/1000 g), uti-
lizando o método de Soxhlet, foram inferiores aos valores obtidos na
frag@o lipidica do peito de frango (4,3 meq O,/1000 g). Uma provével
explicagdo € a presenca de antioxidantes naturais (dcidos fertlico e
caféico, tocdis e esterdis, p-hidroxibenzdico, p-hidroxifenilacético e
p-cumdrico) no dleo da aveia,* que, de certa forma, minimizariam
a degradacio da frag@o lipidica, ja que estes compostos reagem com
os radicais livres, evitando a formacéo de peréxidos.

Em trabalho realizado concomitantemente no Laboratdrio de
Oleos e Gorduras do Departamento de Agroindstria, Nutri¢do e
Alimentos da ESALQ, Silva et al. verificaram a influéncia de

Tabela 4. Indice de peréxido (IP) das fracdes lipidicas da aveia em
flocos e do peito de frango extraidas por diferentes métodos

Metodologia Aveia em flocos [P Peito de frango IP
(meq O /kg)* (meq O, /kg)*

Soxhlet /4 h 3,7* £ 0,014%* 4,32 + 0,009%*

Soxhlet/ 8 h 3,72+ 0,014 4,32 +0,019

Folch et al. 0,00° 0,00°

Bligh e Dyer 0,00° 0,00>

Hara e Radin 0,00° 0,00°

* Os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre
si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey. ** Desvio
padrdo da média
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diferentes doses de irradiagdo na estabilidade oxidativa da aveia em
flocos. Foram avaliadas aveias em flocos irradiadas com 3,0; 4,5 e
6,0 kGy, durante um periodo de 6 meses. Os resultados da absorti-
vidade nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm do ultravioleta
que refletem a ocorréncia da oxidacao, através da quantificagao dos
dienos e trienos conjugados das fracdes lipidicas dos flocos de aveia
irradiados ou ndo, nfio apresentaram um aumento significativo entre
as doses, isto €, ndo ocorreu aumento na absortividade com o aumento
dairradiagdo. Os valores de absortividade em 232 nm variaram entre
0,0933 a2 0,1050 e entre 0,0445 a 0,0509 em 270 nm.

Esses resultados serviram de parametro para o presente tra-
balho, sendo que dessa forma ndo foi necessaria a repeti¢do das
determinacdes. Os valores encontrados por Silva ef al.® ratificaram
a inexisténcia de perdxidos nas extragdes realizadas a temperatura
ambiente.

No que diz respeito ao peito de frango, a formacdo de peréxidos
foi, indubitavelmente, causada pelo aquecimento no processo de
extracdo e recuperagdo do solvente, bem como pela presenca de
oxigénio no armazenamento e na extragdo, pois as fracdes lipidicas
produzidas pelos outros métodos ndo apresentaram perdxidos.

Some-se a isso a presenga de fosfolipidios contendo dcidos
graxos altamente insaturados em produtos cdrneos, os quais estdo
susceptiveis a oxidagao, pois estdo localizados no interior e nas pa-
redes celulares do tecido gorduroso. Por essa razdo os fosfolipidios
sdo os primeiros compostos expostos a oxidagdo quando as células
sao lesadas.*

Em outro trabalho realizado também concomitantemente no
Laboratério de Oleos e Gorduras do Departamento de Agroindiistria,
Nutricdo e Alimentos da ESALQ, Pino et al.’’ avaliaram a estabilidade
oxidativa das amostras de peito de frango congelado utilizando o teste
do TBA, segundo Tarladgis et al..?®

O teste do TBA (4cido 2-tiobarbitirico) € um método utilizado
freqiientemente para detec¢do da oxidagdo lipidica, pois revela o
nivel de aldeidos presentes no 6leo. Estes sdo produtos de quebra
dos peréxidos (ou hidroperdxidos) e o dcido 2-tiobarbitirico reage
especificamente com o malonaldeido, resultando em uma solucio
colorida que pode ser determinada espectrofotometricamente.*

Os valores de TBA do peito de frango, encontrados pelas autoras,
variaram entre 0,2972 a 0,8875 mg/kg. A andlise de determinacio
do valor de 4cido 2-tiobarbittirico (TBA) demonstrou que ndo houve
alteracdo significativa de sabor e odor na amostra, confirmando a
auséncia de peréxidos nas miscelas de Folch et al.,* Bligh e Dyer®
e Hara e Radin.”®

Os valores apresentados na Tabela 3 indicam que o processo
de oxidagdo ocorreu com acimulo de peréxidos (4,3 meq O,/kg)
na metodologia de Soxhlet e através da andlise de TBA pode-se
afirmar que eles nao foram quebrados a compostos secunddrios da
oxidagdo (aldeidos), ja que o valor mdximo obtido por Pino et al.*’
ndo ultrapassou 0,8875 mg/kg.

CONCLUSOES

A metodologia escolhida para a extracao da fragdo lipidica pode
afetar a quantidade extraida e a sua qualidade oxidativa. Neste estudo,
os solventes utilizados nas extragdes e a temperatura influenciaram
significativamente a eficiéncia da extracdo, de acordo com as espe-
cificidades e intera¢des nas matrizes analisadas.

O solvente para extracdo de 6leo de um tecido animal ou vegetal
deve ser escolhido conforme as caracteristicas intrinsecas (quimicas
e fisicas) da matriz.

O método de Soxhlet, por ser de execucdo mais simplificada,
pode ser recomendado tanto para amostras de origem animal como
vegetal, quando nio houver emprego posterior do extrato.
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Extratos obtidos com hexano/isopropanol apresentam um menor

rendimento em lipidios totais e uma capacidade insuficiente de extrair
os componentes lipidicos polares das amostras analisadas.

Com base nos resultados deste trabalho, quando as fracdes lipidi-

cas forem extraidas para uso posterior, recomenda-se a metodologia de
Bligh e Dyer, tanto para amostras de origem vegetal como animal.
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