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ABSTRACT
Luis,0.7J.,1987. Lipid content and composition of some species used as
natural feed in reproduction studies of marine fishes and crustaceans.

The lipid content and composition of Nereis di versicolor, Diopatra
neapolitana and Marphysa sanguinea (Annelida,Polichaeta), Mytilus gallo--
provincialis, Cerastoderma edule and Spisula solida (Mollusca,Bivalvia),
were examined by lipid extraction, thin-layer chromatography and
capillary gas-liquid chromatography. The results showed that the main
fatty acids of Polichaetes were C16:0, C18:109, C18: 206 and C20:5w3. The
major fatty acids of Bivalves were C16:0, C20:5e3 and C22:6aw3. A
discussion about the probable importance of these two animal groups as
nutritive stimulators on growth, maturation and spawning of marine
fishes and crustaceans with interest in aquaculture is presented in this

study.

RESUMO

O contedde e a composig8o lipidicas de Nereis diversicolor, Diopatra
neapelitana e Marphysa sanguinea (Annelida, Polichaeta), Mytilus gallo-
provincialis, Cerastoderma edule e Spisula solida (Mollusca, Bivalvia),
foram analisados por extiracg8o de lipidos totais, cromatografia em cama-
da fina e cromatografia capilar gés-liquido. Os resultados apresentados
neste trabalho mostram que nos Poliquetas os principais 4cidos gordos
s8o €16:0, C18:109, C18:206 e C20:503. Nos Bivalves estudados os &cidos
gordos mais importantes s#o C16:0, C20:503 e C22:6a3. Apresenta-se neste
trabalho uma discuss8o sobre a importéncia destes dois grupos animais
como provaveis estimuladores nutritivos sobre o crescimento e sobre a
maturag8io e postura de peixes e crustdceos marinhos com interesse em

aquacultura.



INTRODUGAO

A Ultima década tem testemunhado avangos significativos no cultivo de
peixes e <crustdceos marinhos. Paralelamente tem-se desenvolvido um
crescente interresse pela bioquimica dos animais cultivados, particular-
mente o efeito das dietas na sua composic8o e a identificaglio das suas
necessidades nutritivas essenciais (New, 1876).

Dado o importante papel que os lipidos parecem desempenhar, particu-
larmente no crescimento e na reprodugdo de muitas espécies de
vertebrados e de invertebradcos marinhos, (Giese, 1966; Martin, 1878; Mi-
ddleditch et al, 1979), pretende o presente trabalho contribuir para uma
melhor definic8c do conteudo e, mais precisamente da composigfio, em
lipidos de algumas das espécies de invertebrados marinhos correntemente
utilizadas, em Portugal, como alimentos naturais em estudos sobre

reprodug8o ceontrolada de peixes e crustéceos marinhos.

MATERIAL E METODOS

1. Animais

A escolha das espécies estudadas obedeceu aos critérios de utilizagdo
experimental, acessibilidade e precgo.

Todas as espécies foram adquiridas no mercado nacional, simulando
pols a situag8o real do modo como as dietas naturais sfio obtides para os
estudos experimentais sobre reprodug8o controlada quer de peixes quer de
crustdceos marinhos.

As trés espécies de moluscos bivalves, Mytilus gelloprovincialis (me-
xilh80), Cerastoderma edule (berbiglo) e Spisula solida (crica), foram
pericdicamente adquiridas no mercado sendo a sua origem conhecida, a
primeira da Ria de Aveiro e as duas altimas da Ria de Faro-Olh&o.

As trés espécles de anelideos poliquetas, Nereis diversicolor (minho-
ca), Diopatra neapolitana (casulo) e Marphysa sanguinea (minhoc8o), fo-
ram também adquiridas periodicamente no mercado, sendo as duas primeiras

provenientes do Estudrio do Tejo e a dltima da Ria de Faro-Olh#o.
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2. Técnicas preparativas

Todas as amostras foram mantidas em congelador a -25°C, {(Morris e
Culkin, 1976), sendo os bivalves previamenie descorticados.

Antes das extracg8es lipidicas fol determinado, por liofilizagBo
durante 12 horas, o peso seco de cada uma das amostras.

As amostras de cada uma das espécies foram pesadas congeladas e os
lipidos totais imediatamente exiraidos, num homogenizador tipo Potter
com banho de gelo, em metanol-cloroférmio-dgua (2:1:0.8), seguida de
lavagem do scolvente com &gua destilada (2:2:1.8) (Bligh & Dyer, 1959).
Para evitar a variabilidade individual, a amostra total de cada espécie
fol congelada de modo a constituir um rolo, sendo cortados e pesados
cinco pedagos independentes. Destes, dois destinaram-se & determinagé8o
da percentagem de lipidos totais apds secagem a peso constanie em
excicador do bal#io previamente tarado, um a determinag8o das classes de
lipidos em TLC e o0s dols 0Oltimos & determinagldo, em percentagem, da

composic8o em 4cidos gordos.

3. Procedimento analitico

a) Composig8o em classes de lipidos

Os extractos lipidicos foram examinados quanto & composiclio em clas—
ses de lipidos por cromatografia em camada fina (TLC) sobre placas de
20x20 cm, de silica gel 60 (Merck) com 0.25 mm de espessura & sem indi-
cador, usando como solvente de migra¢8oc uma mistura de éter de petréleo:
éter dietilico : &cido acético (85:15:1 v/v/v). As classes de lipidos
foram quantificadas ap6és revelagB8o com &cido fosfomolibdico a 10% em
etancl a 120°C, por densitometria de varrimento <(Hoefer GS5-300, 6.5
cm/mind. As Areas dos picos foram medidas por um integrador electrénico,
VARIAN 4290 e o instrumento calibrado com uma mistura de padrées
constituida por concentra¢fes conhecidas de colesterol, é4cido oleico,
trioleina, éster metilico de &cido oleico e oleato de colesterol (Sigma
178-1).

b) Composig8c em Acidos gordos

As composig¢8es em &cidos gordos foram determinadas por cromatografia

capilar gés-liquido. Os extiractos lipidicos foram saponificados 40 min a



100°C com hidréxido de potéssio 0.5 M em metanol, os écidos gordos re-
sultantes recuperados e metilados com uma solug8o a 14% de BF./CH,OH
(Metcalfe e Schmitz, 1961) e, os ésteres metilicos de acidos gordos fi-
nalmente recuperados em 2 ml de isooctano. Estes foram posteriormente
injectados num.cromatégrafo gas-liquido, VARIAN 3300, com uma raz8o de
split de 12:1 e separados numa coluna capilar SP1000 WCOT em silica fun-
dida com 30 m e 0.32 mm @, utilizando He como gds de arraste & raz8o de
1 ml/min. O forno da coluna foi mantido a 180°C durante 7 min. e depois
programado a 4°C/min para 200°C. Quer o injector quer o detector FID
foram mantidos a 250°C.

As 4reas dos picos foram medidas por um integrador electrénico VARIAN
4290 e expressas em % do total da resposta n8ilo corrigida do detector. As
identificagBes dos picos s8o provisionais e foram baseadas em dados de
reteng8o, em co-injec¢Bes com padrfes e em dados bibliograficos de cro-
matogramas de 6leo de figado de bacalhau (Ackman, Sipos e Jangaard,
1967,

RESULTADOS
Contetido em lipidos totais e composic@o em classes de lipidos

1. Bivalves
Trés amostras independentes de cada uma das espécies estudadas foram
analizadas e os seus conteddos em lipidos totais e composiglo em classes

de lipidos apresentados na Tabela I.

TABELA 1

Conteddn em lipidos tolais e composif3o em classes de lipidos

Bivalves: Wytilus galleprovincialis, Cerastoderma edule e Spisula solida
Conteudo em lipidos totais expresso em % em peso seco descorticado,
{omposipd3n por classas de lipidos expressa em % dos lipidos tofais,

o o Bt e o o S A e o o Y

Hytilus gallaprovinciali; Cerastoderma edule Spisula solida

Junho Dezembra Julho Dezaembro Junho Dezembra
Lipidos tolais 8,70 7.40 6,50 6,60 11,60 6,90
$Classes lipides
Fosfolipidos 37,50 72,590 72,80 80,90 33,70 37.%
Esterol livre 14,50 12,30 16,90 16,00 8,50 9,80
A, Bordos livres 1,30 3.0 10,40 40 1,10 1,70
Triacilgliceral 46,70 11,00 00 2,40 56,70 46,50
Alkildiacilglicernl 00 00 ,00 00 ,00 ,00

Fater de Esteral 00 .80 ,00 40 .20 4,19




Os resultados obtidos para os lipidos totais determinados nos dois
meses estudados constituem valores normais para invertebrados marinhos
benténicos, 6.50% a 11.60% em peso seco descorticado. Embora o presente
estudo n&c abranja um ciclo anual, o0s resultados apontam para que em
Mytilus galloprovincialis e Cerastoderma edule as variagBes sazonais do
conteddo lipidico sejam negligencidveis, sugerindo que os seus lipidos
nfo sejam importantes como reservas energéticas (Morris e Culkin, 1876),
embora M. galloprovinciaslis apresente uma nitida deplecg8o do triacil-
glicerol durante o inverno, quando esta espécie se encontra em repouso
sexual <(Costa e Machado, 1987). G5Spisula sclida apresenta variagles
sazonals significativas, com um aumento durante a fase de crescimento
estival comum a outros bivalves marinhos (Beninger e Lucas, 1884), sem
contudo se verificar uma deplecgdo do ftriacilglicerol durante os meses
de inverno. De notar a quase auséncia de {triacilglicerol em Cerastcderma
edule, sendo no Verdo a maloria dos seus lipidos constituidos por
fosfolipidos (72.8%), esterol livre (16.9%) e 4cidos gordos livres
(10.4%) que est8o asusentes no Inverno, sugerindo um possivel papél des—

tes como reservas de energia (Pocock et al, 1971),

2. Poliquetas

Trés amostras independentes de cada uma das espécies estudadas foram
analizadas e os seus conteldos em lipidos totais e composig8c em classes

de lipidos apresentados na Tabela II.

TABELA 11

(onteddo em lipidos totais e composig@n em classes de lipidos,

Poliquetas - Mereis diversicolor, Diopaira neapolitana e Marphyss sanguinea,
(ontelido em lipidos totais expresso em ¥ em peso seco descoriicade,
Composigdn por classes de lipidos expressa em ¥ dos lipidos totais,

Nereis divarsicelor  Diopatra neapolitana Marphysa sanguine;

Julho Janeiro Junho Favereiro Dazenbro
Lipidos totais 11,10 15,10 8,90 14,00 11,70
¥Classes lipidos
Fosfolipidos 30,50 2553 32,56 37,49 21,1
Esteral livee 14,69 11,38 19,54 23,68 18,30
fc Gordos livres 23,82 6.4 14,56 21,581 13,60
Triacilgliceral 22,68 38,62 13,76 7.98 18,90
Alkildiacilglicerel 2,28 6,00 5,66 A5 12,50

Ester de Estaral 6,27 12,19 13,52 9,08 12,50




0Os resultados obtidos para os lipidos totais determinados nos dois
meses estudados apresentam em geral valores superiores aos obtidos para
os bivalves, variando entre 8.9% e 15.1% em peso seco. Contrariamente
aos bivalves estudados, os poliquetas parecem aumentar o‘ seu conteudo
lipidico durante os meses de Inverno sugerindo que estas espécies acu-
mulam reservas de lipidos durante os periodos de imaturidade sexual, que
s80 consumidas durante a maturag8o e/ou o jejum associado (Giese, 1966,

Os lipidos mais abundantes s#o os fosfolipidos e o3 estercis livres
que aparentemente n#o sofrem variagOes sazonals apreciédveis, os trigli-
céridos que desempenham um papel de lipidos de reserva tendo Nereis
diversicolor e Diopatra neapclitana perfis de deplecg8o inversos, os
dcidos gordos livres que apresentam também variagles sazonais bem
evidentes e, tal como em outros poliquetas alkildiacilglicerol e alke-

nildiacilglicerol (Pocock et al, 1971),
Composic8o em acidos gordos

1. Bivalves

As andlises de fracgBes purificadas das trés espécies estudadas em
coluna capilar revelaram uma composig8o (Tabela III), que em termos ge-
rais se assemelha a outros dados, embora raros, reportados para outras
espécies de moluscos (Hayashi, 1986). Os é&cidos gordos preponderantes
para qualquer das espécies foram C16:0, C20:503 e C22:6w3; existiam me-
nores quantidades de C14:0, C16:1e7, C16:303, C18:0 e C18:108, e muitos

outros &cidos gordos foram detectados ao nivel de tragos (1i%).

2. Poliquetas

Os resultados analiticos obtidos (Tabela IV), mostraram diferencas
significativas quanto a composig8c em acidos gordos entre as trés
espécies estudadas, bem como pequenas diferencas sazonais dentro de cada
uma delas. Independentemente da espécie considerada, os &cidos gordos
preponderantes foram C16:0, C18:1w8, C18:2w6 (Nerels diversicolor) e
C20:50w3; menores quantidades de C(C18:0, C20:1wll (Marphysa sanguinea),
C20:109 e C20:406, C22:2, C22:406 (Marphysa sanguinea), foram tambén

detectados para além de muitos outros ao nivel de tragos (K(1%).



TABELA III

Composicao centesimal em dcidos gordos de :

Bivalves: Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma edule e Spisula solida
Todos os valores siao a média, de duas andlises separadas, expressa em %

do total da resposta nao corrigida do integrador.Apenas figuram os valo-
res superiores ou iguais a 1 % .

M. galloprovincialis C. edule S. solida
Junho Dezembro Julho Dezembro Junho Dezembro
Cl4:0 6.07 2.24 3.833 4.81 6.25 3.85
Ci5:2 1.00 .43 1.22 1.39 .33 .99
C16:0 13.29 16.53 14.12 15.67 13.40 16.71
Cl16:1w7 8.05 6.27 2.21 3.25 10.80 5.45
C16:3w3 4.06 4.85 5.95 4.88 2.88 1.72
C18:0 3.29 2.97 8.183 6.11 4.18 5.59
C18:1wO .91 1.76 1.61 1.21 1.38 3.39
w7 2.48 2.60 2.58 1.97 3.79 5.18
C18:2w6 .68 1.34 1.08 .85 .36 1.13
C18:3w3 .53 .96 .34 .64 .33 .96
C18:4w3 ’ 1.33 1.20 .52 1.48 1.72 2.47
C20:1wl1l 1.41 1.53 1.28 .73 .37 .74
wo 1.24 .88 .81 .64 .85 1.82
w7 .97 2.21 1.85 .64 1.21 1.46
C20:4wb 2.53 3.69 3.84 2.99 1.57 1.68
C20:5w3 23.24 13.88 9.30 11.70 22.17 14.02
C21:5w2 . .55 1.03 2.93 3.37 .19 .00
c22:2 2.55 4.70 4.93 3.28 1.58 1.90
C22:6w3 11.64 11.35 16.43 12.183 10.06 12.24
Razdo w3:wb 8.4:1 5.2:1 4.2:1 5.0:1 7.6:1 4.7:1
TABELA 1V

Composi¢do centesimal em Acidos gordos de:
Poliquetas: Nereils diversicolor, Diopatra neapolitana e Marphysa sanguinea

N. diversicolor D. neapolitana M. sanguinea

Julho Janeiro Junho Fevereiro Dezembro

Cl4:0 . .93 1.28 2.69 3.07 2.20
C16:0 17.72 14.32 9.41 18.83 11.06
C16:1w7 1.06 1.40 1.79 6.04 1.80
C16:3w3 2.77 1.87 2.89 7.45 1.78
C18:0 5.60 4.35 5.855 8.12 3.50
Cl18:1wll 3.37 2.72 .11 1.25 .64
wo 9.76 12.97 1.08 3.27 3.96

w7 2.71 2.64 3.47 4.09 4.11
Cl8:2wb 13.58 19.41 <77 2.19 1.50
C18:3w3 1.47 2.05 4.20 .79 1.20
C20:1wll 2.19 1.81 2.33 1.61 5.34
w9 1.60 1.15 1.13 1.43 2.77
C20:2wb 6.58 4.50 5.30 .33 2.88
C20:4wb 4.32 2.00 1.44 1.44 7.18
C20:5w3 8.97 9.62 9.49 8.35 8.35
Cc22:2 1.28 1.15 5.80 7.45 7.31
C22:4wb 1.32 .41 2.22 .00 9.32
C22:6wW3 1.04 .88 .59 3.17 .71
C23:2 .00 .00 4.32 .43 4.29

Raz&o w3:wb 1:1.8 1:1.8 1.9:1 5.4:1 1:1.7




E de notar em Nereis diversicolor a elevada percentagem de éacido

linoleico (C18:2m6) - 13.58% em Julho e 19.41% em Janeiro.
CONCLUSOES

Em face dos resultados analiticos obtidos pode-se sugerir que os bi-
valves estudades constituem boas fontes de dcidos gordos polinsaturados
de cadeia longa (C20:4w6, C20:5w3 e C22:6w3), especialmente importantes
na nutric8io de crustéceos marinhos em maturag8o (Middleditch et al,
1879). Possuem valores da raz8o o3:wb elevados que beneficiam o cresci-
mento de penaeideos e carideos (New, 1876). S8o contudo pobres em Aacido
linoleico, C18:2w6 e especialmente em Acido linolénico, C18:3e3 que &
considerado essencial na dieta de penaeideos (Kanazawa et al, 1979),
Parecem ainda apresentar um méximo de acumulag8o de lipidos nas épocas
coincidentes com a maturag8o e postura de camarBes penaeideos.

0Os poliquetias estudados, pelo conirério, s8o menos ricos em éacidos
gordos peolinsaturados de cadeia longa, estando C22:6e3 praticamente re-
presentado ao nivel de trago, mas por outro lado apresentam boas concen-
tragdes em C18: 206 e C18:303, baixos valores para a raz8io o3:v6 e eleva-
das concentragfes em lipidos nos meses mais frios, o que os tornam die-
tas particularmente favordveis para peixes marinhos em maturagéo.

Dada a estreita assoclag8o tréfica entre os Soleidae do Estudrio do
Tejo e Nereis diversicolor (Costa, 1982), pode-se sugerir que estas es-
pécies apresentem necessidades nutritivas ao nivel de contetdo e compo-

si¢8o lipidicas semelhantes & composig8o lipidica de N. diversicolor.

AGRADECIMENTOS
Este trabalho fol realizado nc &mbito do Contrato de Investigag8o com o

Instituto Nacional de Investigag8o Cientifica, INIC 83/CA/9.
REFERENCIAS
Ackman, R.G., J.C. Sipos and P.M. Jangasard (1967) A quantitation problem

in the open tubular gas chromatography of fatty acid esters from cod
liver lipids. Lipids 2(3), 251- 257,



Beninger, P.G. and A. Lucas (1984) Seasonal variations in condition, re-
productive activity, and gross biochemical composition of two species
of adult clam reared in a common habitat: Tapes decussatus and Tapes
philippinarum, J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 79, 15-37,

Bligh, E.G. and W.J. Dyer (1959 A rapid method of total lipid extracti-
on and purification. Can. J. Biecchem. Fhysiol. 37, 911-917.

Costa, M.J.R, (1982) Contribution a 1'étude de 1'écologie des poissons
de 1l'estuaire du Tage (Portugal). Thése de doctorat és-sciences, Uni-
versité Paris VII,

Costa, A.M. e M.M. Machado (1987) Aspectos do cicleo reprodutivo em Myti-
lus galloprovincialis Lmk. Semindric scbre Aquacultura. Porto 9-11 de
Abril 1987.

Giese, A.C.(1966) Lipids in the economy of marine invertebrates, Fhysiol.
Rev. 46, 244-298.

Hayashi, K. (1986) GSeasonal changes in eicosapentaenocic acid content of
hepatiopancreas of scallop Patinopecten yessocensis. Bull. Japan. Soc.
Scient. Fish. 52(9), 1558-15663.

Kanazawa, A., S. Teshima, 5. Tokiwa and H.J. Ceccaldi (1979) Effects of
dietary linoleic and linolenic acids on growth of prawn. Oceanclogica
Acta 2(1), 41-47.

Martin, B.J. (1878) Teneur en lipides et composition en acides gras des
oeufs de Palaemon serratus (Crustacea Decapoda) au cours de 1'embryo-
genase. C, R. Soc. Biol., 172(6), 1168-1172.

Metcalfe, L.D, and A.A. Schmitz (1961) The rapid preparation of fatty
acid esters for gas chromatographic analysis. Anmal. Chem. 33(3), 363,

Middleditch, B.S., S.R. Missler, D.G. Ward, J.B. Mcvey, A. Brown and A,
L. Lawrence (1879) Maturation of penaeid shrimp: dietary fatty acids,
Proc. World Maricul. Soc. 10, 472-476,

Morris, R.J. and F. Culkin (1876) Marine lipids: snalytical fechniques
fattiy acid ester analyses. Oceanogr. Mar. Biol. Ann. Rev. 14, 391-433

New, M.B. (1976) A review of dietary studies with shrimp and prawns.
Aquaculture 8, 101-144.

Pocock, D.M.~E., J.R. Marsden and J.G. Hamilton (1871) Lipids in an in-
tertidal polichaete and their relation to maturation of the worm
Comp. Biochem, Physiol. 38A, 683-697.



