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_Resumo

O lagostim Procambarus clarkii possui varias caracteristicas que fazem
dele uma espécie com grande carécter invasivo, devido a caracteristicas
de reproducéo (taxa de crescimento elevada, alta fecundidade, maturi-
dade precoce, varias geragdes num ano), bem como caracteristicas de
plasticidade ecoldgica (tolerancia a diversas condi¢cdes ambientais e
a diversos recursos alimentares). Neste estudo foi determinado o teor
de astaxantina e de a-tocoferol no lagostim Procambarus clarkii e nos
seus componentes (cefalotérax, exoesqueleto e porgao edivel) por Cro-
matografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a detetor de diodos. A
influéncia do processo de cozedura também foi avaliada. O exoesquele-
to do lagostim obteve a concentragao de astaxantina mais elevada (22,7
+ 0,9 pg/g), seguido do cefalotérax e da parte edivel quer nas amostras
processadas termicamente (cozidas) quer nas nao processadas (cruas).
As amostras cozidas evidenciaram uma coloracdo mais intensa pois o
aumento da temperatura provoca a desnaturagdo das carotenoproteinas
levando a libertacdo da astaxantina. No caso do a-tocoferol, o cefalot6-
rax do lagostim ndo processado termicamente foi o componente com
maior concentragao (58,6 + 1,7 pg/g). O lagostim invasor Procambarus
clarkii pode ser considerado uma boa fonte natural de astaxantina,
sendo um poderoso antioxidante, com inimeras aplicagdes na tecnolo-
gia alimentar e na nutricdo humana e animal.

_Abstract

The crayfish Procambarus clarkii has several characteristics that make it
a highly invasive species due to reproduction characteristics (high growth
rate, high fecundity, early maturity, several generations in a year), as well as
characteristics of ecological plasticity (tolerance to different environmental
conditions and several food resources). In this study, the content of astax-
anthin and a-tocopherol in the crawfish Procambarus clarkii and its com-
ponents (cephalothorax, exoskeleton and edible portion) was determined
by Ultra Efficiency Liquid Chromatography coupled to a diode array detec-
tor. The influence of the cooking process was also evaluated. The crayfish
exoskeleton presented the highest astaxanthin concentration (22.7 + 0.9
1g/g), followed by the cephalothorax and the edible portion, both in the
thermally processed samples (boiled) and in the raw (unprocessed) sam-
ples. The boiled samples showed a more intense coloration because the
increase in temperature causes denaturation of the carotenoproteins lead-
ing to the release of astaxanthin. In the case of a-tocopherol, the cephalot-

horax of the unprocessed crawfish was the component with the highest
concentration (568.6 + 1.7 ug/g). The invasive crawfish Procambarus clarkii
can be considered a good natural source of astaxanthin, being a powerful
antioxidant with various applications in food technology and in human and
animal nutrition.

_Introdugéo

O lagostim Procambarus clarkii € um crustaceo invasor, que
atualmente representa uma praga ambiental no territorio nacio-
nal (1), Esta espécie também estd incluida na lista das espécies
que mais ameagam a biodiversidade aquatica na Europa ().

A obtencao de astaxantina através de subprodutos de crustaceos
tem sido amplamente estudada pelo facto deste composto bioati-
VO ser um dos antioxidantes naturais mais poderosos e economi-
camente valiosos devido &s suas fungdes bioldgicas (2-5). No caso
especifico do lagostim invasor P. clarkii, o teor de astaxantina tam-
bém tem sido investigado (6-9).

Em Portugal, esta espécie tem sido estudada na area da eco-
logia, devido ao seu impacto na biodiversidade e aos danos
causados na orizicultura (). Contudo, o presente estudo teve
uma perspetiva diferente, nomeadamente, na caracterizacdo
e valorizagéo desta espécie exdtica através do estudo de com-
postos bioativos de elevado valor comercial e com inimeras
aplicacdes biomédicas, na tecnologia alimentar e na alimenta-
¢do animal.

26



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsituto_Nacional de Satide

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se determinar o teor de astaxantina
e de a-tocoferol no lagostim Procambarus clarkii e nos seus
subprodutos por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(do inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography,
UHPLC) acoplada a detetor de diodos (do inglés, Diode Array
Detector, DAD). Serdo comparados os teores de astaxantina
e de a-tocoferol nos diferentes componentes do lagostim
(cefalotérax, porcao edivel e exoesqueleto), assim como, a
influéncia do processo de cozedura no teor dos mesmos.

_Material e métodos

As amostras de lagostim selvagem Procambarus clarkii
usadas para a determinacéo da astaxantina e do a-tocoferol
foram capturadas nos campos de arroz de Montemor-o-Velho
(Coimbra), em janeiro de 2013. Para a analise foram utilizados
individuos em diferentes estadios de crescimento (juvenis
e adultos). Os lagostins, crus e cozidos, foram divididos em
porcao edivel, exoesqueleto e cefalotdrax. Os lagostins intei-
ros, também foram analisados de forma a estabelecer uma
comparagao.

Para as anélises de quantificacéo foi usado o padrdo de asta-
xantina fornecido por Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha) e
0 padrao do a-tocoferol foi fornecido pela Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA).

Os solventes orgéanicos utilizados foram de grau analitico
HPLC. O acetonitrilo, metanol, diclorometano e o acetato de
amonio, usados para a preparagao da fase moével para analise
em HPLC, foram adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha). A
4gua utilizada foi obtida com um sistema de purificagcdo Milli-Q
(Billerica, EUA).

A solucdo padrao de astaxantina (200 ug/mL) foi preparada
em diclorometano. Esta solugao foi armazenada a tempera-
tura de - 80 £ 0,5 °C, devidamente protegida da luz, durante
todo o processo de desenvolvimento da metodologia anali-
tica. A partir desta solucao foram realizadas diluicdes sub-
sequentes em metanol, num intervalo de 0,05-20 ug/ml. A
solugao padrao de a-tocoferol (250 ug/mL) foi preparada em
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metanol. A partir desta foram realizadas diluicoes em meta-
nol, num intervalo de 0,6-30 pg/mL. As solugdes foram devi-
damente protegidas da luz.

Para a preparacdo das amostras, 0,25 g de amostra foram
pesados num tubo de 15 mL, e foram adicionados 5 mL de
metanol. A amostra foi agitada no vortex durante 1 minuto.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a banho de
ultrassons durante 10 minutos, de forma a permitir a extracao
completa, seguidamente foram filtradas e analisadas por
UHPLC-DAD.

A analise da astaxantina e a-tocoferol foi realizada num
sistema de cromatografia liquida UHPLC-DAD com uma
pré-coluna (UPLC® BEH, 2,1 x 5 mm, 1,7 pm) e uma coluna
analitica (UPLC® BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 pym) da Waters
(Milford, MA, USA). A composicao da fase mével foi baseada
no estudo de Sanches-Silva et al. (10) e de Lépez-Cervantes
et al. (1), A fase mével consistiu num gradiente de fase
movel A: diclorometano/metanol (com 0,05 M de acetato
de aménio)/acetonitrilo (5:20:75, v/v/v) e fase movel B: agua
ultrapura (tabela 1). O fluxo da fase movel foi 0,5 ml/min, a
temperatura da pré-coluna e coluna foi de 20 °C e volume de
injecao foi de 10 pL.

Tabela 1: Gradiente de eluigdo para a fase mével (A):
[diclorometano / metanol (com 0,05 M de
acetato de aménio) / acetonitrilo 5:20:75 (v/v/v)]
e (B): 4gua ultrapura (15),

Tempo (min.) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 25 75
9 17 83
9,1 0 100
18 0 100
18,1 25 75
22 25 75
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Os parametros de validagao determinados neste estudo foram
baseados nas recomendacdes e critérios de organizacoes in-
ternacionais de elevada relevancia cientffica (12-14),

_Resultados e discussédo

O método usado para determinar a astaxantina e o a-tocoferol
provou ser simples, rapido, seletivo e permitiu uma boa resolu-
¢ao a baixos niveis de detecao (figuras 1 e 2). Apresentou um
limite de quantificacéo (LQ) de 0,05 ug/mL para a astaxantina e
de 0,6 ug/mL para o a-tocoferol (15), Foi obtida boa linearidade
para o0s dois analitos, nomeadamente, um coeficiente de deter-
minagao (r2) de 0,9991 para a astaxantina e de 0,9994 para o

Figura 1: 2 Cromatograma do exoesqueleto de lagostim cozido a
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a-tocoferol. O processo de extracao da astaxantina apresentou
bons resultados de recuperagdo nos niveis de concentracao
estudados, nomeadamente 97 + 6% no exoesqueleto cozido,
99 + 7% no cefalotorax cozido e 89 + 7,2% no lagostim inteiro
cozido. Relativamente a precisao intra-dia, obtiveram-se valo-
res (RSD%, do inglés relative standard deviation) < 4,0% para a
astaxantina, com excegao da amostra de cefalotérax de lagos-
tim cozido e < 6,9% no caso do a-tocoferol (1),

Nas amostras processadas termicamente (cozidas) e nas
nao processadas (cruas), 0 exoesqueleto obteve a concen-
tracdo de astaxantina mais elevada, seguido do cefalotérax
e da parte edivel (tabela 2). As amostras de exoesqueleto co-
zidas evidenciaram uma coloracdo mais intensa (30,5 + 1,2
de astaxantina/g), pois 0 aumento da temperatura provoca
a desnaturagao das carotenoproteinas levando a libertagao
da astaxantina (15). No caso do a-tocoferol, o cefalotérax foi
0 componente com maior concentracao (58,6 + 1,7 pg/g).
Sendo que, o processo de cozedura provocou uma diminui-
cao consideravel na concentracdo de a-tocoferol em todas
as amostras.

Tabela 2: [ Quantidade média de astaxantina (pg/g) e a-tocoferol
(Mg/g) nos diferentes componentes do lagostim
P. clarkii cru e cozido (n=3) (15),
Amostra Componente Astaxantina a-Tocoferol
(Hg/9) (Hg/g)
Exoesqueleto 22,7 +0,9 33,56+29
Cefalotérax 13,4 +£0,2 58,6 + 1,7
Cru
Parte edivel 4,0+0/1 ND
Inteiro 12,9+ 0,3 25,8 + 1,1
Exoesqueleto 30,5 +1,2 29,4 + 2,1
Cefalotorax 15,4 £ 1,3 16,8 + 0,3
Cozido
Parte edivel 4,0+ 0,1 17,6 £ 0,3
Inteiro 13,4 + 0,4 22,1+0,6

ND- Néo determinado.
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_Conclusao

Dos resultados obtidos conclui-se que o lagostim invasor Pro-
cambarus clarkii pode ser considerado uma boa fonte natural
de astaxantina, sendo um poderoso antioxidante, com inume-
ras aplicacdes na tecnologia alimentar e na nutricdo humana
e animal.
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