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Conjugated Linoleic Acids (CLA) - The Benefits they Have on Human Health and the
Main Analytical Methodologies Applied to its Determination in Milk

Abstract: The term conjugated linoleic acid (CLA) refers to a group of fatty acids with 18
carbon atoms and two conjugated double bonds that is naturally present in animal products
such as milk and meat. In the last years, this nutrient has received great attention from
researchers because of the biological activities assigned to it, especially the properties of
anticancer, antidiabetic and the capacity to reduce body fat. This review aims to evaluate the
real influences that CLA exerts on human health; to describe some methods used for its
determination in milk, addressing parameters necessary for analysis such as extraction of
lipids, transesterification reactions and identification by gas chromatography; and discuss
some results concerning the CLA content in milk samples.
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Resumo

O termo acido linoleico conjugado (ALC) se refere a um grupo de acidos graxos com 18 atomos
de carbono e duas ligagdes duplas conjugadas que estd naturalmente presente em produtos
de origem animal, como o leite e a carne. Nos Ultimos anos, os ALC receberam grande atencdo
dos pesquisadores devido as atividades bioldgicas que lhe sao atribuidas, especialmente as
propriedades anticarcinogénica, antidiabética e por reduzir a gordura corporal.

Esta revisdo teve como objetivo avaliar de maneira critica as reais influéncias que os ALC
exercem sobre a salde humana; descrever algumas metodologias utilizadas para sua
determinagdo em leites, abordando parametros indispensdveis a andlise como extragdo
lipidica, rea¢des de transesterificacdo e identificagdo por cromatografia em fase gds; e avaliar
alguns resultados obtidos a respeito do teor de ALC em amostras de leite.
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1. Introdugao

O leite é considerado um alimento muito
importante para a alimentagao de criangas e
adultos devido a presenca de diversos
nutrientes essenciais para a saude, como
proteinas, vitaminas, lipidios, e também
minerais, como o célcio.

Com relagdo a fragdo lipidica, o leite
industrializado pode ser classificado como

integral, quando contém aproximadamente
3,2 % de gordura; como desnatado com 0,3
%; e semidesnatado com valores entre 1,5 e
1,8 %, dependendo da marca e do produtor.2

A gordura do leite é essencialmente
composta por triglicerideos (triacilglicerdis -
TAG), ou seja, ésteres formados por 3 acidos
graxos e glicerol. Estes 4cidos graxos podem
conter de 4 a 22 atomos de carbono e as
cadeias formadas podem ser saturadas ou
conter até 6 insaturagles, sendo que, de
modo geral, a configuracdo cis predomina
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nestas ligacdes duplas.

Os acidos graxos que apresentam trés ou
mais ligacGes duplas sdo chamados de poli-
insaturados (PUFAs — Polyunsaturated Fatty
Acids) e, do ponto de vista nutracéutico, sdo
considerados “gorduras boas”, devendo estar
inclusos na dieta alimentar para manter os
niveis sauddveis de lipidios no sangue e a
adequada coagulagdo sanguinea; além disso,
também auxiliam a regular a pressdo arterial,
a controlar inflamagGes nos casos de
infeccOes ou lesbes, e o sistema de defesa
imunoldgico.*

No caso do leite bovino, ha
predominancia de  acidos  saturados,
representando em média cerca de 80% dos
acidos graxos.

Em relacdo aos acidos graxos insaturados,
destacam-se os acidos linoleicos conjugados
(ALC), por apresentarem varias caracteristicas
benéficas a saude. Estes dcidos graxos
correspondem a um grupo de d4cidos
octadecadienoicos (C18:2), que apresentam
ligacdes duplas conjugadas nas posicoes 9 e
11 ou 10 e 12 e geometria cis (c) e trans (t)
variavel (c,t; t,c; ¢,c; e t,t).3 Entre os possiveis
isomeros, o 9c¢, 11t ALC e o 10t, 12c ALC
(Figura 1) sdo os predominantes em leites,
correspondendo a cerca de 75% a 90% do
total de ALC presente neste alimento.”

Vo

A alta concentracdo do acido linoleico (AL)
e seus isdmeros conjugados (ALC) conferem
ao leite qualidades como atividades
antiaterosclerética,’ antibacteriana,®
antidiabética,” de reducdo da gordura
corporal e da incidéncia de doengas
coronarianas, protegio contra o cancer,®’
inibicao de radicais livres e
imunomodulagdo.’®*

A quantidade de ALC produzida pelas
glandulas mamarias dos animais produtores
de leite depende de diversos fatores, como
alimentacdo do gado (componentes do
pasto), altitude e raca do animal. A
alimentacdo é a mais importante para
mudancgas significativas na concentragdo de
ALC, devido a modificagdo da microbiota
ruminal (estomacal) e, por conseguinte,
alteracdes nos parametros fermentativos.
Assim, dependendo do rebanho estudado, é
possivel obter diferentes concentracbes de
ALC.* Vale ressaltar que além do leite, matriz
de interesse deste trabalho, os Odleos
vegetais, os frutos do mar, os diferentes tipos
de carne e os laticinios, também sdo boas
fontes de ALC."

Este trabalho teve como objetivo avaliar
os reais efeitos positivos proporcionados pelo
consumo de ALC e discutir as principais
metodologias aplicadas a sua determinacao.

18 16 14

Figura 1. Estrutura molecular do 9-cis, 11-trans ALC (A) e do 10-trans, 12-cis ALC (B)

2. Biossintese dos ALC

Os ALC presentes na carne e no leite de
animais ruminantes possuem duas origens
possiveis: (i) a partir da bio-hidrogenacao
parcial do acido linoleico (via enzima cis-trans
isomerase) no rumen do animal ou (i) a

partir da acdo da enzima A°-desaturase,
largamente presente em tecidos mamarios e
adiposos de animais ruminantes, sobre o
acido 11-trans octadecenoico (Figura 2).'*™®

A primeira etapa da bio-hidrogenagdo
consiste na isomerizagao do acido 18:2 9-cis,
12-cis linoleico, presente na dieta do animal,
por uma cis-trans isomerase, ao acido 18:2 9-
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cis, 11-trans linoleico (ou acido ruménico). Na
etapa seguinte, este é rapidamente reduzido
(via redutase) para o 4cido 18:1, 11-trans
vacénico. A reducdo do acido vacénico para
acido estedrico é a etapa mais lenta do
processo de bio-hidrogenacdo; como
consequéncia, este penultimo intermedidrio
acumula-se no rumen e estd, portanto, mais
disponivel para ser absorvido pela mucosa do
animal e para ser usado como intermedidrio
na sintese do ALC no tecido adiposo e,
principalmente, nas glandulas mamarias. O
acido 18:2 9-cis, 11-trans linoleico formado
através da bio-hidrogenacdo também é
absorvido pelas glandulas mamadrias, mas em
menor proporc¢do (0-10% em relagdo ao acido
18:2, 9-cis, 12-cis linoleico inicialmente bio-
hidrogenado).***®

Semelhante a bio-hidrogenacdo do acido
linoleico, o éacido 18:3 9-cis, 12-cis, 15-cis
linolénico ingerido, também sofre processo
semelhante para formar o acido 18:1, 11-
trans vacénico (Figura 2)."

O mecanismo endégeno provavelmente
representa a principal fonte de producdo do
9-cis, 11-trans ALC pelos ruminantes. Os
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outros isdbmeros do acido linoleico, entre eles
o 10-trans, 12-cis ALC, possivelmente sdo
produzidos a partir da combinacdo da
migracdo das ligacdes duplas e da acgdo de
enzimas cis-trans isomerases no rumen.'®
Isso explica, em parte, o fato do 9-cis, 11-
trans ALC ser o mais abundante no leite,
representando mais de 80% da quantidade
total.

O teor de ALC no leite pode ser
aumentado com a administracdo de dietas
enriquecidas com acido linoleico, de forma a
aumentar a producdo do isbmero conjugado
desse acido graxo pelo animal. No entanto,
algumas dietas ndo enriquecidas com acido
linoleico, mas sim com a administracdo direta
de outros 4cidos graxos poli-insaturados,
também sdo capazes de induzir o aumento da
producdo de ALC pelos ruminantes.'® Neste
caso, a bio-hidrogenacdo dos &acidos poli-
insaturados leva a producdo de acido 11-
trans octadecenoico como intermediario, que
pode ser convertido a acidos linoleicos
conjugados também pela acdo da enzima A®-
desaturase.

Glandula mamaria Leite

\

Acido Ruménico
18:2 9-cis. 11-trans

Acido Ruménico
18:2 9-cis. 11-trans

n°-

Acido Vacénico
18:1 11-trans

/

Figura 2. Esquema representativo de reagdes que ocorrem no rumen e nas glandulas
mamarias para a sintese do 9-cis, 11-trans ALC (adaptado de Leite e colaboradores)®
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3. Atividade biolagica dos ALC

3.1. Anticarcinogénese

Testes in vitro e in vivo mostraram um
largo espectro funcional dos acidos linoleicos
conjugados. Em 1992, o trabalho
desenvolvido por Shultz e colaboradores,*
sugeriu que os ALC eram capazes de reduzir o
crescimento e a proliferagdo celular in vitro
de células MCF-7, responsaveis pelo
desenvolvimento de um tipo de cancer
mamario. Testes realizados por Ip e
colaboradores® em ratos revelaram que
mesmo dietas com suplementacdo muito
pequena de ALC (0,1%) eram suficientes para
uma reducdo estatisticamente significativa de
tumores de mama. Em 1994, um grupo
também liderado por Ip,”* concluiu que os
ALC preveniram o desenvolvimento de
tumores de mama em ratos. Quatro anos
mais tarde, Cesano e colaboradores
mostraram que esses acidos graxos também
foram efetivos contra tumores prostaticos e
evitaram a sua metdstase em ratos.”

Em oposicdo aos efeitos positivos
observados nos testes in vitro™ e pela
suplementag¢do alimentar com ALC contra o
cancer,”® os estudos realizados com é&cido
linoleico por estes mesmos pesquisadores,?
sob as mesmas condi¢cdes, mostraram que
esta forma do acido graxo apresenta fungdo
oposta ao da molécula na forma conjugada,
ou seja, ocorre um efeito estimulatdrio para
a proliferagdao celular, agravando o quadro
clinico da doenga. Isso reforga a ideia de que
dietas ricas em gordura estdao associadas a
um progndstico negativo na cura do cancer, o
que torna o ALC um acido graxo muito
especial do ponto de vista da salude
humana.”

Os ALC apresentam alguns mecanismos de
acdo que lhes permitem apresentar as ja
citadas atividades anticarcinogénicas. Eles
sdo capazes de modular a proliferagdo celular
através do bloqueio da sintese de DNA e da
acdo sobre proteinas do ciclo celular que
regulam esse processo, como as proteinas

Vo

pl6 e a p27. Alguns estudos mostraram que
eles também reduzem a expressdo da
proteina Bcl-2, que inibe a apoptose,
diminuindo a possibilidade da célula se dividir
descontroladamente sem responder a um
mecanismo de morte celular.”®

Os resultados obtidos com animais de
laboratdrio e com testes in vitro sdo muito
promissores, porém, quando aplicados a
seres humanos, ndo foram observados com
tanto sucesso. Um estudo realizado na Suécia
durante trés anos, por Larsson e
colaboradores,”® com mais de 61 mil
mulheres sauddveis, avaliou o efeito do
consumo de ALC presente em suas dietas, na
prevencdo contra o cancer de mama. Os
resultados mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre o grupo que
apresentava dieta rica em ALC e o grupo de
controle. Os autores citam, ainda, que
resultados semelhantes foram obtidos por
outros pesquisadores na Franga. Apenas um
grupo holandés obteve resultados
ligeiramente considerdveis. Porém, neste
caso foi utilizada uma quantidade média de
ALC superior em relagdo aos outros dois, o
gue sugeriu aos autores suecos que a
guantidade minima necessaria de ALC para
gue resultados significativos fossem obtidos,
n3o foi alcancada em seus estudos.”*

Levando-se em consideragdo o valor
minimo de suplementag¢do necessario para a
obtencdo de resultados significativos em
ratos (0,1% ou 15 mg por dia), um adulto de
70 Kg deveria consumir 3000 mg de ALC por
dia. No estudo realizado na Holanda, o
consumo diario de ALC correspondeu a 200
mg, enquanto, no estudo sueco, esse valor
foi de apenas 120 mg diarios.** Esses
parametros nos levam a concluir que ajustes
guantitativos das substancias estudadas
devem ser feitos na metodologia aplicada
para que resultados com maior relevancia
sobre a propriedade anticarcinogénica sejam
obtidos.
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3.2. Redugao de gordura corporal

Uma propriedade muito interessante dos
ALC chamou a atencdo de diversos
pesquisadores. A administracao destes acidos
graxos através de dietas enriquecidas a
roedores provocou uma consideravel
reducdo da sua gordura corporal, o que
despertou o interesse econbmico de
introduzi-los no mercado como um agente
emagrecedor em humanos. Atualmente, h3
varias marcas comerciais que vendem pilulas
de ALC com essa finalidade, embora nao
sejam aprovadas pela ANVISA no Brasil
(Resolugdo RE N2 833, de 28 de margo de
2007).% Assim como nos estudos feitos para a
propriedade anticarcinogénica, apesar de
excelentes resultados obtidos com animais
de laboratério, os beneficios gerados pelo
seu consumo por humanos ainda sdo muito
controversos.

Em 2010, Racine e colaboradores®
investigaram a influéncia da suplementacdo
com ALC as dietas de 62 criancas obesas
(incluindo o grupo de controle) entre 6 e 10
anos de idade. Este estudo mostrou que
houve um efeito positivo para a modificacdo
corporal dessa populagdo. Entretanto, no ano
seguinte, uma extensa revisdo realizada por
Onakpoya e colaboradores” mostrou que
dietas enriquecidas com ALC ndo foram
capazes de reduzir a gordura corporal de
adultos com sobrepeso ou obesos de
maneira clinicamente significativa. Esta
publicacdo reforgou o trabalho realizado por
Whigham e colaboradores,”® que sugeriu que
os ALC apenas proporcionam um efeito
ligeiramente positivo sobre a composi¢do
lipidica corporal de humanos.

Navarro e colaboradores® estudaram os
possiveis motivos que levariam as diferencas
observadas entre os estudos realizados em
animais e em humanos. Mais uma vez, houve
o questionamento sobre as doses utilizadas.
Para os roedores, a dose variou entre 210 e
250 mg por Kg de massa corporal, enquanto a
dose administrada para humanos nao
ultrapassou a faixa de 20 a 97 mg por Kg de
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massa corporal. Um individuo de 70 Kg
deveria consumir, sob estas condi¢des, uma
guantidade total de aproximadamente 15 a
18 g de ALC por dia, um valor claramente
muito alto.

Os mecanismos pelos quais os ALC
promovem seus efeitos também foram
abordados por este mesmo grupo de

pesquisadores.”” Os autores reportaram que
os ALC sdo agentes inibitérios da lipogénese
em tecido adiposo branco e ha evidéncias de
que células adiposas humanas deste tecido,
ao contrdrio das células hepaticas,
apresentam uma capacidade muito reduzida
de sintetizar acidos graxos, quando
comparadas com as mesmas células de
roedores. Sendo assim, a gordura
proveniente da alimentacdao é a principal
fonte de 4cidos graxos para a sintese de
triacilglicerdis no tecido adiposo branco.
Portanto, este mecanismo proposto para a
acdo que os ALC exercem sobre a inibicdo da
deposicdo de gordura seria pouco relevante
no metabolismo humano de estocagem
lipidica.”

Outro mecanismo proposto neste mesmo
trabalho,” e que é mais aceito para a acgdo
dos ALC, diz respeito ao aumento da
oxidacdo de gorduras na mitocondria e no
peroxissomo das células hepaticas. Os
roedores sao muito sensiveis aos fatores que

levam a proliferagdo de peroxissomos
(induzidos  indiretamente  pelos  ALC),
enquanto primatas sdo relativamente

insensiveis. Caso esta seja a principal via de
acao dos ALC para reduzir a gordura corporal,
o uso destes Aacidos graxos para esta
finalidade pode ser extremamente limitado.

Assim, nos estudos feitos para avaliar a
capacidade dos ALC de reduc¢do de gordura
corporal, apesar de excelentes resultados
obtidos com animais de laboratodrio, os
beneficios gerados pelo seu consumo por
humanos ainda é muito controverso.
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3.3. Outras propriedades

Além das ja citadas caracteristicas
anticarcinogénicas e redutora de gordura
corporal, outras propriedades sdo atribuidas
ao consumo de acidos linoleicos conjugados,

como por exemplo, atividade
antiaterosclerdtica, antidiabética e anti-
inflamatoria. Entretanto, Raff e

colaboradores ndao observaram alteragGes
dos niveis de LDL (lipoproteinas de baixa
densidade ou Low Density Lipoproteins), HDL
(lipoproteinas de alta densidade ou High
Density Lipoproteins), triacilgliceréis e dos
fatores inflamatdrios no plasma, assim como
das concentracdes de glicose e de insulina de
homens jovens dinamarqueses que
receberam dietas enriquecidas com ALC.*

Estudos semelhantes utilizando o 9-cis,
11-trans ALC, realizados por Moloney e
colaboradores®, mostraram que a atividade
antidiabética mediada pela reducdo de
fatores inflamatérios em tecido adiposo
branco pode ser efetiva em ratos e
camundongos. Por outro lado, o trabalho
desenvolvido por Poirier e colaboradores®
mostrou que a administracdao apenas do 10-
trans, 12-cis ALC causa um efeito oposto,
ocorrendo um aumento da atividade
inflamatdria local, levando a um quadro de
resisténcia insulinica nos animais estudados.

Como no estudo feito em jovens
dinamarqueses foi utilizada uma mistura de
acidos linoleicos conjugados composta por
quantidades quase equivalentes do 9-cis, 11-
trans ALC e do 10-trans, 12-cis ALC, os
resultados negativos obtidos podem ter sido
mascarados pela contraposi¢dao dos efeitos
entre os dois acidos graxos.

Por fim, alguns estudos também
reportaram a possibilidade dos ALC,
especialmente o 9-cis, 11-trans, acentuarem
a resposta imunoldgica em ratos.*** Porém,
pesquisas com essa perspectiva sdo escassas
em seres humanos.

Vq

4. Determinagao dos ALC em leite

A determinacdo de 4cidos graxos em
alimentos requer o pré-tratamento da
amostra para que os analitos sejam extraidos
e convertidos a uma forma adequada para
identificacdo e quantificacdo, de acordo com
a técnica instrumental adotada. As etapas
envolvidas na anadlise estdo descritas no
fluxograma a seguir (Figura 3), e foram
explicadas mais detalhadamente nos tépicos
seguintes, enfatizando-se as condicoes
necessarias para a determinacdo dos ALC em

leites.

Extracdo lipidica

-

Reagdo de transesterificagao

4 N

Catalise acida Catalise basica

|

Cromatografia em fase gas acoplada a
Espectrometria de Massas

Figura 3. Fluxograma representativo das

etapas envolvidas na determinacdo de acidos
graxos em leites
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4.1. Extragao lipidica

A primeira etapa que deve ser realizada
para se determinar acidos linoleicos
conjugados, bem como qualquer outro acido
graxo em leites, é a extracdo da porgao
lipidica do alimento. Porém, é importante
que este procedimento seja adequado, pois
alguns deles podem levar a isomerizagao das
ligacdes duplas.®

Muitos pesquisadores optam por adotar
procedimentos classicos que sao
tradicionalmente utilizados para a extracao
de lipidios, como aquele descrito por Folch e
colaboradores em 1957, no qual é utilizada a
mistura cloroférmio:metanol 2:1 (v/v).”’

Entretanto, nos anos seguintes, varias
metodologias alternativas foram propostas

para esta finalidade por diferentes
pesquisadores (Tabela 1). Algumas sdo
extremamente trabalhosas como o
procedimento realizado por Leite e
colaboradores,’®* em gue uma extensa
sequéncia de extragdes com isopropanol

seguida por hexano deve ser feita. Ainda ha
uma etapa de resfriamento, duas de secagem
e uma de evaporacdo, de forma que o gasto
de solventes é muito grande e cada
procedimento pode levar horas para ser
feito.

Também existem os procedimentos
padronizados, como o ISO 2001.* As
extragdes previstas por esse método sdo
realizadas em ampolas de separagdo,
utilizando solugbes de amonia e sulfato de
sodio, além de etanol, éter etilico e pentano.
A grande vantagem desse tipo de
procedimento é o fato de ser um método
internacionalmente estabelecido e que,
portanto, pode ser aplicado nos trabalhos
sem ser um dos focos principais da pesquisa.

4.2. Reacdo de transesterificagdo

Como os acidos graxos sdao encontrados
nos alimentos como TAG e, em menor

Gouvéa, M. M. et al.

guantidade, como acidos graxos livres; a fim
de determina-los por cromatografia em fase
gas, principal técnica utilizada para
determinacdo dos ALC em amostras de
alimentos, é necessario converter os TAG a
acidos graxos livres e em substancias com
maior volatilidade.****

Os métodos de derivatizagdo mais comuns
envolvem a transesterificacdo dos TAG, e a
esterificagdo dos acidos graxos livres, a
ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG ou
fatty acid methyl esters - FAME). Estes sdo
mais facilmente volatilizados que os TAG ou
que os acidos graxos que os compdem.

Alguns fatores devem ser levados em
consideracdo quando se deseja realizar as
reacOes de transesterificacdo. Condicbes de
reacdo como o tempo e, principalmente, a
temperatura sdo fundamentais para a correta
obtencdo dos ésteres metilicos. Se a
temperatura e o tempo nao forem ideais, os
TAG ndo serdo completamente derivatizados,
podendo ocorrer a formacgdo de produtos de
degradacdo dos acidos graxos e a perda dos
mais leves por volatilizagdo.

Um grande problema em relacdo a
transesterificacdo em meio acido, por
exemplo, é a possibilidade de isomerizacao
dos cis,trans ALC a seus correspondentes
isbmeros  trans,trans ALC, ou ainda,
conversdo a derivados metoxilados em
posicdes alilicas. A temperatura elevada é o
principal fator que influencia na geracao
desses produtos de degradagdo, uma vez
gue, mesmo em tempos de reagdo muito
longos, as reagBes realizadas a baixas
temperaturas ndo causam a degradagado dos
ALC na mesma proporcao.’

A concentragdo dos reagentes também é
muito importante. Geralmente, utiliza-se um
excesso de alcool (metanol) para garantir que
a reacdo sempre proceda no sentido de
formacdo dos produtos desejados. As reacoes
de transesterificagdo necessariamente
demandam a utilizacdo de um catalisador,
gue pode ser uma substancia de carater
acido ou basico, e a classificacdo da reacgdo é
feita justamente com base no tipo de
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catalisador utilizado (Figura 4).

Em geral, este processo de
transesterificacdo é uma sequéncia de trés
reagdes consecutivas, na qual mono e
diacilglicerdis sao formados como
intermedidrios. Para uma transesterificacdo
estequiometricamente completa, é
necessdria uma propor¢dio molar 3:1 de

@]

)~o lo )=o

&+ 8CHgOH

@]

RII

cat.

Vo

alcool por triacilglicerol. Entretanto, devido
ao carater reversivel da reacdo, o agente
transesterificante (alcool) geralmente é
adicionado em excesso, contribuindo, assim,
para aumentar o rendimento do éster, bem
como permitir a sua separacdo do glicerol
formado.*

0]

MeO/lLR OH
0]

MeO/[LR: Ar OH
O

MeO//<Ru OH

Figura 4. Reacdo de transesterificacdo de TAG

Os produtos da reacdo sdo uma mistura
de ésteres, glicerol, alcool, catalisador (acido
ou bdsico) e tri-, di- e monoacilglicerdis (caso
a reacdo ndo tenha sido completa). O glicerol
pode ser separado por decantagdo ou
centrifugacdo.” A melhor maneira de retirar

os demais interferentes do meio de reacdo é
extrair os analitos da mistura. Isso
geralmente é feito através de uma extracao
liquido-liquido com solventes pouco polares
ou apolares, principalmente
hexa no.16,45,48,49,54

Tabela 1. Procedimentos descritos na literatura para a extragdo lipidica de amostras de

leite

Procedimentos de extragao

Ref.

10 mL de leite + 100 mL de cloroférmio:metanol (2:1 v/v) + agitacdo por 30 min. +
filtracdo + 25 mL de solu¢do aquosa saturada de NaCl + secagem da fase de
cloroférmio com Na,SO, anidro + evaporagdo dos solventes sob pressao reduzida
(procedimento modificado por Christie (1989)%)

37

100 mL de leite + 80 mL de etanol, 20 mL de NH,OH, 100 mL de Et,0 + 100 mL de
pentano + 2 x 100 mL de Na,S0,0,70 mol Lt+10 g de Na,SO, anidro + filtracdo
+evaporacao dos solventes sob pressao reduzida

38

15 mL de leite + 25 mL de isopropanol + 3 x 20 mL de hexano + 10 mL Na,SO, 0,5
mol L + resfriamento a -20 °C por 20 min. + centrifugacdo a 2500 rpm a 5 °C por 5
min. + evaporacao do solvente + 5 mL CH,CI, + secagem com Na,SO, anidro +
secagem sob N, até o residuo apresentar peso constante

16

1,5 mL de leite + 3,6 mL de isopropanol + 5,4 mL de hexano + filtracdo + lavagem
com 2,5 mL de hexano:isopropanol (3:2 v/v) + evaporacdo dos solventes sob N, +
ressuspensdo do extrato em 10 mL de diclorometano:metanol (10:1 v/v)

45

4 mL de leite + 8 mL de acetonitrila + agitacdo por 20 min. + resfriamento a -18 °C
por 24 h + secagem da fase organica com 1 g de Na,SO,anidro

54
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4.2.1. Transesterificacdo bdsica

As reacdes em meio basico representam o
método mais utilizado para a conversdo dos
TAG em ésteres metilicos. Entre elas,
destacam-se as rea¢des com KOH/MeOH e
NaOCH;/MeOH.

A primeira etapa da transesterificacdo
basica consiste na reacdo da base com o

Gouvéa, M. M. et al.

alcool, produzindo um alcodxido e o
catalisador protonado (A). O ataque
nucleofilico do alcodxido ao grupo carbonilico
do TAG gera um intermedidrio tetraédrico
(B), a partir do qual sdo formados o éster
metilico e o correspondente &nion do
diacilglicerol, que desprotona o catalisador
(C). Os diacilglicerdis e os monoacilgliceréis
sofrem o mesmo mecanismo de reacdo,
levando a formacdo dos ésteres metilicos e,
na Ultima etapa, o glicerol (D) (Figura 5).**

(A) B 4+ ROH ——> HB" + RO
OR
H C_O ' q 1
oot T3 LR
() 007, 04" 4+ R0Y ——  RCOO-CH, 01D —
R"COO0—CH, R"COO—CH,
0 Hzclz—o’:q (v, H,C~OH
(©) o J\R +  RCOO-CH, h7B RCOO-CH, 4 &
R"COO—CH, R"COO—CH,
H,C—OH OH
(D) U ROOCR'
R COO—?H2 — OH + +
R"COO—CH, OH ROOCR"
Figura 5. Mecanismo de rea¢do da transesterificagdo via catalise basica
Em 2010, Nunes e colaboradores® Apés a adigio de uma solucdo de NaCl, os

descreveram um meétodo muito trabalhoso,
no qual é utilizado NaOCH; como catalisador.
Nesta metodologia, o extrato contendo os
lipidios deve ser seco com um suave fluxo de
N, e dissolvido em hexano. Em seguida, esta
solucdo em hexano é adicionada a uma
solugcdo de metanol contendo NaOCH; e esta
mistura é aquecida em banho-Maria a 80 2C,
sob fluxo de N, e agitacdo por 10 min. Apods a
solugdo atingir a temperatura ambiente,
uma solucdo de metanol contendo HCl é
adicionada, e a mistura é novamente
aquecida nas mesmas condi¢des anteriores.

ésteres metilicos formados sdo extraidos com
hexano seguido por centrifugacdo e,
finalmente, a solucdo é evaporada e os
analitos sdao ressuspendidos em um volume
adequado de hexano.

Uma reacao com KOH como catalisador
foi padronizada na ISO 2002.% Esta reagdo é
feita a frio e é apenas adequada para
extratos de gordura que possuam indice de
acidez em acido oleico inferior a 4,0. Devido a
sua simplicidade, é ideal para analises rapidas
e de rotina.

Varios pesquisadores adaptaram esses
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tipos de reagOes de derivatizacdo de acordo
com sua conveniéncia.’®” A principal
ressalva que sempre é feita em relacdo aos
catalisadores basicos é a possibilidade de ndo
ocorrer a completa metilagdo dos 4acidos
graxos, o que pode levar a erros de
quantificacao.

Outro  inconveniente que  merece
destaque é a necessidade do dlcool e do
extrato lipidico serem anidros. Isso se deve
ao fato da dgua provocar a ocorréncia de
uma reacdo de saponificacdo paralela. A
consequente formacdo de sabdo reduz o
rendimento da reacdo de transesterificacdo e
dificulta a separacdo dos ésteres metilicos do
glicerol. A reagdo em meio basico também
requer que o conteudo de 4cidos graxos
livres seja pequeno. Caso a matriz lipidica
contenha alto teor de agua e de acidos
graxos livres, o procedimento mais indicado
para realizar a reacdo de transesterificacdo é
via catélise acida.”

HG—0
(A) R'COO— CH
R"COO— CH

I
{t

Vo

4.2.2. Transesterificacdo dcida

Metodologias alternativas foram
propostas  por outros  pesquisadores
utilizando catalisadores acidos, como as

reacbes com HCl/MeOH, H,S0,/MeOH e
BF;/MeOH.

Conforme mostra a Figura 6, o mecanismo
da transesterificacdo 4cida consiste na
protonac¢do do grupo carbonilico, levando a
formacdao de um carbocation (A). Apds o
ataque  nucleofilico do  dlcool, um
intermediario tetraédrico é formado (B). Em
seguida, o acilglicerol correspondente ¢é
eliminado e o novo éster é formado,
regenerando-se o catalisador acido (C). O
diacilglicerol sofre as mesmas reacdes
anteriores, levando primeiramente a
formacdo do monoacilglierol e, na ultima
etapa, o glicerol, além de mais duas
moléculas de éster transesterificado (D).**

R R
HG—0—

R'COO—CH,  OH

R"COO—CH,

H,G—0
R'CO0—CH, HO'

R"COO—CH, 4+ A

H H\ + H
R' / (’O/R A
H,C—0—% -0 O
B $O—h_ R _ + ,
( ) R“COO*C‘:HZ OW ) HQ(‘: O R L)
R"COO—CH, ’ R'CO0—CH,  OH
R"COO—CH,
‘q O
+ H,C—-0 g
" K ROOCR'
(€ R'COO— C‘)H o:‘J .~ RCOO-CH, I LN L
R"COO—CH, H R"COO—CH, R/O R
H C*OE/\H\OL H.C—OH
(D) ) 2] : ) 2 OH ROOCR
R'COO—CH, R R'CO0—CH, . OH 4 ;
R"COO—CH, R"COO—CH, OH ROOCR"

Figura 6. Mecanismo de rea¢do da transesterificagdo via catalise acida
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Moltd-Puigmarti e colaboradores®
avaliaram a eficiéncia do 4cido cloridrico
como catalisador. Uma solug¢do de HCI/MeOH
foi adicionada a uma certa quantidade de
solucdo-padrdao dos ALC e a mistura foi
mantida a temperatura ambiente por 30 min.
ou a 80°C por 30 ou 60 min. para reagao.
Neste estudo, a metilagcdo da solucdo-padrao
foi satisfatéria em temperatura ambiente,
porém o mesmo ndo ocorreu com o extrato
do leite. Entdo, procedeu-se a reacdo em
temperatura elevada e o que se observou,
além da completa metilagdo dos Aacidos
graxos, foi a geracdo de produtos de
degradacdo dos ALC.

O mesmo ndo ocorreu no trabalho de
O’Fallon e colaboradores®, que realizaram
um procedimento semelhante, porém com
BF; como catalisador e temperatura de
reacao de 55 °C por 90 min. Os resultados
confirmaram o que foi observado pelos
grupos de Park® (em 2002) e de Luna® (em
2008), quando H,SO, foi utilizado como
catalisador.

As reacOes de transesterificagdo em meio
acido, portanto, mostraram-se mais
eficientes para a completa metilacdo dos
acidos graxos do que as reac¢Oes catalisadas
por substancias bdsicas. Porém, deve-se ter
muito cuidado com as condi¢bes de reagdo
para que ndo ocorra a degradagdo dos
analitos.

Além disso, esse procedimento é o mais
indicado para ser aplicado a extratos lipidicos
de alimentos, devido ao alto conteudo de
agua que apresentam.

4.3. Identificagao cromatografica

Devido a complexidade da matriz leite e a
semelhanca estrutural dos isdmeros ALC, a
principal técnica utilizada para determina-los
e quantifica-los em amostras bioldgicas, apds
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a transesterificacdo, é a cromatografia em
fase gas acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) ou com detec¢do por
ionizagdo de chama (CG/DIC).>**** Esta
técnica tornou-se, desde 1952, a principal
ferramenta para determinacao e
guantificacdo de 4acidos graxos em diversas
matrizes.”

Dentre as diferentes fases estacionarias
empregadas nas colunas capilares de silica
fundida utilizadas nos sistemas de
cromatografia em fase gas, as fases de alta
polaridade de polisiloxano de cianopropila
sao as que proporcionam a maior
seletividade e poder de resolucdo na
separacdo dos isdbmeros de ALC. Na maior
parte das andlises, o gds Hélio é utilizado
como gas de arraste,'®?749°152°3

A sensibilidade e a seletividade que
podem ser obtidas nas determinac¢des dos
ésteres metilicos por CG/EM e CG/DIC
permitem determinagdes precisas dos ALC
em amostras de leite, com boa
reprodutibilidade, alcangando baixos limites
de deteccdo e de quantificacdo. No caso da
determinacdo por CG/EM, a confirmacgdo
espectrométrica das estruturas também
proporciona uma investigacao mais
detalhada dos isdmeros.*"*?

Em particular, no acoplamento CG/EM, os
ALC ou os éteres metilicos sdo ionizados pela
fonte de ionizagdo por elétrons (IE) a 70 eV.
Apods ionizagdo, os ions de peso molecular
destes ésteres sdo pouco estdveis e ndo sdo
usados como base para determina-los e
guantifica-los. Os ions apropriados para estes
fins sdo fragmentos mais estaveis, como por
exemplos os ions de m/z 67, 81, 95 para os
ALC

Na Tabela 2, estdo listadas algumas
condicbes cromatograficas utilizadas para
identificacdo e quantificacdo dos ALC em
amostras de alimentos.
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Tabela 2. Condigdes cromatograficas para determinac¢do dos ALC e outros ésteres metilicos

em diferentes amostras de alimento

Fases Estacionarias

Gas de Arraste Acoplamento/

Amostras (dimensoes) (Vazao) Detecgdo
100% polisiloxano de
. .16 cianopropila He
Leite bovino (100 m x 0,25 mm x (1,66 mL min™) CG/EM
0,20 um)
Sleo de peixe 100% polisiloxano de
! cianopropila He
alfai:”s;; e (100 m x 0,25 mm x (0,50 mL min™) CG/DIC
! 0,20 um)

(50%-cianopropil)-

metilpolisiloxano

(60 m x 0,25 mm x
0,25 um)

Tecido de peixe™

He

(1,00 mL min™) CG/EM e CG/DIC

100% polisiloxano de
cianopropila
(100 m x 0,25 mm x
0,20 um)

Leite bovino®?

He

(1,00 mL min™) CG/EM

5 —
Oleo de girassol, sebo 100% polisiloxano de

3 ‘ cianopropila
e 6leo de figado de
bacalhagu53 (50 m x 0,25 mm x
0,20 um)

He

(1,00 mL min™) CG/EM e CG/DIC

4.4, Teores do ALC 9-cis, 11-trans em
leites reportados em diferentes paises

O teor de ALC em leite geralmente é
reportado como um valor percentual em
relagdio a quantidade total de lipidios que
compde a amostra. Desse modo, reduz-se a
ocorréncia de erros que levariam a valores
absolutos equivocados, e elimina-se a
necessidade de ajustar a metodologia para
gue se obtenha uma recuperagdo maxima do
acido graxo, como usualmente deve ser feito
para outros analitos.

Na Figura 4, estdao descritos os teores do
9-cis, 11-trans ALC em leites UHT (Ultra Heat
Treatment ou Temperatura Ultra-Alta de
Pasteurizacgdo) obtidos em diversos
paises.'®>*

O leite UHT é o tipo de leite mais
comercializado e usado no mundo inteiro.
Este produto é considerado comercialmente

estéril, ou seja, um produto que ndo contém
micro-organismos capazes de se
desenvolverem nas condi¢gdes normais de
estocagem e comercializagdo. O processo de
pasteurizagdo pode causar variagdes nos
niveis de ALC encontrados nos diferentes
tipos de leite (cru, pasteurizado e ultra
pasteurizado - UHT).****

Este fato foi comprovado por Leite e
colaboradores®™, os quais investigaram o
efeito do processo de pasteurizagdo,
determinando o teor de ALC em amostras de
leite cru, pasteurizado e UHT, que foram
respectivamente: 1,56 = 0,05 %; 1,40 £ 0,04
% e 1,26 = 0,04 %. As altas temperaturas
utilizadas no processo foram consideradas a
principal causa da degradacao ou
isomerizagao dos ALC no leite UHT.

Como exposto anteriormente, a
concentracdo de ALC presente no leite
depende de diversos fatores, que podem
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estar relacionados tanto ao modo de cria¢do
do gado, quanto a fatores geograficos do
local da coleta.”® Em relacdo a criagdo do
gado, varidveis como alimentacdo (pastoral,
racdo, celeiro, mista), gendtipo do animal e
fase de lactacdo devem ser consideradas.
Para os fatores geograficos, estacdo do ano,
localizagdo geografica e perfil climatico do
local da coleta do leite s3do pontos
relevantes.”

Os dados apresentados na Figura 7
expdem claramente a relagdo entre os
fatores descritos acima e o teor de ALC
encontrado no leite UHT nos diferentes locais
de coleta. Deste modo, podemos concluir
que as pequenas variagGes observadas entre
os teores de ALC nas diferentes localidades

1,40 7
1,20 -
1,00 -
0,80 A
0,60 -
0,40 A
0,20 A
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sdo reflexo dos fatores geogréficos e dos
diferentes modos de criagdo adotados em
cada local. De qualquer modo, o percentual
médio de ALC no leite UHT corresponde a
0,87% na porgao lipidica do leite.

No Brasil, os resultados obtidos em um
trabalho  realizado por Gouvéa e
colaboradores®, com amostras de leite UHT
comercializadas nos supermercados das
cidades de Niterdi e Rio de Janeiro, indicaram
uma percentagem média de 0,66 % de ALC
em relacdo a quantidade total de lipidio do
leite UHT.>* Este valor é superior ao
encontrado nos Estados Unidos (0,45 %),
contudo é um pouco inferior aos encontrados
em outros paises (Figura 7).

9% Relativo do ALCc9,t11

0,00 T T T T T

Figura 7. Percentuais relativos do 9-cis, 11-trans ALC em relagdo a quantidade total de lipidio
de leites provenientes de diversos paises (dados retirados do trabalho de Leite e

1 N
colaboradores™ e Gouvéa e colaboradores

5. Conclusoes

A maior parte das publicagbes parece ser
pouco conclusiva em relacdo as reais
influéncias (positivas) que os ALC exercem

54)

sobre a saude humana, pois os resultados
obtidos sdo divergentes. Os bons resultados
obtidos com animais de laboratério ndo
conseguem ser reproduzidos quando
aplicados nos ensaios clinicos com humanos.

Os autores destes trabalhos convergem na
opinido de que as metodologias dos estudos
devem ser revisadas e melhoradas, e que
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novos estudos devem ser realizados com
prazo de execugao mais estendidos para que
conclusoes definitivas possam ser tiradas em
relagdo ao consumo de ALC como um
suplemento benéfico a saide humana.

Embora haja metodologias bem
estabelecidas para extracdo e
transesterificacdo de 4cidos graxos, a

determinagdo e a quantificacdo exata e
precisa destes dacidos em amostras de
alimentos, especialmente no leite, exige um
controle mais severo destas metodologias, o
gue torna o procedimento mais complexo.

Desse modo, hd uma grande necessidade
de se realizar trabalhos relevantes nessa
area, que possam proporcionar
determinagbes mais simples, rapidas e
baratas, mas que ao mesmo tempo sejam
sensiveis, seletivas e ndo degradem os acidos
linoleicos conjugados.

O teor do isbmero 9-cis, 11-trans ALC em
leites UHT reportado em diferentes
localidades diferem muito pouco entre si,
tendo um percentual médio de 0,87 % na
porcdo lipidica do leite. As pequenas
variagOes observadas entre os teores de ALC
nos diferentes paises podem ser reflexo dos
fatores geograficos e dos diferentes modos
de criacdo adotados em cada local.
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