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ABSTRACT

Conjugated linoleic acid in beef and dairy products: assessment of analytical
methodologies for majority conjugated isomers quantification.

Conjugated linoleic acids (CLAs) are a group of geometric and positional isomers of
linoleic acid which have been attributed to present anticarcinogenic, antidiabetic,
antiaterogenic and body composition modulation effects. Major natural sources of
CLA are ruminants milk and meat, since rumen microorganisms are able to produce
CLAs and their precursors as intermediates of biohydrogenation. Before identification
and quantification by gas chromatography (GC), the methylation procedure should be
carefully decided to avoid isomerization of CLAs. Thus, the objective of this study
was to critically evaluate analytical methods for characterizing conjugated linoleic
acid isomers ¢-9, t-11 and 10, c-12, by identifying the best method for esterification
and the best gas chromatography programming for separation, identification and
quantification of CLAs through quantification of CLAs in supplements, beef and dairy
products. In order to accomplish this objetive, the techniques of acid esterification
with boron trifluoride methanol, alkaline esterification with methanolic sodium
methoxide and mixed esterification using a combination of the two catalysts were
employed in the methylation of a commercial sample of conjugated linoleic acid
supplement in triacylglycerol form, the CLA Tonalin® TG 80, from Cognis. The methyl
esters were identified in 3 chromatographic conditions CLAO1, CLA0O2 and CLAOQS.
CLA isomers ¢-9, +11 and 10, c-12 were also quantified in CLA Tonalin® TG 80 and
FFA 80 by carbon 13 nuclear magnetic resonance (13C-NMR). The results indicated
the alkaline esterification technique followed by chromatographic analysis by CLA03
method as the best method for analyzing five cuts of beef fractionated in muscle and
fat layer, cream, full yoghurt and three types of cheese. The alkaline esterification
method followed by GC separation method CLAO3 proved to be the most suitable for
safe quantification of fatty acid profile in foods that contain conjugated linoleic acid
isomers, once the results agreed with the data available in the current literature.

Key Words: Conjugated Linoleic Acid, Gas Chromatography, Esterification, Beef,
Dairy products.



Vi

RESUMO

Acido linoleico conjugado em cortes bovinos e laticinios: Avaliacdo de
Metodologias Analiticas para a quantificacao dos Isomeros Conjugados
majoritarios.

Os acidos linoleicos conjugados (CLAs) consistem de um grupo de isbmeros
geomeétricos e posicionais do acido linoleico aos quais tem sido atribuidos efeitos
anticarcinogénico, antidiabético, antiaterogénico e modulador da composicao
corporal. As principais fontes naturais de CLA s&o o leite e a carne de ruminantes,
uma vez que microorganismos ruminais sdo capazes de formar CLAs e seus
precursores como intermediarios da biohidrogenagdo. Para sua identificagcdo e
quantificacdo por cromatografia gasosa (CG) deve-se tomar cuidado ao decidir um
procedimento apropriado de metilagao, a fim de evitar a isomerizagao dos CLAs.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar criticamente
metodologias analiticas para caracterizar os isbmeros conjugados c¢-9, t-11 e 10, c-
12 do acido linoleico, identificando o melhor método para a esterificagdo e a melhor
programagao por cromatografia gasosa para a separagao, identificagdo e
quantificagdo dos CLAs através de sua analise em suplementos, cortes bovinos e
laticinios. Para tanto, foram empregadas as técnicas de esterificagdo acida com
trifluoreto de boro metandlico, esterificacdo alcalina com metéxido de sddio
metanodlico e uma esterificacdo mista usando a combinacdo dos dois catalisadores
na metilacdo de uma amostra comercial de suplemento de acido linoleico conjugado
na forma de triacilglicerol, o Tonalin® CLA TG 80, da Cognis. Os ésteres metilicos
foram identificados sob trés condi¢cdes cromatograficas CLAO1, CLA02 e CLAOS.
Também foram realizadas quantificagdes dos isbmeros c-9, t-11 e t-10, c-12 CLA no
Tonalin® CLA TG 80 e FFA 80 através de ressonancia magnética nuclear do
carbono 13 (13C-RMN). Os resultados obtidos permitiram decidir pelo emprego da
técnica de esterificacdo alcalina, seguido da analise cromatografica pelo método
CLAO3 para analise de cinco cortes bovinos fracionados em musculo e capa de
gordura, creme de leite, iogurte integral e trés tipos de queijo. O método de
esterificacao alcalina, seguido de separagéao por CG pelo método CLAO3 mostrou-se
0 mais adequado para uma quantificacado segura do perfil de acidos graxos de
alimentos que contenham os isémeros conjugados do acido linoleico, uma vez que
os resultados obtidos concordam com a literatura atual.

Palavras Chave: Acido Linoleico Conjugado, Cromatografia Gasosa, Esterificagao,
Carnes, Laticinios.



1 INTRODUCAO

As alteragdes no estilo de vida nas ultimas décadas trouxeram mudangas
aos habitos alimentares que, junto ao sedentarismo, acarretaram maior incidéncia de
doencas crbnicas nao transmissiveis (GRUNDY, 2002; PARK e PARIZA, 2007).
Estudos mostram a importancia quantitativa e qualitativa dos lipideos da dieta no
desenvolvimento dessas doencas relacionadas principalmente a ingestdo de acidos
graxos saturados (KENNEDY et al, 2009) e acidos graxos trans (MICHA e
MOZAFFARIAN, 2009). Entretanto, a origem desses acidos graxos frans apresenta
diferenca nas consequéncias metabdlicas de sua ingestao, um exemplo disso é o

acido linoleico conjugado.

Acido linoleico conjugado refere-se genericamente a uma classe de
isbmeros dienoicos conjugados posicionais e geométricos do acido linoleico (C18:2
w-6) (PARIZA, PARK e COOK, 2001) aos quais tem sido atribuidos efeitos
anticarcinogénico, antidiabético, antiaterogénico e modulador da composicao
corporal (BHATTACHARYA et al., 2006). As principais fontes naturais de CLA sdo o
leite e a carne de ruminantes, uma vez que microorganismos ruminais sao capazes
de formar CLAs e seus precursores como intermediarios da biohidrogenacao
(PARADIS et al., 2008).

Para a determinacdo do perfil de acidos graxos, a cromatografia gasosa
mostra-se eficiente, para tanto, esses devem ser, primeiramente, convertidos em
derivados apolares, volateis, como ésteres metilicos. Entretanto, deve-se tomar
cuidado ao se decidir por um procedimento apropriado de derivatizacao,
particularmente se o analista esté interessado também em determinar acidos graxos

conjugados, tais como CLAs, a fim de evitar sua isomerizagdo (ALDAI et al., 2005).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar criticamente
metodologias analiticas para caracterizar os isébmeros conjugados c¢-9, t-11 e t10, c-
12 do acido linoleico, identificando o melhor método para a esterificacdo e a melhor
programacado por cromatografia gasosa para a separacdo, identificacdo e
quantificagdo dos CLAs através de sua analise em suplementos, cortes bovinos e

laticinios.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lipideos Alimentares

Os lipideos sdao compostos sollveis em solventes organicos. Os lipideos
alimentares sao chamados de gorduras (s6lidos) ou éleos (liquidos) indicando o seu
estado fisico a temperatura ambiente (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2007).
Os triacilglicerdis (TAG) correspondem cerca de 95% da composicao lipidica da
dieta, sendo o restante constituido por outras formas de lipideos, como fosfolipideos,
acidos graxos livres, colesterol e fitosteréis (VAZ, 2006). Os lipideos servem como
fonte de energia, além disso, fazem parte da estrutura das membranas celulares.
Sao ligantes dos receptores de superficie das células e também agrupam
substancias que atuam como mediadores das funcdes celulares (MANCINI-FILHO,
1999).

Os 6leos e as gorduras desempenham o papel de carreadores de nutrientes
lipossoluveis, como as vitaminas A, D, E, K e carotenoides, auxiliando a absor¢ao
destes. Além de seus efeitos nutricionais, os 6leos e gorduras proporcionam ao
alimento uma melhoria de textura, aparéncia, sabor e palatabilidade (BADOLATO,
2000). Estudos em animais e humanos mostram uma correlacao entre a ingestao de
gordura na dieta com a liberagdo de endorfinas no cérebro, proporcionando uma
sensacao de bem estar. Este fato pode explicar a dificuldade que algumas pessoas
possuem em diminuir a quantidade de gorduras em sua alimentagédo
(HAUMANN,1998).

Fatores relacionados ao estilo de vida, como a dieta, influenciam no
desenvolvimento de varios tipos de enfermidades (PARK e PARIZA, 2007). Diversos
estudos mostram a importadncia quantitativa e qualitativa dos lipideos da dieta no
desenvolvimento de doengas crénicas nao transmissiveis como doencas
cardiovasculares (WARENSJO et al., 2008), hipertensdo (HE, XU e VAN HORN,
2007), obesidade (OKERE et al., 2006), dislipidemias (LOIS, YOUNG e KUMAR,
2008), diabetes mellitus tipo 2 (HODGE, 2007) e cancer (CHAVARRO et al., 2008;
SIERI et al., 2008), sendo que estas doengas estao associadas a maiores taxas de
mortalidade no ocidente (DUFFY et al., 2006).



2.1.1 Acidos Graxos Saturados (AGS)

A ingestdao recomendada de acidos graxos saturados deve ser menor que
10% da energia total diaria consumida (WAHRBURG, 2004). As fontes alimentares
mais expressivas sdo produtos de origem animal (manteiga, queijos, leite e carnes),
produtos de origem vegetal, como o éleo de coco e 6leo de palma, além de produtos
industrializados (margarinas, biscoitos, sorvetes, fast-foods e outros). O &cido
palmitico € o acido graxo saturado mais abundante na dieta humana. Além deste,
outros dois acidos graxos saturados sdo encontrados com maior frequéncia na
alimentacao: o acido esteérico e o miristico (CHONG, SINCLAIR e GUYMER, 2006).

Os AGS, principalmente os que possuem mais de dez atomos de carbonos
em sua cadeia, tém sido relacionados ao aumento da concentracdo sérica de
colesterol total, considerado um fator de risco cardiovascular. Tem-se explorado os
efeitos dos AGSs na supressao dos receptores de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL-c) no figado, os quais interferem no metabolismo de lipoproteinas podendo
desencadear todo o processo aterosclerético (FERNANDEZ e WEST, 2005;
RUXTON et al., 2007).

2.1.2 Acidos Graxos Trans (AGT)

A hidrogenacao parcial de 6leos é muito utilizada para produzir gorduras
comestiveis com propriedades fisicas e de textura especificas (SUNDRAM,
FRENCH e CLANDININ, 2003). Neste processo, ocorre predominantemente a
formacao de AGT monoinsaturados. Entre estes, o principal componente € um
isbmero do &cido oleico: o acido elaidico (C18:1 trans-9) (MITMESSER e CARR,
2005).



Acido Linoléico
9¢, 12¢c-18:2

| - Biohidrogenacao
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Acido estedrico 18:0 (predominando 3¢ e 10t)

Acldo estedrico 18:0

Figura 1 Hidrogenacao de acidos graxos. Adaptado de Mancini-Filho e Chemin
(1996).

A gordura vegetal hidrogenada é utilizada no preparo de sorvetes cremosos,
chocolates, paes recheados, molhos para salada, sobremesas cremosas, biscoitos
recheados, alimentos com consisténcia crocante (nuggets, croissants, tortas), bolos
industrializados, margarinas duras e alguns alimentos produzidos em redes de fast-
foods.

Nao ha consenso na literatura em relacao a quantidade maxima permitida de
trans na dieta, no entanto, recomenda-se que a ingestao desse tipo de AG seja
menor do que 1% das calorias totais da dieta (MOZAFFARIAN et al., 2006; WHO,
2003) uma vez que estes acidos graxos elevam os niveis do LDL-c e reduzem os de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-c), aumentando assim a razao LDL/HDL.
Paralelamente, a American Heart Association recomenda que a ingestao diaria dos



acidos graxos saturados e dos acidos graxos trans seja menor que 10% do total das
necessidades cal6ricas do organismo (LICHTENSTEIN et al., 2006).

Outro aspecto importante diz respeito aos isbmeros trans do acido linoleico,
que competem no processo metabdlico com &cidos graxos essenciais. Quando os
acidos graxos frans estdo presentes em elevados teores, passam a ser substrato
alternativo das dessaturases, resultando na formacao de eicosandides sem atividade
biol6gica. Eles podem atuar também como inibidores destas enzimas (MANCINI-
FILHO e CHEMIM, 1996; BADOLATO, 2000).

Com a finalidade de rotulagem nutricional o “Food and Drug Administration”
(FDA) propds como definicao de acidos graxos trans, acidos graxos insaturados que
contém uma ou mais duplas ligacdes isoladas (ndo conjugadas), na posicao trans.
Os acidos graxos conjugados nao sao considerados trans, apesar de possuirem
essa configuracdo, pois nao apresentam efeito sobre a LDL-c como aquele
observado com duplas ligagdes trans isoladas (FEDERAL REGISTER, 2003).

Na Dinamarca, a ordem n® 160 de 2003 que regula os teores de acidos
graxos frans em alimentos, ndo inclui na rotulagem nutricional os isébmeros frans

presentes naturalmente em gordura de origem animal (LETH et al.,2006).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determinou
através da Resolucdo-RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003, que na rotulagem
nutricional, deve também ser declarada a quantidade de gordura trans (BRASIL,
2003).

2.1.3 Acidos Graxos Poliinsaturados

Acidos graxos poliinsaturados (PUFA) de cadeia longa tém 20 ou 22 atomos
de carbono e quatro a seis duplas ligagdes cis com grupos metileno interrompidos,
ordenados em 6mega 6 (w-6) ou 6mega (w-3). Os acidos graxos de cadeia longa
nutricionalmente mais importantes sao: araquidénico (ARA; C20:4 w-6),
eicosapentaendico (EPA; C20:5 w-3) e acido docosahexaendico (DHA; C22:6 w-3).
Estao presentes no organismo como componentes dos fosfolipideos de membrana
em tecidos especificos, além de atuarem como precursores na sintese de diferentes

biocompostos como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos. Contribuem de



forma benéfica para a manutencdo da saude, particularmente pela reducado da
incidéncia de doencas cardiovasculares (SHAMIL e MOREIRA, 2004; VEACH, 2005;
VISIOLI e HAGEN, 2007).

Os acidos graxos a-linolénico (LnA) e linoleico (LA) ndo sdo produzidos
endogenamente pelo organismo humano e s&o precursores dos eicosanoides
associados ao desenvolvimento cerebral e da retina dos fetos (Figura 2). No
sistema imunoldgico, diminuem a resposta a producao de interleucina-1(IL-1) e 6 (IL-
6) e do fator de necrose tumoral (TNF-a); no sistema cardiovascular, apresentam
efeitos antitrombdticos, antiarritimicos, aumentam o tempo de sangramento evitando
a aderéncia plaquetaria nas artérias; previnem a aterosclerose, diminuindo a taxa de
colesterol total sérica, além da inibicdo da sintese hepatica de triacilglicerdis
(HJERKINN et al., 2005).

C18:2 n-6 (LA) C18:3 n-3 (ALA)
l <—— Delta6 dessaturase ———> d
C18:3 n-6 C18:4 n-3
‘ Cox l -« Elongase E— l
Fab C20:3 n-6 €20:4 n-3
PGF,, PGE;
l <—— Delta5 dessaturase ———> l PGI;
PGE, ™A
PGIj C20:4 n-6 (ARA) C20:5 n-3 (EPA) =
| TXA; i <«——  Elongase ——> ! g‘éq
LTB. C22:4n-6 C22:5n-3 LTE
LTC
LTE:  — Elongase _— l
C24:4n-6 C24:5n-3
l <—— Delta6 dessaturase ———> l
C24:5n-6 C24:6 n-3
| |
v . v
C24:5 n-6 Peroxissorm: C24:6 n-3
i €—— B-oxidaggo —>
C22:5n-6 C22:6 n-3 (DHA)

Figura 2 Competéncia metabdlica na formagéo de acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa, 6mega-6 e dmega-3. Adaptado de (RUSSO, 2009).



2.2 Acido Linoleico Conjugado (CLA)

Nos anos 70, pesquisadores comegaram a estudar a presenca de agentes
mutagénicos e carcin6genos em alimentos, na esperanga de eventualmente usar
este conhecimento na prevencao do cancer. Baseado em estudos que mostravam
que a carne excessivamente assada contém agentes mutagénicos, Pariza e
colaboradores (1985), na Universidade de Wisconsin-Madison, investigaram a
correlacdo entre a formagao de agentes mutagénicos, temperatura e tempo cocgéo,
usando carne grelhada. Além dos agentes mutagénicos no extrato da carne, eles
encontraram também um composto que teve atividade anti-mutagénica. Este
composto foi identificado e chamado de acido linoleico conjugado (CLA), baseado na
sua semelhang¢a com o acido linoleico (PARK e PARIZA, 2007).

Acido linoleico conjugado refere-se genericamente a uma classe de
isbmeros dienoicos conjugados posicionais e geométricos do acido linoleico (C18:2
w-6) como mostrado na Figura 3 (PARIZA, PARK e COOK, 2001). As duplas
ligacbes conjugadas nas configuracbes c,t; tc, c,c, e Gt se encontram
predominantemente nas posicées 8 e 10, 9 e 11, 10 e 12, ou 11 e 13, sendo o
isbmero cis-9, trans-11 (acido ruménico; RA), que representa mais de 90% do CLA
consumido na dieta (PARIZA, 2002; BHATTACHARYA et al., 2006).



Figura 3 Estrutura dos isémeros 10, c-12 CLA; ¢-9, t-11 CLA e do ¢-9, ¢c-11 &cido
linoleico. Adaptado de Pariza, Park e Cook (2001).

2.2.1Biossintese

A excessiva alteracao dos lipides no rimen é marcada pela diferenca entre o
perfil de acidos graxos da dieta e o perfil dos acidos graxos que saem do rumen,
uma vez que a composicao lipidica das forragens € composta prioritariamente por
glicolipides e fosfolipides, nos quais os acidos graxos predominantes sdo o linoleico
e o linolénico, e a composicdo de oleaginosas usadas em racbes consiste
predominantemente de triacilglicerdis que contém acido oleico e linoleico (BAUMAN
et al., 2000, JENKINS et al., 2008). Entretanto, o perfil de acidos graxos de produtos
de origem bovina apresenta predominantemente o &cido palmitico, o estearico e o
oleico (PARADIS et al., 2008; SARRIES et al., 2009).

Em um estudo realizado por Booth e Kon. (1935), foi detectada a presenca
de acidos graxos com duplas ligacdes conjugadas na gordura do leite. Kepler et al.
(1966) detectou a presenca de um intermediéario trans do acido linoleico estudando o



mecanismo de biohidrogenacao pela bactéria Butyrivibrio fibrisolvens. Uma década
depois, Parodi (1977) mostrou que o RA é o principal isbmero CLA na gordura do
leite. A seqiéncia de biohidrogenacdo do &cido linoleico (C18:2) envolve a
isomerizacao a ¢-9, t-11 CLA, seguida pela reducéo a 11 C18:1 e C18:0 (GRIINARI
et al., 2000). Outras bactérias podem converter o acido linoleico em CLAs, como
Lactobacillus, Propionibacterium and Bifidobacterium spp (ALDAI et al., 2005).

A formacao dos CLAs a partir do acido linoleico pelo B. fibrisolvens no rimen
ja estava bem estabelecida, porém nao era suficiente para justificar a presencga de
diferentes isdmeros no leite ou carne (KHANAL e DHIMAN, 2004).

Banni et al. (1996) observou que ovelhas leiteiras que apenas pastavam e
possuiam um alto aporte de LnA e baixo de LA, apresentavam uma alta
concentragao de 4cido ruménico na gordura do leite. Ja em dietas com baixos teores
de LA e ricas em PUFAs, segundo Griinari et col. (1998), como éleo de peixe e
forragem, observam-se uma elevada concentracdo de CLAs, mesmo estes nao
sendo intermediarios da biohidrogenagdo de 4&cidos graxos poliinsaturados.
Contudo, o &cido vacénico (VA) é intermediario de varios PUFAs, estando disponivel
para a absorcdo. Desta forma, foi proposto que, parte dos CLAs presentes nos
tecidos, tem origem endogena (GRIINARI et al., 1998). Esta sintese endb6gena do
cis-9, trans-11 CLA acontece pela dessaturagédo do trans-11 C18:1 pela enzima A9-
dessaturase, predominante nas glandulas mamarias e tecido adiposo (BAUMAN et
al., 2000) o que pode ser visto na Figura 4. Griinari et al. (2000) examinou o
potencial de sintese endbégena de CLAs a partir do VA. O acido vacénico foi
infundido no estébmago de bovinos e avaliada a formacao de CLAs no leite. Apds trés
dias, o conteudo de CLAs no leite teve um aumento de 31%, indicando um

mecanismo de sintese enddgena nas glandulas mamarias.
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Rumen Tecido
Acido linoléico —_— Acido linoléico
Cis-9, cis-12 C18:2 Cis-9, cis-12 C18:2
Cis-9, trans-11 C18:2 (CLA) | —> Cis-9, trans-11 C18:2 (CLA)
l 1 A’-Dessaturase

trans-11 C18:1(Acido vacénico) | ——> | trans-11 C18:1(Acido vacénico)

}

C18:0 (Acido estearico) —> | C18:0 —> cis-9 C18:1
A°-Dessaturase

Figura 4 Vias metabdlicas de biossintese do acido vacénico. Adaptado de Bauman
e Griinari (2001).

Os CLAs sao quimicamente sintetizados pela isomerizacao alcalina do acido
linoleico, C18:2 w-6, ou 6leos ricos neste acido graxo (éleos de girassol ou agafrao)
com o uso de diferentes solventes e circunstancias (KRAMER et al., 2004). Por
exemplo, os CLAs produzidos tipicamente para finalidades experimentais consistem
nos isémeros ¢-9, 11 (40.8 - 41.1%), no +10, c-12 (43.5-44.9%) e no t-9, t-11 e
10, t-12 (4.6-10%). Deve-se notar que algumas preparacbes comerciais de CLAs
contém isémeros adicionais com duplas ligacbes conjugadas nas posi¢des 8.10 ou
11.13 (PARIZA, PARK e COOK, 2001).

2.2.2 0corréncia em Alimentos

Produtos de origem animal contribuem significativamente no total de
nutrientes da nossa dieta (BAUMAN et al.,, 2000). A carne é definida como a
musculatura dos animais usada como alimento. Na pratica, esta definicdo esta
restrita a poucas duzias das 3000 espécies de mamiferos, mas frequentemente,
estdo amplamente incluidos, além da musculatura, érgdos como figado, rins,
cérebro e outros tecidos comestiveis (LAWRIE, 2005). A carne é considerada um
alimento de alto valor nutricional por apresentar proteinas de alto valor biologico
além de micronutrientes como vitaminas A, Bg, B12, D e E e minerais, como ferro,
zinco e selénio (BIESALKI, 2005; WILLIAMSOM et al., 2005). Apesar de seu



11

importante papel nutricional, pouco se sabe sobre as possiveis diferencas entre
carnes de diferentes espécies, racas € musculos. Existem diferencas no contetudo
de proteinas auxiliares, de aminoacidos livres, de acidos graxos e de varias outras
substancias em suas caracteristicas (LAWRIE, 2005).

A gordura esta presente em carnes na membrana (como fosfolipidios),
gordura intramuscular e gordura subcutanea. O teor lipidico varia muito, dependendo
do corte e da forma de limpeza (SCOLLAN et al., 2005). Estudos mostram a reducao
no consumo de certos tipos de carnes, como bovina e suina, refletindo a percepgao
individual de risco a saude (MCCARTHY e HENSON, 2005). Nos ultimos 15 anos,
suas caracteristicas nutricionais foram encobertas por fatores negativos de sua
composicdo, como o alto conteudo de acidos graxos saturados, colesterol e a
associagao da carne vermelha ao cancer; estes tém sido apontados como fatores
que influenciam na escolha dos consumidores (WALKER et al., 2005; SCOLLAN et
al., 2006; FONSECA e SALAY, 2008).

2.2.3 Acoes metabolicas

Os efeitos benéficos da suplementacdo com CLAs incluem a inibicdo da
carcinogénese induzida quimicamente em diversos modelos de roedores, reducao
da aterosclerose em coelhos e hamsters, estimulagdo do crescimento de ratos e
porcos, aumento da perda de gordura corporal de ratos, hamsters, porcos, caes e
seres humanos (PARIZA, PARK e COOK, 2001).

Segundo Bhattacharya et al. (2006), os beneficios a saude dos CLAs foram
atribuidos principalmente a dois de seus isémeros: ¢-9, +11 e t10, ¢-12. A maior
parte das atividades de CLAs resulta da interacdo entre seus dois isébmeros
principais. Estes isd6meros mostraram efeitos sinérgicos, independentes, ou
antagénicos (PARK e PARIZA, 2007).

Trabalhos experimentais tém demonstrado que os CLAs apresentam
algumas atividades, como inibidores da proliferacdo e indutores da morte de varias
células tumorais de linhagens derivadas de cancer de mama, prostata,
adenocarcinoma de pulmao e hepatoma (YAMASAKI et al., 2005).
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Estudos com animais sugerem uma reducdo no aparecimento precoce de
lesbes ateroscleréticas quando suplementados com CLAs, embora, em sua maioria,
a reducgao das lesdes tenha sido modesta. Grande parte desses trabalhos utilizou a
mistura quimicamente preparada de isdmeros de CLAs (MCLEOD et al., 2004).

Alguns estudos demonstraram que a diminuigdo da gordura corporal € um
efeito da suplementacdo com CLAs em animais (PARIZA, PARK e COOK, 2001;
WANG e JONES, 2004). Varios mecanismos de acdo foram propostos em
consequéncia dos estudos feitos em culturas de células ou modelos animais,
sugerindo que os CLAs poderiam modificar o metabolismo de energia. Outro estudo
mostra que ha diminuicdo na ingestdo alimentar. Entretanto, as alteracées foram
pequenas, e assim nao se pode explicar a diminuicdo na deposi¢cao de gordura.
Desta forma, ndo ha um consenso geral entre os pesquisadores (ZABALA et al.,
2006). Nesses estudos, o efeito antiobesidade foi confirmado em ratos
suplementados com CLAs. Este efeito foi marcante principalmente nos ratos
suplementados com t-10, c-12 CLA. (AKAHOSHlI, et al., 2003; ZABALA, et al., 2006).

Tratamentos com t-10, c-12 CLA, em animais, mostraram que eles alteram a
composicao corporal, reduzindo a deposicdo de lipideos em adipécitos e
aumentando a massa magra do organismo. Entretanto, outros trabalhos com t-10,c-
12 CLA apontam que este é indutor de hiperinsulinemia em ratos (GRANLUND et
al., 2005).

Segundo Park et al. (1999), os musculos esqueléticos dos ratos
suplementados com CLAs (c-9, t-11 e t-10, ¢c-12 numa proporcdo de 50% cada)
apresentaram uma atividade elevada da carnitina palmitoil transferase (CPT).
Baseado nestes resultados, foi proposto que o mecanismo fisioldgico, na redugéo da
gordura corporal nos ratos pelo CLA, envolveu a inibicdo do armazenamento de
gordura nos adipdcitos, a elevada B-oxidacdo no musculo esquelético e um aumento

na massa do musculo esquelético.

A maior parte dos estudos com humanos ndo demonstram uma alteragéo na
composicao corporal (BHATTACHARYA et al., 2006) Em estudo com mulheres
obesas, Sahin,Uyanik e Inanc (2008) mostrou que a suplementagdo com 1,8 g de
CLA por dia durante oito semanas nao apresentou reducéo da gordura corporal ou
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aumento de massa muscular. Larsen et al. (2006) mostrou que a suplementacao
com 3,4g de CLA por dia durante um ano nao preveniu a recuperacao de peso em

mulheres obesas apos perda de peso.

Devido ao uso indiscriminado de CLAs por praticantes de atividade fisica
que buscam aumento de massa muscular e reducao da gordura corporal, a ANVISA
publicou em 29.03.2007, a resolucdo RE n? 833, que determina a apreensao, em
todo territério nacional, de todos os lotes do produto Acido Linoleico Conjugado
(CLA). Nenhuma empresa no Brasil tem autorizagdo da ANVISA para fabricar,
importar ou comercializar esse produto (ANVISA, 2007).

2.3 Aspectos Analiticos
2.3.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) tem sido o método escolhido para a analise de
acidos graxos ha meio século. Alguns anos depois da primeira separacao de acidos
graxos por James e Martin (1952), a CG tem sido largamente aplicada como
ferramenta para pesquisas na area de acidos graxos e representa hoje um dos
avangos mais significativos no estudo da importancia dos acidos graxos dietéticos
para a satde humana (SEPPANEN-LAAKSO e HILTUNEN, 2002).

A cromatografia gasosa mostra-se eficiente para a analise do perfil de acidos
graxos de fontes variadas devido a sua rapidez, resolucao e sensibilidade. Os acidos
graxos devem ser, primeiramente, convertidos em derivados apolares, volateis,
como ésteres metilicos. Entretanto, deve-se tomar cuidado ao se decidir por um
procedimento apropriado de derivatizacdo, particularmente se o analista esta
interessado também em determinar acidos graxos conjugados, tais como CLAs. O
melhor método ou combinacdo dos métodos dependerd quase inteiramente da
natureza da amostra a ser analisada (ALDAI et al., 2005).

Na avaliacdo dos &cidos graxos em alimentos, trés etapas analiticas séao
criticas para se obter resultados fidedignos e poder se interpretar o significado dos
lipides na alimentacao, os quais estdo elucidados a seguir.

A extracdo dos lipideos dos alimentos é considerada uma etapa fundamental
na avaliagdo dos &cidos graxos. O método de extragdo dos lipideos totais mais
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comumente usado baseia-se nas diferencas de solubilidade dos lipideos nos
solventes: agua e metanol (fase aquosa) e cloroférmio (fase orgéanica). Os lipideos,
por apresentarem maior coeficiente de particdo em solventes organicos, sao mais
soltuveis em cloroférmio (MARTINS et al., 2002).

Para analises da composicao de acidos graxos, os lipides complexos devem
ser pré-tratados, de modo que os &cidos graxos livres e esterificados estejam
disponiveis para a determinagdo. Os acidos graxos sdo convertidos em derivados
menos polares e volateis por varios métodos de derivatizacdo. A formagdo de
ésteres alquilicos (os ésteres de metil, de etil, propil ou butil) é o tipo de padrao mais
usado na analise de acidos graxos, em particular na preparacao de ésteres metilicos
de acidos graxos. A preparacgao dos derivados de ésteres metilicos de acidos graxos
é realizada em uma reacdo simples, porém torna-se mais complicada quando a
derivatizacao é de acidos graxos conjugados. A presenca de uma ligacao conjugada
nos acidos graxos faz com que estes ndo sejam viaveis para as técnicas mais
comuns de esterificacdo empregadas para a andlise do acido graxo, como por
catalisador &cido. Por exemplo, os CLAs podem ser facilmente isomerizados pelo
trifluoreto de boro (BF3), mudando, assim, o perfil dos isémeros originais (ALDAI,
2005). A metilacdo por catalisador alcalino é reconhecidamente melhor para
esterificacdo destes lipideos, quando o catalisador &cido pode causar a
isomerizacdo dos CLAs (CHRISTIE, SEBEDIO e JUANEDA, 2001).

Geralmente, ndo ha nenhum método 6timo em todas as situagdes e para
todos os tipos de amostras. Os pesquisadores devem saber a natureza de sua
amostra e selecionar o método apropriado (PARK et al., 2002).

A metilagéo por catalisadores acidos vem sendo extensivamente utilizada
para andlises de acidos graxos conjugados em leites e outros produtos. Dentre os
catalisadores utilizados por varios grupos incluem-se o HCl/metanol, o BFs/metanol,
e o H>SO4/metanol. Alguns autores reconhecem que a isomerizacao de acidos
graxos conjugados ocorre durante a metilacdo por catalisadores &cidos e
recomendam que as reagdes com BFs/metanol ou HCl/metanol sejam feitas a
temperatura ambiente para a reducdo desta isomerizacdo. O metéxido de sédio
(NaOCH3;) vem sendo utilizado como catalisador na metilagdo, mas os acidos graxos
livres ndo sao metilados sob estas condi¢cdes (KRAMER et al., 1997). Na Figura 5
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podemos observar que cada passo da reacao € reversivel, no entanto, com excesso
de alcool, o equilibrio é deslocado e a reacdo pode ser considerada completa
(AUED-PIMENTEL, 2007).

,,O H ,/O R'OH /,O HY //O
R-C — R=C . == R=C —_— R=C
OH OH2 +(I}—R' OR'
H

Figura 5 Mecanismo de esterificacdo acida.

Com o intuito de abreviar o tempo de reacdo, pode ser feita uma
transesterificacdo direta que envolve catalisadores alcalinos ou acidos, tendo os
lipideos com um unico reagente. A reacao ocorre, por exemplo, para acidos graxos
ligados por ligacao éster, ou seja, triacilglicerois e fosfolipideos, em um processo no
qual o alcool de origem, isto é, o glicerol, seja deslocado do lipideo por outro alcool
em excesso molar sob condicao anidra (ALDAI et al., 2005).

A transesterificacdo ocorre com refluxo e na presenca de catalisadores
acidos (HCI, H.SO4, BF3), como mostrado na Figura 6, ou basicos (NaOH, KOH,
metdxido de sodio) em que todos 0s passos sao reversiveis, e, novamente na
presenca de excesso de alcool, o equilibrio é deslocado para a formagéao do novo
éster (AUED-PIMENTEL, 2007).
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Figura 6 Mecanismo de transesterificacdo acida.
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Figura 7 Mecanismo de esterificagdo alcalina.

A transesterificagdo em meio basico (Figura 7) ocorre em condigbes de
temperatura mais amenas e tempo reduzido. Entretanto, os acidos graxos livres nao
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sao susceptiveis ao ataque nucleofilico de alcodis ou bases, e, portanto, ndo ocorre
a esterificacdo em condicbes de catalise basica. A reacdo de transesterificacao
ocorre satisfatoriamente com excesso de alcool e na auséncia de agua. O emprego
de KOH metandlico ndo é recomendado devido a ocorréncia de hidrélise e formacgao
de acido graxo livre. Este hidroxido é substituido, com vantagem, por alcoolatos
formados pela reacao de metal alcalino com sédio ou potassio e alcool (ex: metdxido
de sodio) (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

2.3.2Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear € uma das ferramentas
mais valiosas para a determinacao estrutural de compostos orgéanicos, contribuindo
para o estabelecimento do esqueleto da molécula. Para a obtencédo dos espectros
de ressonancia, submete-se a amostra a um campo magnético externo, de forma
que determinados ndcleos, que apresentam um movimento magnético nuclear
(ntcleos com nimero de massa impar como 'H, '*C, ®'P, por exemplo), possam
entrar em ressonancia com a radiofreqiéncia aplicada, absorvendo a energia
eletromagnética em frequéncias caracteristicas para cada nucleo, conforme sua
vizinhanga quimica. Os dados obtidos com este método espectroscopico sdo muito
importantes para a elucidacao estrutural de praticamente todas as classes de
produtos naturais. Os espectros de RMN de préton (RMN 'H) e de carbono
(RMN™C) sdo os mais utilizados, e a sua interpretacdo permite caracterizar o
namero € o tipo de atomos de H e C, em funcao da localizacdo e do desdobramento
dos sinais correspondentes a absorcao da energia eletromagnética. A grande
variedade de técnicas disponiveis de RMN permite identificar a proximidade espacial
ou mesmo a conectividade de alguns atomos em particular, auxiliando dessa

maneira, na montagem das diferentes partes da molécula (SIMOES et al., 1999).

A espectroscopia da ressonancia magnética nuclear é uma das técnicas
analiticas mais poderosas disponiveis ao quimico organico. O campo elevado de
instrumentos RMN de 400-600 megahertz j4 esta disponivel em muitos laboratérios
quimicos modernos. Aparelhos mais modernos de RMN apresentam uma elevada
sensibilidade e definicao utilizando softwares especiais podendo executar diversas
andlises espectrais de correlagao diferente. A espectroscopia de RMN do préton e

do carbono de moléculas orgéanicas permitiu a realizacao de estudos estruturais,
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cinéticos, e do equilibrio dos compostos individuais, puros ou em misturas. (LIE KEN
JIE, 2001). A analise RMN mostra-se precisa para a andlise de acidos graxos puros
que dao base as analises de composicgao lipidica de margarinas, manteiga, 6leo de
peixe, sementes, e dleos vegetais. Em particular, a espectroscopia '>°C RMN, com
sua escala de deslocamento quimico mais larga, mostrou-se util em fornecer um
aprofundamento no conhecimento da natureza da mistura lipidica qualitativa e
quantitativamente (PAJUNEN, KOSKELA e HOPIA, 2008).
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia biolégica dos isbmeros conjugados do acido
linoleico (CLAs) e frente as dificuldades analiticas na identificagdo dos mesmos, este
projeto teve como objetivos:

3.1 Objetivo geral

Avaliar criticamente metodologias analiticas para caracterizar os isémeros

conjugados ¢-9, t-11 e t-10, c-12 do acido linoleico.
3.2 Objetivos especificos

1. Identificar o melhor método para a esterificacdo dos CLAs em produtos

comerciais;

2. ldentificar a melhor programacado por cromatografia gasosa para a
separacao e identificagdo dos CLAs em produtos comerciais;

3. Avaliar produtos comerciais que contenham isémeros do acido linoleico

na sua composicao;

4. Analisar os CLAs em cortes bovinos e laticinios.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
Amostras

Foi analisada uma amostra comercial de suplemento de &cido linoleico
conjugado, o Tonalin® CLA TG 80, da Cognis, quatro cortes bovinos (alcatra,
fraudinha, maminha e picanha) fracionados em musculo e capa de gordura, creme
de leite, iogurte integral e trés tipos de queijo (mussarela, prato e provolone) que
foram adquiridos no comércio da cidade de Sao Paulo.

4.2 Extracao de lipideos da carne

Os lipideos das carnes foram extraidos a frio com cloroférmio:metanol (2:1)
pelo método de Folch, Lees e Stanley (1957). Foram pesados 2 gramas de musculo
ou 1 grama de capa de gordura, em triplicata, e homogeneizadas com 10 mL de
metanol por 1 minuto, em seguida adicionou se 20 mL de cloroférmio e
homogeneizou por mais 2 minutos. ApGs isso, a mistura foi filtrada a vacuo em funil
de buchner, e o residuo homogeneizado novamente com 30 mL de uma mistura de
cloroférmio:metanol (2:1) por 3 minutos. A mistura foi filtrada novamente e lavada
com 30 mL de uma mistura de cloroférmio:metanol (2:1). A mistura foi transferida
para uma proveta e foi adicionado 4 do volume de uma solugdo de cloreto de
potassio (KClaq) 0,88%; a mistura foi agitada e deixada em repouso para a
separacdo das fases. A fase aquosa foi descartada e na fragdo apolar, foi
adicionada 4 do volume de uma solucdo de metanol: agua (1:1), seguida de
agitacao e repouso para a separacao das fases. A fracao polar foi descartada e a
apolar filtrada em sulfato de sodio anidro (Na>SOs)) em um baldo e evaporado em
rotaevaporador. A gordura foi ressuspensa em 5 mL para posterior andlise

gravimétrica e esterificagéo.
4.3 Extracao de lipideos do creme de leite e do iogurte

Os lipideos do creme de leite e do iogurte foram extraidos pelo método
996.06 da AOAC (2002). Foi pesada uma quantidade do queijo homogeneizado e
triturado contendo de 50 - 100 mg de gordura. Em seguida, foi adicionado 50 mg de
acido pirogalico, 1 mL de padrdo interno (p.i.) e algumas pérolas de vidro. Foi
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adicionado 1 mL de etanol, 1 mL de agua e 2 mL de hidréxido de aménio (NH4OH)
30%, misturando-se bem entre as adi¢des. A mistura foi levada ao shaker 70 - 80°C,
sob agitacao moderada por 20 minutos, com agitacao no Vortex a cada 5 minutos e
entdo foi resfriada até temperatura ambiente. Foi adicionado 12 mL de éter etilico
nos tubos, seguido de agitacdo por 1 minuto. Adicionou-se mais 12 mL de éter de
petroleo, com agitagdo por mais 1 minuto. Os tubos foram centrifugados a 600 g por
5 minutos até a fase superior estar clara. A fase superior foi transferida para um
baldo e evaporada em rotaevaporador. A gordura foi ressuspensa em 5 mL de

cloroférmio para posterior analise gravimétrica e esterificagéo.

4.4 Extracao de lipideos do queijo

Os lipideos dos queijos foram extraidos pelo método 996.06 da AOAC
(2002). Foi pesada uma quantidade do queijo homogenizado e triturado contendo de
50 - 100 mg de gordura. Em seguida, foi adicionado 50 mg de acido pirogalico, 1 mL
de p.i. e algumas pérolas de vidro. Foi adicionado 1 mL de etanol, 1 mL de agua e 2
mL de hidréxido de aménio (NH4OH) 30%, misturando-se bem entre as adicdes. A
mistura foi levada ao shaker 70 - 80°C, sob agitagdo moderada por 20 minutos, com
agitacdo no Vortex a cada 10 minutos e entdo foi resfriada até temperatura
ambiente. Apds adicao de 5 mL de acido cloridrico (HCI) 12 M, a mistura foi levada
ao banho fervente por mais 20 minutos, agitando em Vortex a cada 10 minutos. As
amostras foram novamente resfriadas até temperatura ambiente. Foi adicionado 12
mL de éter etilico nos tubos, seguido de agitagdo por 1 minuto. Adicionou-se mais 12
mL de éter de petrdleo, com agitacdo por mais 1 minuto. Os tubos foram
centrifugados a 600 g por 5 minutos até a fase superior estar clara. A fase superior
foi transferida para um baldo e evaporada em rotaevaporador. A gordura foi
ressuspensa em 5 mL de cloroférmio para posterior andlise gravimétrica e

esterificagdo.
4.5 Métodos de Esterificacao

Foram testados trés métodos de esterificagcdo descritos a seguir.
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4.5.1 Esterificacao com trifluoreto de boro metandlico (BF3/metanol)

Foram dissolvidos 50 mg de lipideos em 1 mL de tolueno em tubo de ensaio
com tampa de rosca, adicionados de 3 mL de trifluoreto de boro metandlico anidro
14% e aquecido a 50°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL de &cido
acético glacial e 5 mL de agua. Os ésteres metilicos foram extraidos duas vezes
com 5 mL de hexano e retirados com pipeta de Pasteur. Apés filtracdo em sulfato de
sddio anidro, o hexano foi evaporado em rotaevaporador. A amostra foi ressuspensa
em hexano para andlise por cromatografia gasosa (CHRISTIE, SEBEDIO e
JUANEDA, 2001).

4.5.2 Esterificacao com metoéxido de sodio metandlico
(NaOCHj3;/metanol)

Foram dissolvidos 50 mg de lipideos em 1 mL de tolueno em tubo de ensaio
com tampa de rosca, adicionados de 2 mL de metoxido de sédio metandlico anidro
0,5 M e aquecido a 50°C por 10 minutos. Em seguida, adicionaram-se 0,1 mL de
acido acético glacial e 5 mL de agua. Os ésteres metilicos foram extraidos duas
vezes com 5 mL de hexano e retirados com pipeta de Pasteur. Apds filtracdo em
sulfato de sédio anidro, o hexano foi evaporado em rotaevaporador. A amostra foi
ressuspensa em hexano para analise por cromatografia gasosa (CHRISTIE,
SEBEDIO e JUANEDA, 2001).

4.5.3 Esterificacao combinada com metéxido de sodio metandlico
(NaOCHs/metanol), seguida de trifluoreto de boro metandlico (BFs/metanol)

Foram dissolvidos 50 mg de lipideos em 1 mL de tolueno em tubo de ensaio
com tampa de rosca, adicionado de 2 mL de metoxido de sédio metandlico anidro
0,5 M e aquecido a 50°C por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 3 mL de
trifluoreto de boro metandlico anidro 14% e aquecido a 50°C por mais 10 minutos.
Foi adicionado 0,1 mL de acido acético glacial e 5 mL de agua. Os ésteres metilicos
foram extraidos duas vezes com 5 mL de hexano e retirados com pipeta de Pasteur.
Apés filtracdo em sulfato de sbédio anidro, o hexano foi evaporado em
rotaevaporador. A amostra foi ressuspensa em hexano para analise por
cromatografia gasosa (CHRISTIE, SEBEDIO e JUANEDA, 2001).
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4.6 Condicoes Cromatograficas

As analises foram realizadas em um cromatégrafo a gas GC-17A, da marca
Shimadzu, equipado com injetor automatico AOC-20 e Workstation Class-GC10. A
coluna capilar de silica fundida utilizada serd uma SP-2560 (biscianopropil
polisiloxana) de 100 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,20 um de
espessura do filme da fase estacionaria. Foram utilizadas trés condigbes

cromatograficas:
4.6.1CLAO1 (KRAMER et al., 1997)

A coluna foi aquecida a 70°C por 4 minutos, seguida de aquecimento de
13°C/min até 175°C e mantida a essa temperatura por 27 minutos. Posteriormente
foi aquecida a 4 °C/min até 215°C e a temperatura mantida por 31 minutos. As
temperaturas do injetor e do detector eram respectivamente de 250 e 275°C, fluxo
de Hélio de 1 mL/min e split de 1/50.

4.6.2CLA02 (CORDAIN et al., 2001)

A coluna foi aquecida a 100°C por 4 minutos, seguida de aquecimento de
10°C/min até 175°C e mantida a essa temperatura por 30 minutos. Posteriormente,
foi aquecida a 5°C/min até 220°C e a temperatura mantida por 15,9 minutos. As
temperaturas do injetor e do detector eram respectivamente de 215 e 250°C, fluxo
de Hélio de 1 mL/min e split de 1/50.

4.6.3CLAO03 (BAUBLITS et al., 2007)

A coluna foi aquecida a 162°C por 32 minutos, seguida de aquecimento de
1,4°C/min até 195°C e mantida a essa temperatura por 15 minutos. Posteriormente,
foi aquecida a 2°C/min até 235°C e a temperatura mantida por 5 minutos. A
temperatura do injetor e do detector era de 250°C, fluxo de Hélio de 1 mL/min e split
de 1/50.

4.7 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia de carbono do isémero isolado cis-9, trans-11
CLA, do Tonalin® CLA TG 80 e FFA 80, foram obtidos em espectrometro Brukel DPX
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300 equipado com um probe de 5 mm multinuclear a 25°C, operado a 75,5 MHz para
os espectros de RMN *C. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado
(0,6 mL) e injetadas em tubo de RMN. Foi utilizado tetrametilsilano (TMS), como
padrao de referéncia. A quantificacdo foi feita a partir da relagdo entre a média de
areas de carbonos isolados pela area do pico de cada isdmero.

4.8 Determinacao da Gordura

A determinacédo de gordura foi realizada por gravimetria. De cada extrato
lipidico, foi tomada uma aliquota de 1,5 mL, que foi adicionada em vidro reldgio
previamente tarado. O solvente foi evaporado em capela de exaustdo, e, em
seguida, os vidros relégios contendo o lipideo foram secos em estufa a 105°C, até

peso constante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultado dos processos de esterificacao para a amostra
Tonalin® TG 80 da Cognis

Laudo técnico que acompanha o produto:

Tabela 1 Perfil de acidos Graxos do Tonalin TG 80 no laudo técnico

Acidos Graxos Especificagcdes (%) Laudo Cognis
C14:0 0 0
C16:0 <4 1,2
C18:0 <4 2,7
C18:1 10-20 13,0

C18:2¢-9,c-12 <3 0,2

c-9,t-11 CLA 37,5-42 40,0

t-10,c-12 CLA 37,5-42 39,0

Total CLA 78-84 81,4

Tabela 2 Perfil de acidos Graxos do Tonalin TG 80 pelo método CLAO1

CLAO1.MET NaOCHS; Mista BF;
Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio
C16:0 1,27 £ 0,02 1,27 + 0,01 1,25 + 0,00
C18:0 2,55 +0,03° 2,55+ 0,01° 2,35+ 0,03?
C18:1 13,56 + 0,08 13,57 +0,04° 12,79 + 0,272
C18:2 0,25+ 0,012 0,29 + 0,042 0,28 + 0,05°
C18:2 (9¢,11t) 40,28 + 0,052 40,14 + 0,042 40,83 +0,10°
C18:2 (10t,12c) 40,37 + 0,092 40,60 + 0,032 40,41 + 0,182
C18:2 (9t,11t) 0,98 + 0,022 1,31 +0,03° 1,67 £0,02°
Total CLA 81,63 + 0,152 82,05 + 0,072 82,91 +0,27°

Média seguida de mesma letra ndo difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de

Tukey (p<0,05).
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5.1.1 Métodos de esterificacao
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Figura 8 Aumento na formacao do estereoisémero t-9,t-11 a partir do ¢-9,t-11 CLA
sob os diferentes métodos de esterificacdo. Esterificacdo alcalina (NaOCHS3), mista
(NaOCHS3 + BF3) e acida (BF3).

A primeira etapa antes da analise cromatografica de lipideos é a preparacao
dos ésteres metilicos de &cidos graxos (CHRISTIE, DOBSON e ADLOF, 2007).
Neste processo, a composicdo dos acidos graxos conjugados pode ser bastante
afetada pelo catalisador usado na metilacao (KRAMER et al., 1997).

Desde sua introdugdo como um método rapido da preparacdo de ésteres
metilicos de acidos graxos, o BF3 vem sendo largamente utilizados como um bom
catalisador para a transesterificagdo (ALDAI et al., 2005), porém alguns estudos
mostram que o BF3; deve ser evitado quando € necessario analisar acidos graxos
com duplas ligagbes conjugadas, pois este pode alterar sua configuracao,
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convertendo isbmeros cis, frans ou ftrans, cis em isémeros trans, trans como
mostrado na Tabela 2 e Figura 8 (KRAMER et al., 1997; YAMASAKI et al., 1999;
PARK et al.,, 2002; ALDAI et al., 2005). A esterificagdo utilizando apenas o
NaOCHs/metanol ndo provoca a isomerizagao dos acidos graxos conjugados, porém
ndo é capaz de metilar acidos graxos livres (KRAMER et al., 1997). Esta
esterificacdo deve se dar em condi¢cées estritamente anidras, pois a presenca de
agua causa saponificacdo (ALDAI et al., 2005). Devido as limitagbes destes
catalisadores, a combinagcdo dos dois vem sendo sugerida, pois todos os &cidos
graxos sao esterificados, tendo uma reducdo na formacdo de estereoisbmeros
(KRAMER et al., 1997). Estes dados puderam ser confirmados nas andlises fazendo
uso destes trés métodos de esterificacdo, onde foi possivel observar a maior
formacao do isémero trans, trans na esterificacdo com o BF3, quando comparado a
esterificacdo com NaOCHs. Ja pelo método de esterificacdo mista, estes teores

variaram, entre os métodos com apenas um dos catalisadores.
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5.1.2Métodos cromatograficos
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Figura 9 Cromatograma padréo sigma 18919 adicionado de CLA pelo método
CLAO1.
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Figura 10 Cromatograma Tonalin TG 80 esterificado com NaOCHj; pelo método
CLAO1.
Usando uma programacao de temperatura de 70 - 215°C (CLAO1) foi

possivel obter uma boa separagao de acidos graxos de cadeia curta (C4:0) a acidos

poliinsaturados de cadeia longa. Entretanto, Houve uma sobreposicao do C21:0 e t-
10,c-12 CLA.
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Figura 11 Cromatograma padrao sigma 18919 adicionado de CLA pelo método
CLAO2.
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Figura 12 Cromatograma Tonalin TG 80 esterificado com NaOCHj; pelo método
CLAO2.
Usando uma programagcgéao de temperatura de 100 - 220°C (CLA02), por um
tempo mais curto foi possivel obter uma boa separacao de acidos graxos de cadeia
curta (C4:0), acidos da familia C18. Entretanto, o tempo de corrida nao foi suficiente

para a identificacao de todos os acidos poliinsaturados de cadeia longa.
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Figura 13 Cromatograma padrao sigma 18919 pelo método CLAOQS.
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Figura 14 Cromatograma Tonalin TG 80 esterificado com NaOCHj; pelo método
CLAOQS.
Usando uma programacao de temperatura de 162 - 235°C (CLAO03), foi
possivel obter uma separacdo de acidos graxos de cadeia curta (C4:0) a acidos

poliinsaturados de cadeia longa com uma boa separacao na regido dos isbmeros cis

e trans do C18:1, C18:2 e CLAs, foco do estudo, sem que houvessem
sobreposicoes.
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Dessa forma, para as analises das carnes, foram utilizados os métodos de
esterificacao alcalina e condigdes cromatograficas segundo método de Baublits et al.
(2007).

5.2 Identificacao e quantificacao por Ressonadncia Magnética
Nuclear do carbono

Tonalin FFA 80

9Z-11E 10612z

Figura 15 Espectro de RMN '3C do Tonalin FFA 80.

5.2.1 Calculo da concentracao do Tonalin FFA 80

Area do Carbono total = Area do C-a + Area do C-B + Area do C-w
3

Area do Carbono total = 177,2493 + 183,7570 + 177,9068 = 179,6377
3

Percentual em massa de 9z,11e — CLA no Tonalin FFA 80



% =__ Areado 9z-11E x 100

Area do carbono total

% =_72,7780 x 100 =40,51%

179,6377
Percentual em massa de 10e,12z - CLA no Tonalin FFA 80
% =_72,7661 x 100 =40,51%

179,6377

Tonalin TG 80
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Figura 16 Espectro de RMN *C do Tonalin TG 80.

5.2.2 Calculo da concentracao do Tonalin TG 80

Area do Carbono total = 138,8955 + 135,0948 + 139,0550 = 137,6818

T T T T T T T T
60 50 40 30 20 10 0 ppm
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Percentual em massa de 9z,11e — CLA no Tonalin TG 80
% =_50,9922 x 100 = 37,04%

137,6818
Percentual em massa de 10e,12z - CLA no Tonalin TG 80
% = _ 60,3780 x 100 = 43,85%

137,6818

Isémero isolado 9Z-11E

9Z-11E|

Y7 N ) il

Figura 17 Espectro de RMN '®C do isémero isolado ¢-9,t-11 CLA.
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A identificagdo dos isbmeros pode ser feita com base em outros trabalhos
encontrados da literatura (DAVIS, MCNEILL, CASWELL, 1998; LIE KEN JIE,2001).
Os valores encontrados pela analise de RMN '3C, a partir do Tonalin FFA 80 foram
equivalentes aos encontrados por cromatografia gasosa, ja os valores encontrados a
partir do Tonalin TG 80 encontram-se um pouco deslocados, porém esta ainda é

uma excelente ferramenta para a identificacdo destes isbmeros.

5.3 Gravimetria das carnes

Tabela 3. Teor de gordura das carnes

Alcatra Cupim Fraudinha Maminha Picanha

Média + Desvio Média + Desvio Média *+ Desvio Média * Desvio Média + Desvio

Musculo 2,60 +0,60% 2,98 +0,11%° 8,23 +0,37° 2,78 +0,44%° 2,81 +0,84™
gﬁf;u‘r’s 4479+088°  4127+296% 67,87 +0.28° 61.81 +3.24° 5776 +1,03°

Média seguida de mesma letra ndo difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de
Tukey (p<0,05)

Os teores de gordura intramusculares encontrados neste trabalho estao
compativeis com os relatados no estudo de SCOLLAN et al., (2006) onde estes
teores estdo em torno de 2 - 5% em cortes magros, como no caso do presente
estudo em que o0 musculo e a capa de gordura foram avaliados separadamente. Os
teores de gordura na capa de gordura variaram entre 44,8 - 67,9%, estes valores

encontram-se abaixo do valor encontrado por ENSER et al., (1996) de 70%.



Tabela 4 Perfil de acidos graxos dos musculos em g/100 g de lipideos

5.4 Perfil de acidos graxos das carnes
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Alcatra Cupim Fraudinha Maminha Picanha
Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio

C10:0 0,00 + 0,00° 0,23 +0,02° 0,00 + 0,00° 0,05 + 0,04° 0,00 + 0,00°

Cc12:0 0,20 + 0,00° 0,00 + 0,007 0,10 +0,08° 0,16 + 0,04° 0,09 +0,16°

C14:0 7,70 +0,122 3,93 +0,11° 4,55 +0,06° 3,13 +0,01° 3,70+0,12°

C16:0 46,87 +0,29° 26,41 +0,25° 27,91 +0,27° 26,22 +0,27° 26,30 + 0,84°

c18:0 20,80 + 0,592 18,31 +0,29° 16,31 £0,20° 17,27 + 0,89 13,98 + 0,50°

C20:0 0,20 + 0,00° 0,16 +0,01° 0,04 +0,07° 0,13+0,01° 0,00 + 0,00°

C22:0 0,00 + 0,00° 0,22 +0,01° 0,00 +0,00° 0,30 +0,07° 0,15+0,14°

¥ AGS 78,63 + 0,242 53,08 + 0,532 50,69 + 37,162 49,12 +1,192 46,29 +0,55%
C14:1 2,67 £+0,122 0,61 +0,03° 0,95 + 0,03° 0,59 + 0,04° 1,19 +0,07°

c16:1 8,39 + 0,242 3,45+ 0,16° 3,97 +0,04° 3,47 +0,07° 5,07 +0,10°

C17:1 1,20 + 0,03 0,73 +0,14° 0,73 +0,01° 0,83+0,11° 1,03 +0,04%

c18:1 4,24 +0,33° 34,91 +2,49° 40,30 + 0,142 37,37 £0,37° 38,77 +0,63°

C20:1 0,92 +0,12° 0,83 +0,04° 0,45 +0,39° 0,98 +0,07° 0,92 +0,19°

T AGM 17,42 +0,18° 41,34 +2,64%° 46,67 + 27,362 44,94 + 0,322 48,04 + 0,142
ci182C 1,87 £0,02° 2,37 +0,15%® 1,52 +0,05° 3,44 + 0,552 3,08 + 0,862
T AGP 1,87 £0,02° 2,78 + 0,26% 1,76 +1,78° 4,36 +0,772 3,563 +1,01%

c18:1 T 0,00 +0,00° 1,36 + 2,352 0,19 + 0,022 0,45 + 0,592 1,46 + 0,572
ci18:2T 0,61 +0,012 0,50 + 0,032 0,16 +0,16™ 0,46 +0,14% 0,15 +0,14°
T AGT 0,61 +0,012 1,86 + 2,332 0,34 + 0,332 0,91 + 0,532 1,60 + 0,712

CLA 1,48 + 0,022 0,94 +0,012 0,53 + 0,03 0,67 +0,03% 0,54 + 0,06°

Média seguida de mesma letra ndo difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de
Tukey (p<0,05).



Tabela 5 Perfil de &cidos graxos dos musculos em mg/100 g de amostra
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Alcatra Cupim Fraudinha Maminha Picanha
Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio
C10:0 0,00 + 0,00° 7,04 +0,43° 0,00 + 0,00° 1,50 +1,31° 0,00 + 0,00°
C12:0 5,24 +1,37° 0,00 + 0,00° 8,05 + 6,97° 4,80 +0,95° 4,17 +7,22°
C14:0 200,50 + 54,12° 118,71 £ 6,57 382,69 + 2,192 96,41 +13,74° 143,02 + 43,24
C16:0 1219,05+320,02° 797,11 £26,77° 234563 +20,70° 808,87 + 121,19°  1013,45 + 290,09°
C18:0  537,74+126,19° 552,72 +19,96°  1371,12+40,358 534,43 +97,18° 542,00 + 169,01°
C20:0 5,10 + 1,267 4,90 +0,12° 3,38 +5,85° 4,14 +0,71° 0,00 +0,00°
C22:0 0,00 + 0,00° 6,63 + 0,46™ 0,00 +0,00° 9,20 +2,47° 6,96 + 6,52%°
Y AGS 2041,67 £520,70° 1601,80 +41,46°  4261,47 +80,532  1516,47 + 240,86° 1793,27 + 549,31°
C14:1 69,93 + 20,542 18,52 +1,33° 79,55 + 1,172 18,16 £1,71° 45,85 + 12,672
C16:1 218,96 + 61,44° 104,20 + 6,35° 333,54 + 2,202 106,81 +13,43° 196,02 + 58,09°°
C17:1 31,26 +8,73° 22,25 + 4,43 61,44 +0,48° 25,44 +4,72° 39,58 +11,13°
c18:1 108,71 +21,10°  1055,56 + 109,03° 3388,02+51,642 1151,34 +160,88° 1506,86 + 479,35°
C20:1 24,44 +8,72° 2527 + 1,432 37,80 + 32,732 29,94 + 3,44° 34,47 +9,62°
T AGM 45331 +120,50° 1249,64 +119,52° 392316 +7597% 1383,87 +18559° 1862,28 + 574,93"
C18:2C 48,56 +13,02° 71,61 +6,25° 128,10 + 1,992 105,72 + 21,45 114,89 + 35,62%
T AGP 48,56 + 13,02° 84,04 +9,51° 147,62 +33,73%® 134,16 £29,81® 132,31 +45,01%
c18:1 T 0,00 +0,00° 39,35 + 68,162 15,72 2,132 12,23 + 15,072 60,28 + 35,272
C182T 1578 +4,19° 15,19 + 1,432 13,28 + 13,502 14,24 + 5742 6,71 + 6,432
Y AGT 15,78 +4,192 54,55 + 67,102 28,99 + 15,512 26,47 + 11,09 66,99 + 41,692
CLA 38,55 + 10,44° 28,45 +1,14% 44,93 + 3,32% 20,66 + 3,35 20,90 + 6,93°

Média seguida de mesma letra ndo difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de
Tukey (p<0,05).



5.5 Perfil de acidos graxos das capas de gordura

Tabela 6 Perfil de acidos graxos das capas de gordura em g/100 g de lipideos

Alcatra Cupim Fraudinha Maminha Picanha
Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio

C10:0 0,00 + 0,00° 0,27 + 0,022 0,16 + 0,00 0,08 +0,00° 0,00 + 0,00°

C12:0 0,14 + 0,00° 0,13 + 0,00° 0,20 + 0,002 0,16 + 0,04%® 0,00 + 0,00°

C14:0 4,96 +0,01° 3,90 +0,11° 4,70 + 0,04 3,96 +0,72° 7,37 + 0,042

C16:0 30,64 +0,06° 24,70+0,07° 23,72+0,17° 26,27 £0,31° 44,31 + 0,202

C18:0 13,50 £0,37° 25,65+0,052 10,12+0,21% 13,76 +2,32° 19,16 +0,22°

C20:0 0,15 + 0,00° 0,24 + 0,012 0,14 + 0,00 0,15 +0,01° 0,24 + 0,002

C22:0 0,00 + 0,002 0,00 + 0,002 0,00 + 0,002 0,10 £ 0,182 0,00 + 0,002

> AGS 51,25+0,32° 5868+0,11° 41,30 £0,56° 46,41 +1,43° 74,86 + 0,482
C14:1 1,83 +0,09° 0,42 +0,01° 1,86 +0,02° 1,31 +0,59° 3,30 + 0,002

C16:1 5,73 +0,16° 2,76 +0,01° 5,21 +0,02° 0,90 + 0,04° 10,51 + 0,452

C17:1 0,77 +0,01° 0,67 +0,01° 1,15 +0,01° 3,69 + 0,022 1,98 +0,01°

c18:1 33,72+0,15° 33,36 +0,15° 46,30 + 0,672 39,80 2,04 3,69 + 0,02°

C20:1 0,64 + 0,012 0,67 + 0,002 0,88 +0,02% 0,56 + 0,972 1,02 + 0,032

¥ AGM 43,83 +0,39° 37,89+0,14° 5540+0,672 48,16 +2,47° 20,50 +0,48°
c18:2C 1,12 + 0,032 1,57 + 0,022 1,20 + 0,062 1,98 + 1,352 1,92 +0,00°
> AGP 1,12 + 0,032 1,57 + 0,022 1,20 + 0,062 2,28 + 1,882 1,92 +0,00°
C181T 3,59 + 0,072 0,00 +0,00° 0,00 + 0,00° 1,40 +0,24° 0,00 + 0,00°
Cc18:2T 0,42 +0,00° 0,78 + 0,072 0,54 + 0,06° 0,51 £0,10° 0,82 + 0,002
> AGT 4,01 +0,072 0,78 +0,07° 0,54 + 0,06° 1,91 £0,34° 0,82 + 0,00°

CLA 0,94 +0,03° 1,09 +0,01° 1,55 +0,01% 1,24 +0,50° 1,90 + 0,012

Média seguida de mesma letra nao difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de

Tukey (p<0,05).
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Tabela 7 Perfil de acidos graxos das capas de gordura em g/100 g de amostra

Alcatra Cupim Fraudinha Maminha Picanha
Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio
C10:0 0,00 + 0,00° 0,27 +0,02° 0,11 +0,00° 0,06 + 0,02° 0,00 + 0,00°
C12:0 0,06 +0,00° 0,13 +0,00° 0,14 +0,00° 0,11 +0,03° 0,00 + 0,00°
C14:0 2,24+0,03% 3,90+0,112 3,19+0,04° 2,97+1,20° 4,00+1,04%
C16:0 13,84+0,13° 24,70+0,07° 16,11+0,14*®  19,60+6,02°°  24,0446,30%
C18:0 6,10+0,20° 25,65+0,05° 6,87+0,15° 10,12+2,61° 10,49+2,56°
C20:0 0,07 +0,00° 0,24 +0,01° 0,09 + 0,00° 0,11 +0,04° 0,10 +0,09°
C22:0 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,07 +0,11? 0,00 + 0,00°
T AGS 23,16+0,34° 58,68+0,11° 28,05+0,40° 34,48+2,39° 46,76+0,17°
C14:1 0,83+0,04%° 0,42+0,01° 1,26+0,01% 1,01+0,62% 1,77+0,50°
c16:1 2,59+0,06" 2,76+0,01%° 3,54+0,01% 3,63+1,61% 5,57+1,73
C17:1 0,35+0,01°  0,67+0,01® 078+0,01®  0,68+0,23® 1,06 +0,30°
c18:1 15,23+0,17%  33,36+0,15°  31,44+0,45®  16,33+13,52*  9,90+13,16°
C20:1 0,29 +0,01° 0,67 +0,00° 0,60 +0,01° 0,52 +0,17° 0,52 +0,21°
¥ AGM 19,28+0,22° 37,8940,14° 37,63+0,45° 22,56+0,10° 12,81+0,34°
ci18:2C 0,50+0,01° 1,57+0,02° 0,81+0,04% 1,3940,81% 1,05+0,26%
¥ AGP 0,50+0,012 1,57+0,02° 0,81+0,04° 1,58+1,25% 1,20+0,00°
c18:1T 1,62+0,04° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,91+0,18° 0,26+0,44°
c182T 0,19+0,00° 0,78+0,07° 0,37+0,04™ 0,37+0,14* 0,44+0,13°
(AGT 1,81+0,04a 0,78+0,07c  0,37+0,04d 1,2840,15b  0,51+0,00d
CLA 0,4340,02a 1,09+0,01° 1,0540,012 0,95+0,55° 1,0240,29°

Média seguida de mesma letra nao difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de

Tukey (p<0,05).
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Os acidos graxos saturados predominantes foram o &acido miristico (C14:0),
o acido palmitico (C16:0) e o acido estearico (C18:0), monoinsaturados palmitoleico
(C16:1) e oleico (C18:1) e poliinsaturado o &cido linoleico (C18:2 cis-9, cis-12). Estes
resultados estdo de acordo com estudos de (SCOLLAN et al., 2006; ALFAIA et al.,
2009; FERNANDES et al., 2009).

Os acidos graxos trans encontrados nos musculos ficaram entre 0,3% na
fraudinha e 1,86% no cupim, sendo o isémero predominante o 4cido vacénico (11
C18:1), um precursor do acido ruménico. Estes resultados estdo proximos aos
valores apresentados por SARRIES, et al. (2009) em que os teores variaram de 1,57
- 8,0% e abaixo dos relatados por ALFAIA et al. (2009), nos quais a autora mostrou
teores em torno de 3,2% de AGT na gordura intramuscular. Na capa de gordura, 0s

teores ficaram entre 0,54% na fraudinha e 4,01% na alcatra.

Os teores de CLAs, presentes nas carnes, encontrados neste estudo ficaram
entre 0,53% na fraudinha e 1,48% na alcatra. J4 nas capas de gordura, os teores
encontrados foram de 0,94% na alcatra e 1,90% na picanha. Estes valores
encontram-se mais elevados que no estudo de MARKS et al., 2004, em que os
teores ficaram entre 0,68 - 0,90% e ALFAIA et al. (2009) de 0,26-0,58%. O acido
ruménico foi o principal isémero detectado em todos os cortes, uma vez que este é
produzido tanto na biohidrogenacao ruminal, quanto por sintese enddégena a partir
do &cido vacénico (ALFAIA et al., 2009). Os teores nas capas de gorduras foram
mais elevados, pois o tecido adiposo é um sitio de sintese enddgena dos CLAs
(GRIINARI et al., 2000). Esta variacdo pode acontecer pelo fato de as amostras
terem sido adquiridas no comércio local, sem que houvesse o controle da dieta do
gado, uma vez que varios estudos mostram a variacdo destes teores pela dieta
(DHIMAN, NAM e URE, 2005; FRENCH et al., 2003; NUERNBERG et al., 2007).



Tabela 7 Teor de gordura dos laticineos
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Creme de Leite

Média * Desvio

logurte

Média *+ Desvio

Queijo
Mussarela
Média *+ Desvio

Média + Desvio

Queijo Prato

Queijo
Provolone
Média + Desvio

15,30 +0,88°

6,90 + 0,99°

28,77 +0,20°

35,29 +0,42%

30,40 +0,27°

Média seguida de mesma letra nao difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de

Tukey (p<0,05)

Tabela 8 Perfil de &cidos graxos dos laticinios em g/100 g de lipideos

Creme de Leite
Media *+ Desvio

logurte

Media + Desvio

Queijo Mussarela
Media + Desvio

Queijo Prato

Media * Desvio

Queijo Provolone

Media *+ Desvio

C10:0 1,37 +0,05° 2,14 +0,66° 1,81 +0,08° 2,28 + 0,082 2,48 + 0,032
C12:0 2,91 +0,01° 3,19 +0,27% 2,55 +0,04° 3,24 + 0,032 3,49 + 0,012
C14:0 11,89 +0,03° 12,11 £0,07° 11,05 +0,15° 12,51 +0,04° 13,07 + 0,022
C16:0 34,34 +0,122 35,07 + 0,642 33,25 + 0,46° 34,28 + 0,082 34,18 +0,02%
C18:0 13,94 +0,112 12,94 +0,28° 13,36 +0,18™ 13,41 +0,04° 11,83 +0,00°
C20:0 0,17 +0,00% 0,15 +0,01° 0,16 + 0,00® 0,18 + 0,002 0,16 + 0,00%
C22:0 0,06 + 0,012 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,05 + 0,022 0,00 + 0,00°
Y AGS 66,41 +0,20%° 66,58 + 0,54 64,59 +1,82° 68,04 + 1,322 67,82 + 0,972
C14:1 1,08 + 0,00° 2,44 +0,032 1,22 +0,02¢ 1,74 +0,01° 1,32 +0,00°
ci16:1 2,09 +0,01° 2,12 + 0,04 2,28 +0,032 2,16 +0,01° 2,23 +0,00°
C17:1 0,29 + 0,00° 0,25 +0,01° 0,41 + 0,002 0,27 +0,00° 0,37 +0,00°
c18:1 25,61 + 0,252 24,24 +0,42° 25,45 + 0,482 22,08 + 0,35° 22,76 +0,06°
C20:1 0,55 +0,01° 0,46 +0,01° 0,59 + 0,012 0,44 +0,01° 0,49 + 0,00°
¥ AGM 29,63 + 0,242 29,51 + 0,472 29,95 + 0,432 26,68 + 0,37° 27,18 +0,07°
ci82C 1,99 +0,02° 2,27 + 0,062 1,02 £0,01¢ 1,68 +0,02° 1,09 + 0,00°
C20:2 0,06 + 0,00° 0,12 £ 0,012 0,07 + 0,00° 0,06 + 0,00° 0,07 +0,00°
C20:4 0,11 + 0,002 0,00 +0,00° 0,02 +0,02° 0,10 + 0,002 0,06 + 0,00°
¥ AGP 2,21 +0,02° 2,56 + 0,102 1,20 +0,03¢ 1,89 +0,01° 1,29 + 0,01°
C18:1t 0,24 +0,03° 0,03 + 0,05° 2,60 + 0,572 2,23 +0,732 2,34 +0,012
Cci18:2t 0,50 + 0,092 0,49 +0,01° 0,51 +0,012 0,38 + 0,00° 0,22 +0,02°
¥ AGT 0,75 + 0,06° 0,52 +0,04° 3,10 + 0,562 2,61 0,742 2,56 +0,012
CLA 1,00 +0,02° 0,83 + 0,02° 1,15 £0,012 0,77 + 0,00° 1,15 + 0,00

Média seguida de mesma letra nao difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de
Tukey (p<0,05).



Tabela 9 Perfil de &cidos graxos dos laticinios em g/100 g de amostra
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Creme de Leite
Media + Desvio

logurte

Media * Desvio

Queijo Mussarela
Media = Desvio

Queijo Prato

Media + Desvio

Queijo Provolone

Media + Desvio

C10:0 0,21 +0,01° 0,15 +0,04° 0,52 +0,02° 0,81 + 0,032 0,75 + 0,012
C12:0 0,45 +0,03° 0,22 +0,03° 0,73 +0,02° 1,140,012 1,06 + 0,01°
C14:0 1,82 £0,11° 0,84 +0,12° 3,18 +0,07° 4,41 + 0,052 3,97 +0,04°
C16:0 5,26 + 0,32° 2,42 +0,35° 9,57 +0,20° 12,10 £ 0,142 10,39 +0,10°
C18:0 2,13 +£0,14° 0,89 +0,14° 3,84 +0,08° 4,73 + 0,052 3,59 +0,03°
C20:0 0,03 +0,00° 0,01 +0,00° 0,05 +0,00° 0,06 + 0,007 0,05 + 0,00°
C22:0 0,01 +0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 +0,00° 0,02 +0,00° 0,00 + 0,00°
¥ AGS 10,16 +0,61° 4,59 +0,64° 19,45 + 0,65° 25,07 + 0,572 21,83 0,43
C14:1 0,17 +0,01° 0,17 +0,02° 0,35 +0,01° 0,61 +0,012 0,40 + 0,00°
c16:1 0,32 +0,02° 0,15 +0,02° 0,66 +0,01° 0,76 + 0,012 0,68 +0,01°
C17:1 0,04 +0,00° 0,02 +0,00° 0,12 +0,00° 0,09 +0,00° 0,11 +0,00°
c18:1 3,92 +0,19° 1,67 +0,26° 7,32 +0,09° 7,79+0,132 6,92 + 0,06°
C20:1 0,08 + 0,00° 0,03 + 0,00° 0,17 +0,00° 0,15 +0,00° 0,15 +0,00°
T AGM 4,53 +0,23° 2,04 +0,31° 8,62 +0,07° 9,42 +0,142 8,26 +0,07°
C18:2C 0,30 +0,02" 0,16 +0,02° 0,29 + 0,00° 0,59 + 0,012 0,33 +0,00°
C20:2 0,01 +0,00° 0,01+ 0,00 0,02 +0,00° 0,02 +0,00° 0,02 + 0,007
C20:4 0,02 +0,00° 0,00 + 0,007 0,01 +0,012 0,03 +0,00% 0,02 + 0,007
T AGP 0,34 +0,02° 0,18 +0,03° 0,35+ 0,01 0,67 + 0,012 0,39 + 0,00°
c18:1t 0,04 +0,00° 0,00 +0,00° 0,75 +0,162 0,79 + 0,262 0,71 +0,012
c18:2t 0,08 +0,01° 0,03 +0,01° 0,15 +0,00a 0,14 +0,00a 0,07 +0,00°
T AGT 0,11 +0,01° 0,04 +0,00° 0,89 +0,162 0,92 + 0,262 0,78 +0,012
CLA 0,15 +0,01° 0,06 +0,01° 0,33 +0,012 0,27 +0,00° 0,35 + 0,007

Média seguida de mesma letra nao difere significativamente, segundo ANOVA, seguido de teste de

Tukey (p<0,05).
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Os valores encontrados nas analises gravimétricas estdo de acordo com os
rétulos dos produtos e pelos valores apresentados por apresentados por MENDIS,
CRUZ-HERNANDEZ e RATNAYAKE (2008).

Assim como nas carnes 0s principais acidos graxos encontrados nestas
amostras foram os acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), esteéarico (C18:0),
palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2 cis-9, cis-12).

A concentracdo dos AGT de 0,52-3,10%, abaixo dos valores relatados por
MENDIS, CRUZ-HERNANDEZ e RATNAYAKE (2008) que foram de 4,2 - 7,8%.

Os teores de CLA encontrados nos laticinios estdo de acordo com os
apresentados por MENDIS, CRUZ-HERNANDEZ e RATNAYAKE (2008) que
mostraram valores que variaram entre 0,5 - 0,9%, assim como no estudo de
BHARATHAN et al.(2008) que, suplementando vacas leiteiras com 0Oleo de peixe,
obteve valores de CLA entre 0,61-1,68%.
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6 CONCLUSOES

O método de esterificagdo alcalina mostrou-se o mais adequado para uma
quantificacdo segura do perfil de acidos graxos de alimentos que contenham os
isdbmeros conjugados do &cido linoleico.

As condicbes cromatograficas CLAO3 mostrou-se a mais adequada para a
analise do perfil de acidos graxos de carnes, expondo uma boa separagao na regiao

dos isbmeros do acido oleico e linoleico.

A ressonancia magnética nuclear do carbono 13 mostrou-se como uma boa

ferramenta para a identificacao e quantificacao dos CLAs.

Os acidos palmitico, esteérico e oleico sdo os acidos graxos predominantes

nos musculos, capas de gordura e laticinios.

Os teores de acido linoleico conjugado foram elevados, tendo as capas de
gordura uma quantidade maior destes isdbmeros, uma vez que o tecido adiposo é um

sitio de sintese enddgena de CLAs.

A variacao destes teores pode ser dada possivelmente pela diferenga nas
dietas dos animais, uma vez que os alimentos foram adquiridos no comércio e a

dieta dos animais desconhecida.
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