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RESUMO: O termo acido linoléico conjugado (CLA) refere-se a uma mistura de isémeros do acido linoléico.
Destes, dois tem destaque mundial. O isébmero 18:2t10c12 apontado como um potente inibidor da sintese
de gordura no leite e o isbmero 18:2c9t11 com propriedades antitumorais comprovadas. No entanto faltam
dados sobre a pasteurizagao utilizada na conservacao do leite, que demonstrem como esta pode afetar a
composicdo de acidos graxos neste alimento. Este trabalho objetivou, quantificar os acidos graxos
presentes em leite cru e ap6s o mesmo passar pelo processo de pasteurizacdo, através da técnica de
cromatografia em fase gasosa. As amostras foram coletadas em laticinio do noroeste paranaense,sendo as
de leite cru retiradas do tanque de estocagem, e as de leite pasteurizado, da saida do pasteurizador, ambas
foram armazenadas em freezer a temperatura de -18°C, para posterior analises Foi utilizada para a extragéo
de lipidios, a técnica de Folch Lees e Stanley. Os lipidios foram esterificados através da técnica de Bannon
et al.. A analise cromatogréfica foi conduzida utilizando um cromatégrafo a gas Varian, modelo CP 3380,
equipado com detector de ionizacdo de chama.Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. Os acidos
graxos saturados (AGS) foram os mais abundantes, sendo majoritarios os acidos palmitico (16:0), estearico
(18:0) e miristico (14:0), respectivamente. , Houve diferencas significativas (p < 0,500) de 18:2c9t11 nas
amostras, estando no leite cru sua maior quantidade (14,91+0,17 mg/g), havendo redugéo de 58,28% deste
isdmero apés pasteurizagdo. Demonstrando que a pasteurizagdo na conservacao do leite, afeta o teor de
CLA dos mesmos.
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1 INTRODUGAO

O termo &cido linoléico conjugado (CLA), refere-se a uma mistura de isébmeros do
acido linoléico (acido cis-9, cis-12 octadecadiendico), que foram descobertos por
cientistas da Universidade de Wisconsin em Madison (USA) no final da década de 70.
Destes is6meros, dois tem ganhado destaque mundial nas pesquisas com alimentos O
isbmero 18:2t10c12 tem sido apontado como um potente inibidor da sintese de gordura
no leite e também responsavel pela redistribuicdo da gordura do musculo, sendo capaz de
diminuir a massa gorda e aumentar a massa magra, reciprocamente O isdbmero 18:2c9t11
tem propriedades antitumorais comprovadas, como agente redutor da incidéncia do
cancer de mama (Ou et al., 2007)

Como o CLA é um produto da biohidrogenacgéao incompleta, alimentos de origem de
ruminantes, sao as principais fontes na dieta humana. No entanto faltam dados sobre os
processos térmicos utilizados para conservacao de leite e seus derivados, a respeito de
estes afetarem as suas propriedades nutricionais e organolépticas (Pereda et al., 2008.).
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Também, ndo foram encontrados relatos semelhantes que demonstrem como a
pasteurizacdo pode afetar a composicao e quantidade de acidos graxos em leite e seus
derivados

Por isto neste trabalho, procurou-se, quantificar os acidos graxos em especial o
CLA presentes em leite cru e apds este mesmo leite passar pelo processo de
pasteurizacao, de forma que o leitor possa ao final, conhecer em média, a origem e a
quantidade dos acidos graxos que esta ingerindo através de sua alimentagao.

2 MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras foi realizada em laticinio do noroeste do Parana. O mesmo
recebe diariamente uma carreta de leite cru refrigerado tipo ¢ contendo 26.0001.A matéria
prima é oriunda sempre da cidade de Lobato-PR, onde os animais sdo na grande maioria
da raca Gir (Bos indicus), e sdo alimentados no sistema de pastagem com estrela africana
(Cynodon nlenfuensis var. nlenfuensis). A esta carreta é entdo conectada uma tubulagao
de inox que com auxilio de bomba positiva, bombeia o leite por sistema fechado até o
tanque isotérmico vertical de estocagem com capacidade de 30.000l, munido de agitador.

Deste tanque foram coletadas cinco amostras de 250 mL cada, em frascos
previamente esterilizados. Foram coletadas amostras em quatro semanas consecutivas
do més de janeiro de 2009 (verdo). Apos recolhimento, os frascos foram imediatamente
resfriados e congelados, sendo transportados em recipientes térmicos.

Do tanque isotérmico vertical que estava estocado inicialmente, o leite cru segue
bombeado por sistema fechado em tubulacéo de inox até o pasteurizador a placas do tipo
HTST (alta temperatura, curto tempo), munido de controlador de temperatura digital, onde
€ aquecido a 75°C/15s e resfriado imediatamente a 5°C sofrendo assim o processo de
pasteurizacdo, seguindo para outro baldo de estocagem horizontal com capacidade de
30.0001, isotérmico e munido com agitador.

Deste tanque sdo coletadas cinco amostras de 250 mL cada, em frascos
previamente esterilizados. Apos recolhimento, os frascos foram imediatamente resfriados
e congelados, sendo transportados em recipientes térmicos.

A determinagéo de lipidios totais foi realizada de acordo com o método de Folch,
Lees e Stanley, (1957) com cloroférmio, metanol e agua (2:1: 1).

Os lipidios foram submetidos a preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos,
conforme procedimento descrito por Bannon et al., (1982) com modificacoes.

Foram adicionados 5,0 mL de solucdo de Metdxido de sédio 0,25 mol L™ em
metanol —éter etilico (1:1), em um tubo de tampa rosqueavel contendo aproximadamente
150 mg de lipidios, agitando vigorosamente por aproximadamente 3 minutos. A mistura,
foram adicionados 3,0 mL de iso-octano e 15 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio.
O tubo foi novamente agitado vigorosamente e deixado em repouso para separacao das
fases, e 0 sobrenadante foi coletado em frascos “ependorf” identificados, para posterior
andlise cromatogréfica.

O método original propde um rapido aquecimento sob refluxo apés adicao do
reagente transesterificante, mas este nao foi realizado para evitar isomerizacdes dos
dienos conjugados do acido linoléico conforme proposto por Simionato et al., (2010).

A analise cromatografica foi conduzida utilizando um cromatégrafo a gas Varian,
modelo CP 3380, equipado com detector de ionizacdo de chama, injetor do tipo
split/splitless e coluna capilar de silica fundida CP-Select CB-FAME (100 % cianopropil
ligado, dimensdes: 100 m, 0,25 mm i.d. e 0,39 um de fase estacionaria). Os parametros
de operagédo estabelecidos apds verificacdo da melhor condigcdo de resolugdo foram:
temperaturas do injetor e do detector de 235°C. A temperatura da coluna foi programada
a 65°C por 4 minutos, seguido por uma primeira rampa de 16°C/min até atingir 185°C,
permanecendo assim por 12 minutos. Uma segunda rampa foi programada, de 20°C/min
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até 235°C, permanecendo nesta temperatura por 14 minutos. O tempo total da anélise foi
de 40 minutos

As vazdes dos gases (White Martins), foram de 1,4 mL.min™" para o gas de arraste
(H2); 30 mL.min" para o gas auxiliar (N2) e 30 e 300 mL.min™" para o H, e para o ar
sintético da chama, respectivamente. A razao de divisao da amostra (split) foi de 1/80.

As injecdes foram realizadas em triplicatas e os volumes de injecdo foram de 2 pL.
As areas dos picos dos ésteres metilicos de acidos graxos foram determinadas através do
software Workstation verséo 5.0 (Varian).

A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada por comparacao
ao tempo de retencado dos constituintes da amostra com uma mistura constituida de 37
padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos (189-19 Sigma, EUA). e por comparagéo
com tempos de retencdo de ésteres metilicos de padrdes contendo os isémeros
geométricos 18:2c9t11 e 18:2t10c12 do acido linoléico (0-5626, Sigma, EUA)

Os &cidos graxos em mg g~ de lipidios totais, foram quantificados em relagdo ao
padrdo interno , tricosanoato de metila (23:0) da Sigma. Antes da pesagem da amostra foi
adicionado ao recipiente de esterificagcdo, 1,00mL de solu¢do do padrdo interno (1 mg
mL™"),apés a adicdo do padrao interno, o solvente foi evaporado sob fluxo de Ny .

A concentracdo dos acidos graxos foram calculadas de acordo com Joseph e
Ackman (1992).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com nivel de 5%
de significancia utilizando o programa Statistica 7.0 (StatSoft, USA, 2005). Os valores
médios foram comparados pelo Teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 26 acidos graxos foram identificados (Figura 01) e quantificados nas
amostras analisadas

Destes obteve-se como acidos graxos majoritarios, os acidos Miristico (14:0),
Palmitico (16:0), Esteéarico (18:0) e oléico (18:1n-9). Do total de acidos graxos nas
amostras 65% séo saturados, 32% monoinsaturados e 3% poliinsaturados

Comparando a somatdria de acidos graxos saturados (AGS) das amostras, tem-se
uma falga impressdo de aumento da mesma apos o processo de pasteurizagdo (571,45 +
14,87mg/g de lipidios contra 596,87° + 1,01mg/g de lipidios), isto se deve a maneira de
estocagem do leite cru, que é em tanque isotérmico vertical. Como este tipo de tanque
contem apenas um agitador vertical, 0 mesmo nao € suficiente para realizar uma agitacéao
ideal, deixando com que se forme uma pelicula de gordura na superficie do tanque,
fazendo com que haja assim uma variacao de AGS no leite cru, o que pode ser observado
pelo desvio padrdao do mesmo.O mesmo acontece para a somatéria de &cidos graxos
monoinsaturados (AGMI), (276,46% + 5,23mg/g de lipidios contra 285,38° + 2,24mg/g de
lipidios).

Ja quando este leite passa pelo processo de pasteurizacdo, 0 mesmo é bem
misturado e fica mantido em tanque isotérmico horizontal, que possui trés agitadores em
seu interior, ndo deixando assim que se forme este tipo de pelicula, fazendo com que néo
haja grande variacao de AGS e AGMI para estas amostra

Em se tratando da somatdria de acidos graxos poliinsaturados (AGPI), houve uma
diminuicao esperada dos mesmos de 28,6% apds o processo de pasteurizacao do leite,
passando de 36,92 + 0,20 para 26,36 * 0,42 demonstrando que o aquecimento denigre a
estrutura do mesmo. Provavelmente pelo leite ter pH acido favorece com o aquecimento,
o ataque do oxigénio a dupla ligagdo, formando compostos volateis como alcoois e
cetonas, diminuindo assim a quantidade destes acidos graxos poliinsaturado no alimento.
Dos AGPI, o que sofreu maior variacao é o acido linoléico conjugado (CLA). Este passou
de 14,91 £ 0,17mg/g em leite cru para 6,22 + 0,20mg/g apdés o mesmo leite passar pelo
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processo de pasteurizacao reducdo de 58,28%. Este valor de CLA para leite cru é
superior ao encontrado por Simionato (2008) no periodo de verao (7 a 11 mg/g), isto pode
ter ocorrido, pois animais alimentados com pastagem tem maior biohidrogenag¢ao ruminal
do que animais alimentados com ragdao concentrada, fazendo assim com que 0s que
alimentem-se de pastagem tenham maior concentracdo de CLA em seu leite

Em se tratando da concentracdo de CLA para leite ap6s sofrer processo de
pasteurizacdo este esta préximo do encontrado por Simionato (2008) em queijo do tipo
mussarela no periodo de verdo (6,68 + 0,39mg/g),podemos fazer esta comparacao pois
para a fabricacdo .deste tipo de queijo o leite passa pelo processo de pasteurizacédo
também a temperatura de 75°C/15segundos.

Em se tratando da razdo n-6/n-3 as amostras ficaram com 6,85 + 0,23 para leite
cru; 5,52 £ 0,09 apds este leite passar pelo processo de pasteurizacao Todas as amostras
estdo dentro do recomendado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(FAO, 2007) que sugere a razao da ingestao entre Omega-6 e Omega-3 entre 5 e 10.
Esta diminuicdo da razdo para leite apds pasteurizacdo se deve a reducao de CLA,
reduzindo assim a quantidade de n-6.
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Figura 1: (1) . Cromatograma representativo para as amostras de leite analisadas (1) 4:0, (2) 6:0, (3) 8:0; (4)
10:0, (5) 11:0, (6) 12:0, (7) 14:0, (8) 14:1n-11, (9) 14:1n-9, (10) 14:1n-7, (11) 15:0, (12) 15:1n-7, (13) 16:0,
(14) 16:1n-11, (15) 16:1n-9, (16) 16:1n-7, (17) 17:0, (18) 17:1n-7, (19) 18:0, (20) 18:1t, (21) 18:1n-9, (22)

18:1n-7, (23) 18:2n-6t, (24) 18:2n-6, (25) 18:3n-3, (26) 18:2c9t11, (27) 23:0 (padrao interno)

4 CONCLUSAO

O processo de pasteurizagdo diminui drasticamente o teor de CLA em leite,
mostrando ao se utilizar a técnica de suplementacao da racdo animal para 0 aumento do
teor de CLA em leite, deve-se buscar uma prevencdo para a perda de CLA apés
pasteurizacao, pois todo leite tem que ser pasteurizado para ser consumido.
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