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‘Eles dizem que as melhores chamas
brilham mais quando as circunstancias
sao piores” (MIYAZAKI, Hayao 2004).

RESUMO

Os lipidios sdo encontrados na natureza e estdo presentes em diversos
alimentos, como gema do ovo, leite, gorduras animais e Oleos vegetais. Estas
macromoléculas possuem um papel importante na qualidade dos alimentos, pois
contribuem com atributos como textura, sabor, nutricdo e as caléricas. Portanto, €
essencial o conhecimento do teor de lipidios nos alimentos. Para a extracao lipidica
e determinacdo do teor de lipidios em um alimento, tradicionalmente utiliza-se
métodos gravimétricos como Bligh Dyer, que consiste na mistura de metanol,
cloroférmio e agua juntamente com o alimento, que resultard em uma mistura
heterogénea bifasica, assim como o método de Folch, porém sem utilizar agua. A
metodologia de Hara e Radin, também é um método a frio, no entanto, utiliza n-
hexano e isopropanol para a extracdo lipidica, e também apresentar4d uma mistura
heter6gena bifasica. Desta forma, este trabalho teve como objetivo quantificar
lipidios no creme de ricota pelo método de Bligh Dyer, Folch e Hara e Radin e,
avaliar o rendimento, a toxidez dos solventes e a qualidade oxidativa dos diferentes
métodos. Para a quantificacdo de lipidios no creme de ricota a técnica de Folch
utilizou cloroférmio e metanol na proporcdo de 2:1 (v/v); de Bligh e Dyer usou
cloroférmio, metanol e agua na propor¢cédo de 1:2:0,8 (v/v) e de Hara e Radin, os
solventes foram éter de petroleo e isopropanol na proporcao de 3:2 (v/v). Dentre as
metodologias avaliadas, o teor de lipidios que mais se aproximou dos valores
informado na tabela de informacgdes nutricionais, 17%, foi a metodologia de Bligh
Dyer, com 12,62%. Hara e Radin é a metodologia com menor toxidade, porém, foi o
gue apresentou resultado mais distante, 0,53%. Ja Folch, mesmo possuindo os
mesmos reagente que o método de Bligh Dyer, apresentou um valor muito

divergente, 1,28%.

Palavras-chave: lipidios; creme de ricota; Bligh Dyer; Folch; Hara e Radin.



ABSTRACT

Found in nature, lipids are present in various foods such as egg yolk, milk,
animal fats and vegetable oils. These macromolecules play an important role in food
quality, as they contribute with attributes such as texture, flavor, nutrition and caloric
density. Therefore, it is essential to know the lipid content in food. For lipid extraction
and determination of lipid content in a food, gravimetric methods such as Bligh Dyer,
which consists of mixing methanol, chloroform and water together with food, are
traditionally used, as well as Folch method, but without using water. Hara and
Radin's methodology is also a cold method, however, it uses n-hexane and
isopropanol for lipid extraction, and will also present a biphasic hegothogenmixture,
and the phase of interest is at the top, while in the other two methods they are
concentrated in the lower phase. Thus, this study aimed to quantify lipids in ricotta
cream by the method of Bligh Dyer, Folch and Hara and Radin and to compare the
lipid contents of a dairy derivative by different methods, evaluating the yield and
toxicity of solvents. For the quantification of lipids in the ricotta cream, the Folch
technique used chloroform and methanol in the proportion of 2:1 (v/v); of Bligh and
Dyer, used chloroform, methanol and water in the ratio of 1:2:0.8 (v/v) and Hara and
Radin, the solvents were petroleum ether and isopropanol in the ratio of 3:2 (v/v).
Among the methodologies evaluated, the lipid content that most closely approached
the values reported in the nutritional information table, 17%, was the Bligh Dyer
methodology, with 12.62%. Hara and Radin and the methodology that presented
lower toxicity, however, was the one with the most distant result, 0.53%. Folch, even
though he had the same reagent as the Bligh Dyer method, presented a very

divergent value of 1.28%.

Keywords: lipids; ricotta cream; Bligh Dyer; Folch; Hara and Radin.
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1 INTRODUCAO

Os lipidios sédo biomoléculas capazes de realizar variadas fungoes, visto que
atuam na reserva energética dos animais e sementes oleaginosas. Essas moléculas
sdo armazenadas nas células de animais e plantas e compfem a estrutura das
membranas bioldgicas. Os triglicerideos ou lipidios possuem uma forma mais eficaz
de armazenamento de energia nos organismos por apresentar uma menor oxidagao
do que os carboidratos, e por exigirem pouca agua de solvatacdo quando
armazenados. Ademais, os lipidios que integram a membrana biol6gica sao
moléculas anfipaticas e formam uma bicamada lipidica isolando dois ambientes
aguosos; o liquido intracelular e o extracelular, oferecendo isolamento térmico,
elétrico e mecanico para protecao de células e érgdos (LEOPOLDO, 2009; JUN et
al., 2016).

Os lipidios sdo um amplo e complexo grupo de compostos sollveis em
solventes organicos e insoliveis em agua, podendo ser divididos em distintas
classes lipidicas com base em suas estruturas quimicas (RYDLEWSKI, et al., 2020).

Ademais, os lipidios sdo normalmente divididos em dois grupos, o primeiro
compde-se em compostos de cadeia aberta, caracterizados por possuirem uma
cabeca polar e caudas apolares, e o0s pertencentes deste grupo seriam 0sS
triacilglicerdis, fosfoacilgliceréis e glicolipideos. Ja o segundo grupo € formado por
cadeias ciclicas, os esterois, como o colesterol (CAMPBELL; FARRELL, 2016).

Os lipidios estdo presentes em diversos alimentos, como gema do ovo, leite,
gorduras animais e 6leos vegetais. O leite bovino contém triacilglicerois, 1,2 —
diacilglicerdis, monoacilgliceréis, acidos graxos livres, fosfolipideos etc. No leite, os
triacilglicerdis estao presentes como glébulo de gordura, sendo que esta pode ser
utilizada na sua forma concentrada, nata e/ou creme de leite, obtida pela separacao
em centrifuga (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os lipidios possuem um papel importante na qualidade dos alimentos, pois
contribuem com atributos de textura, sabor, nutricdo e calorias. Sua manipulagéo
tem tido énfase especial na pesquisa e no desenvolvimento de alimentos, sendo que
a obtencdo de conhecimento sobre a bioguimica dos lipidios € essencial para o
estudo de diversas areas biomédicas, como, por exemplo, a obesidade, o diabetes

mellitus, aterosclerose e o papel de varios acidos graxos poli-insaturados na nutricao
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e saude (LEOPOLDO, 2009; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; BOTHAM,;
MAYES, 2007).

Dessa forma, é essencial a quantificacdo de lipidios presentes nos alimentos,
tanto para a indastria alimenticia (para a producao e especificacdes das informacdes
nutricionais do produto) quanto para o consumidor, pois este fica ciente da
quantidade e qualidade da gordura que esta ingerindo.

Certamente a preocupacdo com a saude vem crescendo cada vez, refletindo
diretamente nos habitos de consumo de produtos alimenticios. Em virtude disso, a
populacdo esta optando por produtos com menos calorias e gorduras, incentivando
as industrias a buscar melhorias e oferecer alimentos mais saudaveis (GOMES, et
al., 2008).

Os produtos lacteos sao alimentos muito consumidos. O creme de ricota &
composto basicamente de creme de leite e queijo ricota e possui um alto teor de
proteinas e de lipidios, resultando assim em uma fonte de acidos graxos essenciais
e vitaminas lipossoluveis A, D, E e K (GUSSO, 2013).

Em busca de atender o consumidor a procura de um alimento menos calorico,
a determinacdo do teor de lipidios em alimentos se torna fundamental, ja que o
mesmo possui uma grande importancia nutricional, uma vez que 0S compostos
lipidicos sdo importantes fontes de calorias.

Para a extracdo lipidica os métodos mais adequados e tradicionalmente
utilizados sdo os gravimétricos, como o Soxhlet e Bligh Dyer. No entanto, segundo
Brum; Arruda e Regitano-D’arce (2009) “Os métodos de Bligh e Dyer, usando
cloroférmio-metanol-agua, e Bligh e Dyer, modificado, utilizando isopropanol-ciclo-
hexano-agua, foram mais adequados para extracdo de amostras liquidas, tais como
leite, ovos e plasma humano.”

Cecchi (2007) descreve uma série de vantagens do método de Bligh Dyer,
como a extracao de todas as classes de lipidios, inclusive os polares, podendo ser
utilizado tanto em produtos secos como com alto teor de umidade, além da
metodologia ndo necessitar de equipamentos especializados ou sofisticados. No
entanto, esta metodologia requer o uso de solventes de alto grau de toxicidade tais
como cloroférmio e metanol.

Outra vantagem do meétodo de Bligh Dyer é a formacdo de uma mistura
heterogénea bifasica, sistema que expde duas fases formando uma mistura de duas

substéancias divergentes, semelhando-se a mistura da agua e do Oleo. Neste caso, é
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possivel visualizar trés componentes, cloroformio, metanol e agua (BRUM;
ARRUDA; REGITANO-D’ARCE, 2009).

Portanto, o que torna possivel a separacéo dos lipidios € a sua insolubilidade,
ja que 0 mesmo possui como caracteristica sua hidrofobicidade. Sendo assim, seria
contraproducente o uso de um Unico solvente para extracdo dos lipidios. Ademais,
os lipidios neutros possuem ligagbes covalentes e sdo normalmente extraidos dos
tecidos por solventes ndo polares, ao passo que os lipidios polares ligados por
ligacdes de hidrogénio e forcas eletrostaticas carece de solventes polares apto a
quebrar essas ligacdes. O misto ideal de solventes para a extracao dos lipidios dos
tecidos deve ser polar o suficiente para remové-las da ligagdo as membranas
celulares sem que haja uma reacdo quimica (BRUM; ARRUDA; REGITANO-
D’ARCE, 2009).

Contudo, é sabido que a mistura gerada através do cloroférmio e do metanol
€ capaz de extrair tanto os lipidios neutros quanto os lipidios polares de forma
eficientemente. Diversos estudos mostraram que, dependendo do tipo de tecido que
sera analisado, a escolha do método de extracdo influencia significantemente no
resultado final. Consequentemente, pelo método de Bligh Dyer ser um procedimento
simplificado do proposto por Folch, ambos s&o utilizados mundialmente para
extracdo lipidica (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D’ARCE, 2009; TONIAL et al.,
2009).

Levando em consideracao os principais riscos a saude e ao meio ambiente,
dos métodos que se baseiam no uso da mistura cloroférmio-metanol, Hara e Radin
(1978), propuseram um método bastante simples, eficaz e menos toxico, baseado no
uso da mistura de n-hexano-isopropanol. Além disso, segundo Brum, Arruda e
Regitano-D’arce (2009), a metodologia de Hara e Radin possui uma vantagem as
demais por manter a fase organica na parte superior do sistema heterogéneo
bifasico presente no final do procedimento, assim posteriormente no momento da
coleta do material ndo havera o risco de contaminagcdo da fase aquosa com a fase

organica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo quantificar lipidios no creme de ricota pelo
método de Bligh Dyer, Folch e Hara e Radin e, avaliar o rendimento, a toxidez dos

solventes e a qualidade oxidativa dos diferentes métodos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Pesquisar e selecionar métodos a frio para a quantificacdo de lipidios
no creme de ricota;
. Estudar e aprender sobre os lipidios e seus componentes;

o Investigar sobre a variedade de lipidios presente no leite bovino.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LIPIDIOS

Os lipidios juntamente com os carboidratos e proteinas formam um dos grupos
mais relevantes e frequentes encontrados na natureza, e podem ser de origem vegetal
e animal. Também sdo uma das principais fontes de energia utilizadas pelo homem,
sabendo que as gorduras fornecem em peso 2,3 vezes mais calorias que carboidratos
e proteinas, pensando que estes Ultimos grupos de compostos acabam se
transformando em gorduras no organismo humano, é visto que os lipidios possuem
funcBes bioldgicas especificas (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Na alimentacdo, os lipidios possuem papel essenciais por serem relevantes
nao apenas por seu valor energético, mas também por transportarem vitaminas
lipossollveis e acidos graxos essenciais e, por serem, em parte, responsaveis pela
estrutura das membranas celulares (ARAUJO et al., 2014).

Quimicamente, os lipidios sdo um amplo grupo de compostos diversos que sao
sollveis em solventes organicos. Em geral, os alimentos lipidicos séo indicados como
gorduras (sélidos) ou Oleos (liquidos), correspondentes a seu estado fisico a
temperatura ambiente. Os alimentos lipidicos também s&o classificados como
apolares (triacilglicerol e colesterol) e polares (fosfolipideos), ao qual, indicam
diferencas em sua solubilidade e em suas propriedades funcionais. Ja os lipidios
polares costumam possuir uma “cabecga” hidrofilica, com alta afinidade por agua,
ligada a uma “cauda” hidrofébica e lipofilica, apresentando alta afinidade por 6leos
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os acilglicerdis sdo gorduras apolares que existem na forma de mono-, di- e tri-
ésteres, conhecido como monoacilglicerol, diacilglicerol e triacilgliceréis,
respectivamente (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os monoglicerideos sé@o glicerideos, nos quais, apresentam apenas uma
hidroxila do glicerol esterificada com o acido graxo e os diglicerideos, que possuem

dois grupos hidroxilas do glicerol esterificadas com acidos graxos, tais estao presentes
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em menos de 2% dos lipideos nos alimentos, mas podem ser sintetizados pela
hidrélise parcial dos triglicerideos (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007).

Os triglicerideos, nomeados de acordo com o0 numero de acidos graxos ha
molécula, podem ser denominados como monoacilglicerol (um acido graxo),
diacilglicerol (dois &cidos graxos), triacilglicerol (trés &cidos graxos) (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2007).

Ademais, os lipidios abrangem um numero muito vasto de substancias,
motivopelo qual ndo é possivel classifica-los exatamente, de forma genérica, sendo
considerados “compostos encontrados nos organismos vivos, geralmente insoluveis
em agua, mas sollveis em solventes organicos” (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Por serem um grupo heterogéneo de substancias relacionadas com acidos
graxos, é importante entender que ha excecdes, embora raras, relacionadas a sua
solubilidade, uma vez que os monoacilglicerois constituidos por acidos graxos de
baixo peso molecular sdo mais sollveis em agua do que em solventes organicos
(ARAUJO et al., 2014; BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Os lipidios podem ser classificados em simples, compostos e derivados. Os
lipidios simples (Figura 1) quando, por hidrélise total, origina somente acidos graxos
e &lcoois, e sdo divididos em 6leos ou gorduras (JORGE, 2009).

Figura 1 - Estrutura dos lipidios simples.
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Fonte: ARAUJO et al. (2014, p. 93).

Os lipidios compostos (Figura 2) quando, por hidrdlise total, produzem acidos
graxos e alcoois e ainda apresentam em suas moléculas um outro grupo funcional,
como por exemplo os fosfolipidios, os glicolipidios e os sulfolipideos (ARAUJO et al.,
2014; BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Figura 2 - Estrutura dos lipidios compostos.
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Um dos lipidios compostos mais conhecidos sédo os fosfolipidios, que contém
fésforo em sua estrutura quimica (Figura 3) e possui em seu nucleo molecular,
glicerol ou esfingosina. No caso dos fosfolipidios que possuem o glicerol, séo
chamados fosfoglicéricos, jA& com esfingosina, sdo denominados esfingolipidios,
possuindo pouca importancia dentro da area nutricional (JORGE, 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica dos fosfolipidios.
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| O
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H 0
Fonte: SOUZA; NEVES, (s.d.).

Os fosfolipidios se apresentam em todas as células animais e vegetais e tém
em comum o acido fosférico. Sao glicerideos nos quais uma molécula de acido
organico, seja qual for a posicao, € alterada por um grupo contendo acido fosforico e
uma base nitrogenada (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Ademais, em geral, o que os diferem dos glicerideos quanto a composicao dos
acidos presentes na molécula; sdo os grupos aciclicos dos fosfolipidios mais
insaturados, e encontrados em muitos 6leos vegetais, possuindo dois residuos de
acido oleico esterificados ao glicerol. Integrado em sua molécula uma fracao hidrofilica
e uma fracdo hidrofébica, razdo pela qual sdo oOtimos agentes surfactantes e
emulsionantes (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

A existéncia de um grupo fosfato altamente polar nos fosfolipidios os tornam
compostos surfactantes. Em virtude desta atividade em sua superficie é possivel aos

fosfolipidios se organizarem em bicamadas, as quais sdo determinantes para as
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propriedades das membranas bioldégicas. Dado que as membranas celulares
necessitam manter sua fluidez, os acidos graxos presentes nos fosfolipidios
normalmente sdo insaturados com a finalidade de prevenir uma cristalizacdo a
temperatura ambiente (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A acao surfactante dos fosfolipidios permite que eles possam ser validos para
a modificacdo das propriedades fisicas de lipideos, atuando como emulsificantes e
também para a modificacdo do comportamento de cristalizacdo de lipideos
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Por fim, os lipidios derivados, provenientes da hidrolise dos lipidios simples e
compostos, sdo eles: acidos graxos, hidrocarbonetos, vitaminas lipossoluveis,
pigmentos, compostos nitrogenados entre os quais, colina, serina, esfingosina e
aminoetanol (JORGE, 2009; BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Os lipidios simples séo subdivididos em gorduras e ceras. As gorduras sdo
ésteres estruturada por acidos graxos de elevado peso molecular e glicerol (&lcool).
Procedente de origem animal ou vegetal, os Oleos e gorduras, sdo formados
principalmente por mistura de varios trigliceridios (ARAUJO et al., 2014; LASZLO;
BASSO; COELHO, 1986).

E possivel diferenciar 6leos e gorduras pelo ponto de fusdo, ou seja, em
temperatura ambiente as gorduras sao sélidas e os Oleos liquidos. N&do ha,
claramente, uma evidente separacdo, pois a gordura de coco, por exemplo,
apresenta-se liquida nos dias quentes (BOBBIO; BOBBIO, 2003; LASZLO; BASSO;
COELHO, 1986).

Quimicamente, a cera € classificada como uma mistura complexa de ésteres
de &cidos carboxilicos e alcoois de cadeia longa (Figura 4), que geralmente servem
decobertura protetora para plantas e animais (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica da cera.
0
Ri—C =0 — Ra

Fonte: SOUZA; NEVES, (s.d.).

Amplamente distribuidas na natureza, as ceras, sdo encontradas em pequenas

quantidades, correspondente a sua grande resisténcia a decomposicdo e



17

insolubilidade em &gua, sé@o frequentemente encontradas formando uma camada
protetora em plantas e animais (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

As ceras sao encontradas na superficie de tecidos vegetais e animais, e sao
encarregadas por inibir a perda de agua ou repelir a agua. Além disso, elas costumam
ser inseridas na superficie de frutas para retardar sua desidratacdo durante o
armazenamento (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Ja os esteradis, derivados dos esteroides, sao lipideos apolares que possuem
em sua estrutura trés anéis de seis carbonos e um anel de cinco carbonos que esta
ligado a uma cadeia alifatica. Estes apresentam ligado ao carbono 3 de seu anel, um
grupo hidroxila, tal grupo faz com que este composto seja surfactante (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os esterdis sdo nomeados referente a sua origem, como 0s zoosterois (origem
animal), fitosterGis (origem vegetal) e o0s micosterdis, (provenientes de
microorganismos) (BOBBIO; BOBBIO, 2003). O esterdide mais interessante para
discussbes € o colesterol, representado na (Figura 5), se encontra presente nas
membranas biolégicas, especialmente nos animais (eucariontes), ele se encontra
ausente em membranas celulares procariéticas (vegetais) (CAMPBELL; FARRELL,
2007).

Figura 5 - Estrutura quimica do colesterol.

Colesterol LA

G

ClH —CH,;

CH,

C:Hz Cadeia lateral
iy

CH—CH;

CH;
CH;;
Grupo polar HO Ncleo esterdide

Fonte: MARQUES (2014).

Seu dnico grupo hidrofiico em sua estrutura é a hidroxila.
Consequentemente, obtém-se uma molécula é altamente hidrofébica. Ademais, por
possuir diversas func¢des colesterol bioldgicas, incluindo sua fungdo como precursor
de outros esteroides e da vitamina D (CAMPBELL; FARRELL, 2007). O colesterol,
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se encontraem altas concentragdo em tecidos do sistema nervoso, figado e em
gorduras depositadas (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Por fim, os acidos graxos sdo chamados como acidos monocarboxilicos
alifaticos. Todavia, salvo algumas excecdes, todos os acidos encontrados na
natureza possuem um alto peso molecular, em geral de cadeia linear (acidos graxos
normais), saturadose insaturados (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Morfologicamente, o0 acido graxo tem um grupo carboxila na extremidade polar
e uma cadeia de hidrocarbonetos na cauda apolar. Tais sdo compostos anfipaticos
porque o grupo carboxila é hidrofilico e a cauda de hidrocarboneto & hidrofébica
(CAMPBELL; FARRELL, 2007).

Um &cido graxo que decorre em um organismo vivo normalmente possui um
namero par de atomos de carbono, e a cadeia de hidrocarbonetos geralmente néo
detém ramificacbes. Ou seja, caso houver ligacbes duplas entre os carbonos na
cadeia, 0 4cido graxo € insaturado; se houver apenas ligacbes simples, ele é saturado
(CAMPBELL; FARRELL, 2007).

O aspecto natural das ligacGes duplas em acidos graxos insaturados € a
configuragéo cis. Nesta configuragdo, os carbonos da cadeia alifatica estdo do mesmo
lado da ligacéo dupla, no tempo em que as ligacdes duplas trans teriam os carbonos
em lados opostos. Além de que, os &cidos graxos insaturados tém pontos de fusédo
mais baixos que os saturados (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010;
CAMPBELL; FARRELL, 2007).

3.2 LIPIDEOS DO LEITE BOVINO

O leite de bovino é o mais utilizado na alimentacdo humana, sendo que ha
milhares de anos arquedlogos encontraram evidéncias de ordenhas de vacas para
obtencao de leite, sendo 0os sumérios 0s primeiros a criar gado de corte e a utilizarem
o leite na alimentacao (ROQUE et al., 2003).

O leite é um produto de alto grau de complexidade, composto por diversos tipos
de moléculas. Seus principais componentes sao a agua, gordura, proteinas, lactose,
minerais e solidos totais. Além disso, o leite possui pequenas quantidades de

vitaminas, bactérias, leucécitos e células mamarias secretoras (SOARES, 2013).
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E esclarecido que o leite bovino é composto por uma série de nutrientes
sintetizados na glandula mamaria através de percursores provindos da alimentacéo
e do seu metabolismo. (GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001).

Com relacéo a concentracéo de lipidios no leite, pesquisas demonstram que 0
teor de gordura € susceptivel a oscilacdes devido a vérios fatores, como a raga, turno
de ordenha e periodo de lactacdo (GUERRA et al., 2008).

O conteudo e a composicao dos triglicerideos do leite variam de acordo com a
espécie. Em ruminantes, a proporcao de acidos graxos de cadeia curta e insaturados
€ muito maior do que em animais monogastricos. Os precursores de 4cidos graxos
sintetizados no tecido mamario incluem glicose, acetato e beta-hidroxibutirato. No
entanto, alguns acidos graxos da dieta ou do rimen e do metabolismo intestinal
entram na glandula mamaria a partir do sangue. A maioria dos triglicerideos
transportados pelas lipoproteinas entra na glandula mamaria. Cerca de 25% dos
acidos graxos do leite vém da dieta e 50% do plasma (GONZALEZ; DURR,;
FONTANELI, 2001).

No leite bovino os triglicerideos representam, sem dulvida, a maior propor¢ao
dos lipideos, compreendendo de 96 a 98% de seu total (Tabela 1) (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Tabela 1 - Composic¢éo lipidica do leite bovino.

Lipideo Porcentagem em massa g/L
Triacilglicerois 95,85 30,7
Diacilglicerois 2,25 0,72

Monoacilglicerois 0,08 0,03
Acidos Graxos livres 0,28 0,09
Fosfolipideos 1,11 0,36
Colesterol 0,46 0,15
Esteres de colesterol 0,02 0,006
Hidrocarbonetos Tracos Tracos

Fonte: DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA (2010).

As concentracOes listadas na Tabela 1 sé&o representativas do leite fresco.

Entretanto, durante a estocagem pode ocorrer 0 aumento das concentracfes de
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acidos graxos livres e mono- e diacilglicerois pela lipdlise (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Devido a relacdo positiva entre certos acidos graxos e a saude humana, torna-
se importante que os consumidores entendam a importancia da composicao de acidos
graxos do leite. O contetdo e a composicao de acidos graxos em diferentes fraces
lipidicas no leite também se tornaram importantes devido as consequéncias técnicas
e sensoriais relatadas recentemente (ANGULO et al., 2012).

Além de se apresentar em maior porcentagem de variabilidade, os acidos
graxos, sdo, entre todos os componentes do leite, 0s mais passiveis de alteragdes por
fatores ambientais. De modo que, devido a sintese de acidos graxos de cadeia curta
e a bio-hidrogenac&o ocorrer no rimen, a proporcao entre acidos graxos saturados e
insaturados néo varia muito (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Acidos graxos saturados refere-se a todos que possuem atomos de carbono de
cadeia hidrocarbonada ligados a, pelo menos, dois atomos de hidrogénio, ou seja,
compde-se somente ligacBes carbono-carbono simples (saturadas); quimicamente
menos reativas (JORGE, 2009).

Ja os 4cidos graxos insaturados existem naturalmente, principalmente nas
plantas e em animais que vivem a baixas temperaturas. Em sua maioria, tais 4cidos
graxos contém um numero par de atomos de carbono (normalmente dezoito) e
ligacdes duplas na configuracéo cis (JORGE, 2009).

No primeiro compartimento do estdbmago dos ruminantes, os lipidios passam
por um metabolismo de alta intensidade, juntamente de uma ag&o microbiana que
ocorre juntamente (CHILLIARD; FERLAY, 2004). No entanto, se os &cidos graxos
insaturados forem ingeridos por encapsulacdo em proteinas desnaturadas, eles
passarao inalterados pelo ramen, resultando em uma incorporacdo maior de acidos
graxos insaturados nos triacilglicer6is (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A alteracdo na composicdo dos triacilglicerdis é instigante, em virtude dos
beneficios que os acidos graxos insaturados trazem a saude. Entretanto, pensando
que a oxidac&o dos lipidios esta ligada ao sabor, cor e odor do alimento, € algo a se
preocupar, principalmente porque seus possiveis efeitos sobre a estabilidade
oxidativa dos lipidios e a instabilidade resultante no sabor dos alimentos, ainda n&o
foram avaliadas por completo (JUNIOR et al.,, 2013; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).
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Varias estratégias tém sido investigadas para fornecer produtos com menores
proporcdes de &cidos graxos saturados. A adicdo de uma suplementacao lipidicos nas
dietas de ruminantes € uma area de extensa pesquisa, pois pode ser benéfica para
aumentar o teor de acidos graxos insaturados em produtos de origem animal, como a
carne e o leite. O perfil dos acidos graxos também pode ser influenciado pela genética,
pois quando se utiliza cruzamentos o perfil dos 4cidos muda em favor da deposi¢cédo
dos acidos graxos benéficos como o acido linoléico conjugado (CLA) (OLIVEIRA et
al., 2011).

A respeito deste acido, ha evidéncias dele ser capaz de inibir o mecanismo que
leva 0 nosso corpo a acumular gordura e permite que ele use nossas reservas de
gordura como fonte de energia. O CLA é encontrado nos lipidios do leite e na carne
de ruminantes, apresentando duas fontes: a biohidrogenacéao parcial do acido linoléico
no rimen e a sintese enddégena no tecido adiposo e na glandula mamaria. A sintese
enddgena possui maior importancia do que a biohidrogenacdo ruminal na secrecéo
de CLA, pois a mesma é responsavel por cerca de 80% do CLA presente no leite
(MARTINEZ, 2009).

No entanto, a grande quantidade do &cido vaccénico, também € importante,
tanto para ruminantes como para humanos, por também ser capaz de sintetizar CLA.
Todavia, a crescente concentracdo de CLA no leite pode ser alcancada por outras
estratégias, como a alimentacédo, buscando o aumento do préprio CLA no rimen como
também de seu precursor para a sintese enddégena, o acido vaccénico (MARTINEZ,
2009).

Ja os fosfolipideos e as fracbes de colesterol dos lipidios do leite estdo
aparentes no material da membrana introduzido no leite durante a pinocitose de
goticulas lipidicas, através da membrana plasmatica dentro do ltmen do alvéolo
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.3 CREME DE RICOTA

O creme de ricota € produzido a partir da ricota e do creme de leite, e é
categorizado como queijo fresco de sabor suave. Possui consisténcia mole e
homogénea, facilitando a adicdo de ingredientes e condimentos que enobrecem este

produto, atendendo assim as exigéncias dos consumidores (GUSSO, et al., 2013).
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O processo de fabricacdo da ricota cremosa se assemelha muito com a
producdo da ricota comum, diferindo apenas quanto a temperatura utilizada e ao uso
do vapor direto (RIBEIRO et al, 2005).

A ricota cremosa é menos dessorada, o que se reflete na sua consisténcia e
rendimento. Pelo produto possuir uma alta umidade, torna-se mais propensa a
deterioracéo, resultando na reducao de sua vida em prateleira (RIBEIRO et al, 2005).
Ademais, o creme de ricota apresenta um alto teor de proteinas do soro e
aminoacidos essenciais, consideravel valor energético, e é fonte de acidos graxos
essenciais e vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) (GUSSO, et al., 2012).

E sabido, que a legislacéo a respeito deste produto é deficiente, ndo dispondo
de informacdes sobre sua composicéo, classificacdo, requisitos de higiene, normas
de envasamento e rotulagem, métodos de amostragem e analise, resultando em
grande diversidade de composi¢cédo. No Brasil sdo escassos 0s dados da literatura a
respeito dos parametros fisico-quimicos de ricota, tornando dificil o estabelecimento
de padrdes (SOUZA, 2000 apud GUSSO, 2013).

3.4 METODOS DE EXTRACAO PARA QUANTIFICACAO DE LIPIDIOS

O conteudo total e a composicao lipidica em um alimento podem variar
bastante. Como os lipidios desempenham um papel importante na qualidade dos
alimentos, contribuindo com os atributos de textura, sabor, nutricdo e densidade
caldrica, a investigacdo do teor de lipidios tem como objetivo verificar a possivel
alteracdo da composicao, a fim de modificar a textura, alterar a composi¢ao de acidos
graxos e colesterol, diminuir o contetdo total de gordura, alterar a biodisponibilidade
e tornar os lipidios mais estaveis diante da oxidacdo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). Em virtude disso, a estabilidade fisica dos lipideos é importante
para a qualidade do alimento, jA que eles se comportam de forma instavel
termodinamicamente. Assim, para que haja alteragbes em sua composicdo e
mantenha uma boa qualidade de producdo nos alimentos, é fundamental
compreender e aprender sobre suas propriedades quimicas e fisicas (DAMODARAN;
PARKIN;FENNEMA, 2010).

Todavia, quando se pretende quantificar o contetdo lipidico de derivados
lacteos é necessario averiguar a melhor técnica de andlise, para que se possam obter

resultados confiaveis.
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Inicialmente, para realizar a andlise de lipideos em um alimento é necessario
extrai-los com um solvente. Lipidios hidrofébicos, como os triacilglicerois e colesterol,
estdo normalmente presentes e séao facilmente extraidos pela maioria dos solventes,
como o éter de petrdleo e n-hexano. Ja, os lipidios anfifilicos, como os fosfolipidios e
glicolipidios, estdo fortemente associados com proteinas e 4gua, contribuindo para a
formacao da estrutura do alimento (GURR, 1992).

Os procedimentos para a extracdo dos lipideos de tecidos animais ou
vegetaisexigem a observacdo de alguns passos importantes: A primeira, seria a
fase pré-tratamento (redu¢cdo do tamanho da amostra); a seguir, tem-se a
homogeneizacdo daamostra na presenca de um solvente; logo apés, a separagao
das fases liquidas (organica e aquosa) e sélida; a remocdo dos contaminantes nao-
lipidicos; e por fim, a remocdo do solvente e secagem do extrato (SHAHIDI;
WANASUNDARA, 1998).

Os métodos de Hara e Radin, Bligh Dyer e Folch sdo métodos de extracédo a
frio (temperatura ambiente), ao qual tem-se como maior preocupacdo quanto ao
processo de extracdo a toxidade dos solventes (BRUM, 2004).

Os métodos de Folch e Bligh Dyer utilizam reagentes de alta toxidade, no
entanto, se mostram muito eficazes na extracao de lipideos totais, principalmente os
polares. Em virtude disso, é recomendavel o uso de capela de exaustao, pois, é sabido
gue a inalacdo do metanol é toxica em concentracdes elevadas (acima de 2.000 ppm),
podendo provocar irritagdo das membranas mucosas do trato respiratorio e causar
efeitos sistémicos (CASTRO, 2011).

O cloroférmio é um solvente utilizado nesses métodos e é considerado téxico,
e sua inalacdo é capaz de ocasionar um desconforto na epiderme, olhos e trato
respiratorio, podendo afetar o sistema nervoso central, rins, figado e o sistema
cardiovascular. Niveis elevados e uma longa exposicdo podera causar cancer
(CASTRO, 2011).

A metodologia de Hara e Radin vem demonstrando uma adequada substituicao
do cloroférmio e metanol, pelo n-hexano ou éter de petrdleo, pois além desses
reagentes serem menos téxicos, ainda demonstram eficacia semelhante aos demais
métodos (HARA; RADIN, 1978).

Segundo Brum et al (2009) na metodologia de Hara Radin, durante a separacao

das fases, a fragdo orgéanica que contém os lipidios se mantem na parte superior, e
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dessa forma evita contaminagdes na recuperacao da fase organica, sendo que este
problema ocorre nas metodologias de Bligh Dyer e Folch.

4 MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAS

Para a realizagcéo desta pesquisa foi utilizado o creme de ricota, comprado em
um supermercado na cidade de Bauru/SP, e o experimento foi realizado logo apés a
aquisicao do produto.

As andlises de lipidios foram realizadas no Laboratério de Andlises de
Alimentos do Centro Universitario Sagrado Coracdo (UNISAGRADO) e realizadas
em duplicata.

42 METODOLOGIAS

Para quantificacdo de lipidios no creme de ricota foi utilizado 3 diferentes
técnicas: Folch com cloroférmio e metanol na proporcdo de 2:1 (v/v); de Bligh e
Dyer, com cloroférmio, metanol e a4gua na proporcdo de 1:2:0,8 (v/v) e de Hara e
Radin, com éter de petréleo e isopropanol na proporcao de 3:2 (V/V).

Os métodos de Folch e Hara e Radin, sofreram algumas modificagdes.

4.2.1 METODO DE BLIGH DYER

Para realizagéo deste método, utilizou-se a metodologia de Bligh; Dyer e Can

(1959). Inicialmente, em um frasco com tampa de 250 mL, pesou-se cerca de 3 g da
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amostra e foi adicionado 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua
destilada. Em seguida as amostras foram agitadas em movimentos rotatorios por 30
minutos. Apoés a agitacao foi adicionado 10 mL de cloroférmio e 10 mL da solucéo de
sulfato de sodio 1,5%, e os frascos foram agitados por mais 2 minutos, e deixados
em repouso para a separacao de fases.

A fase inferior continha cloroférmio e lipideos, e entédo pipetou-se entre 13 e
15 mL em um tubo com tampa com aproximadamente 1g de sulfato de sédio anidro.
O tubo foi agitado, e depois filtrou-se a mistura até obter uma solucao translucida.

Com uma pipeta volumétrica transferiu-se exatamente 5 mL de filtrado para
uma vidraria previamente tarada e pesada.

Por fim, as amostras foram levadas a estufa a 105°C, até evaporar o solvente.
Logo apéds, as amostras foram resfriadas em um dessecador por 30 minutos, e
depois foram pesadas em uma balanga analitica (peso final).

A porcentagem de lipideos foi determinada pela equagéo (1).

[20 x (Peso final - Peso da vidraria)] + 5

% Lipidios =
% Lipidios Peso da amostra

x100 (1)

4.2.2 METODO DE FOLCH (1957) — ADAPTADO

Para realizacdo desta metodologia, utilizou-se o método de Folch, Lees e
Stanley (1957), modificado por Christie (1982).

O procedimento constituiu-se em pesar 5 g da amostra em um frasco com
tampa de 250 mL, adicionando-se inicialmente 5 mL de metanol. Em seguida, a
amostra foi agitada por 5 minutos, e ap0s esta etapa, adicionou-se 10 mL de
cloroférmio e a agitacéo foi efetuada novamente por mais 10 minutos.

A mistura foi filtrada, sendo que o residuo sélido foi ressuspendido com 6 mL
de solucéo de cloroférmio-metanol (2:1) e homogeneizado por 5 minutos. Logo apés,
a mistura foi lavada com 10 mL de cloroférmio e 5 mL de metanol.

Nos 25% do volume total do filtrado foi adicionado 20 mL de cloreto de
potassio 0,88%. A mistura deve ser agitada vigorosamente e deixada em repouso.

A fase organica se encontra na parte inferior, ou seja, o extrato de cloroférmio
contendo os lipidios. Esta foi transferida para um béquer, e filtrada novamente em

um papel filtro contendo sulfato de sodio anidro.



26

Desta solucéo final foram pipetados 3 mL para a determinacdo de lipidios
totais.

Em seguida, as amostras foram levadas a estufa a 105°C, até evaporar o
solvente. As amostras foram colocadas em um dessecador por 30 minutos, e depois
foram pesadas em uma balanca analitica (peso final).

A equacdao (2) é utilizada para determinar o teor de lipidios.

(Peso final - Peso da vidraria)
Peso da amostra

% Lipidios = x 100  (2)

4.2.3 METODO DE HARA E HADIN (1978) — ADAPTADO

Utilizou-se a metodologia de Hara e Radin (1978) modificada por Brum et al.
(2009), no qual foi substituido o n-hexano por éter de petréleo.

A extracao constituiu-se em pesar 10 g da amostra em um frasco com tampa
de 250 mL, logo apds foi adicionado 90 mL de isopropanol e agitado por 2 minutos.
Em seguida, adicionou-se 60 mL de éter de petréleo e homogeneizou a amostra por
mais 2 minutos. Seguidamente, filtrou-se a solugao utilizando uma mistura de 25 mL
de éter de petréleo e isopropanol (3:2) e novamente a amostra foi filtrada.

Consecutivamente, pipetou-se 60 mL de solucdo de sulfato de sédio (1g de
Na:SO4 anidro/15 mL de solugdo) e misturou-se juntamente as amostras. Logo
apos, foram homogeneizadas até a separacdo completa das fases.

Com o auxilio da pipeta volumétrica, retirou-se 3 mL da fase superior, que foi
transferida para uma capsula de porcelana previamente tarada e pesada.

As amostras foram levadas a estufa a 105°C, até evaporar o solvente. Por
fim, tais amostras foram colocadas em um dessecador por 30 minutos, e depois
pesadas em uma balanga analitica (peso final).

A equacao (3) é utilizada para determinar o teor de lipidios.

(Peso final - Peso da vidraria
Peso da amostra

% Lipidios = x100 (3)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Devido a limitacdo em relacdo aos equipamentos, buscou-se métodos que
seriam possiveis de realizar a extracdo e quantificagdo com o que o laboratorio
disponibilizava. Assim, foram selecionados os métodos de Folch, que assim como
Bligh Dyer, também utiliza o cloroformio e metanol em sua realizacdo, facilitando
assim na obtencdo de reagentes e, também, por adicionar solucdo de cloreto de
potéssio, visando uma melhor separacao das fases (BRUM; ARRUDA; REGITANO-
D’ARCE, 2009).

E por fim, o método de Hara e Radin, que foi designado por ser simples e por
apresentar um nivel de toxidade menor que 0s outros, ja que € baseado em uma
mistura de n-hexano-isopropanol (BRUM, 2004). Visto que, mesmo possuindo uma
toxidade menor, este método é eficaz em sua reacdo e em seu poder de extracdo de
componentes indesejaveis e lipidios (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D'ARCE, 2009).
Além disso, outra vantagem dessa extracao, € que durante a separacao das fases,
na qual, a fase organica (contendo os lipidios), que ir4 ser extraida, fica na parte
superior, facilitando sua remocéo e evitando uma indesejavel contaminacédo (BRUM,
2004).

A Tabela 1 mostra os teores de lipidios obtidos pelos métodos de Bligh Dyer,
de Folch e de Hara e Radin. Tais métodos, foram utilizados com o intuito de quantificar
os lipidios no creme de ricota, obtendo assim um teor de gorduras totais (saturadas,
trans, monoinsaturadas, poli-insaturadas).

Através da informacao nutricional do rétulo do produto foi possivel comparar 0s
teores de gorduras totais com os valores obtidos e selecionar assim, uma metodologia

adequada para utilizacdo em produtos lacteos, especificamente para creme de ricota.
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Tabela 2 - Teores de lipidios por diferentes metodologias.

Métodos Peso da Peso da Peso da vidraria + % Média +
Vidraria (g) amostra (g) lipidios (g) Lipidios D.P*

_ 20,4620 3,0701 20,5601 12,78% 1262+
Bligh Dyer 016

26,3059 3,0090 26,3996 12,45% J

Eolch 27,4280 5,0276 27,4781 0,99% 1,28% +
25,3529 5,1870 25,4340 1,56% 0,08

Hara e 32,3385 10,0744 32,3880 0,49% 0,53% =+

Radin 26,8389 10,0536 26,8970 0,57%  0,0016

* D.P. = desvio padrdo
Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre todas as metodologias aplicadas, o teor de lipidios que mais se
aproximou do valor das informagfes nutricionais, 17% de gorduras totais, foi a
metodologia de Bligh Dyer, apresentando 12,62 %. Sendo que, ao considerar uma
variacdo de 20%, estabelecido pela ANVISA, a faixa de variacéo é de 13,6 — 20,4%;
entretanto, o teor de lipidios por Bligh Dyer ainda apresentou valores inferiores.

No entanto, mesmo obtendo o valor mais préximo quando comparada as
demais metodologias, o método de Bligh Dyer n&o atingiu o esperado quanto a sua
eficacia, assim como os demais métodos, Folch e Hara e Radin.

Supostamente, no caso das metodologias de Folch e Hara e Radin, houve
alteracbes na quantidade de solventes utilizados, sem alterar a quantidade de
amostra para a realizacdo do metodo, gerando assim, um possivel resultado

insatisfatorio na extracdo de lipidios no creme de ricota.
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Referente a toxidez dos reagentes utilizados, sabe-se que Bligh Dyer e Folch
utilizam os mesmos reagentes para extracao lipidica, o cloroférmio e metanol. Estes
solventes sdo considerados mais toxicos e perigosos que o éter de petrdleo e o
isopropanol, que sédo os solventes organicos utilizados no método de Hara e Radin.

No entanto, no método de Folch utiliza-se uma quantidade maior de
cloroférmio e menor quantidade de metanol quando comparado com Bligh Dyer.
Apesar de ambos usarem solventes mais toxicos que o método de Hara e Radin, o
método de Bligh Dyer apresentou maior eficiéncia na extracdo e quantificacdo de
lipideos.

Para a extracdo de lipideos € necessério que se tome certas precacdes, pois
uma contaminacao ou extracao inadequada do produto de interesse ira remeter em
resultados e interpretacfes errdneas. Portanto, as amostras foram analisadas com
total cuidado, para evitar a oxidacdo dos acidos graxos, a qual pode comprometer a
identificacdo e quantificacao lipidica (BRUM, 2009).

Ademais, segundo Brum (2009), o método de Bligh Dyer e Folch, além de
utilizarem uma mistura entre dois solventes, tais possuem uma alta capacidade de
extrairem lipidios neutros e polares, além de, superarem as dificuldades mencionadas
acima.

No caso do éter de petroleo, utilizado na metodologia de Hara e Radin, é visto
através de outros trabalhos, como de Gusso et al (2012); Brum et al, (2009) e
Madureira (2011) que o reagente obteve uma qualidade oxidativa melhor quando
aplicado em altas temperaturas.

Diversos pesquisadores se dedicam ao estudo de comparacao de métodos de
extracdo de lipideos. No entanto, a diversidade e as caracteristicas de cada amostra
nao permitem diagnosticar e/ou rotular apenas um método de analise como sendo o
melhor. Através disso, é necessario considerar as vantagens e desvantagens que
cada método oferece e relaciona-lo com a amostra em questéo, observando assim a
compatibilidade dos solventes utilizados com o teor lipidico da amostra (GUSSO et al,
2012).
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6 CONCLUSAO

Os métodos de Bligh Dyer, Folch e Hara e Radin apesar de serem
considerados métodos muito conhecidos e utilizados, ndo apresentaram resultados
satisfatorios para o creme de ricota.

No entanto, pode-se notar que varios autores utilizaram a metodologia de
Gerber e Roese-Gottlieb em alimentos lacteos. Entdo, estes métodos poderiam se
apresentar mais adequados para a extracao e quantificacao de lipidios em derivados
lacteos do que as metodologias utilizadas neste estudo.
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