134

ACIDO LINOLEICO CONJUGADO: UMA BREVE REVISAO

Monica Beatriz Preuss
Ana LUcia Becker Rohlfés
Nadia de Monte Baccar
Liliane Marquardf
Mari Silvia R. de Oliveira
Rosana de C. de S. Schnefder

RESUMO

O é&cido linoleico conjugado (CLA) é um acido gragxali-insaturado natural, encontrado
principalmente na gordura do leite e na carne denas ruminantes. Seus is6meros
geomeétricos e de posic@dtll et10cl2 vém despertando interesse, uma vez que o poirdeir
considerado um agente anticarcinogénico naturalsegando, um repartidor de nutrientes
efetivo. Pesquisas relacionam o CLA a outros efgitositivos a salde como a reducdo de
aterosclerose, prevencdo e tratamento do diabetellitus estimulacdo do sistema
imunoldgico, reducéo da pressao arterial e da garclrporal com aumento da massa magra.
Apresenta propriedade hipocolesteronica além d& atbmo poderoso antioxidante. Assim,
este trabalho de revisdo tem por objetivo o enfogu@roducdo de CLA, seus beneficios a
saude, bem como os métodos analiticos de quagéfodo mesmo em alimentos.

Palavras-chave:Acido linoleico conjugado. Beneficios a sautde. Qifiaacdo em alimentos.

ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) is a natural polyahgated fatty acid, found mainly in milk
fat and meat of ruminant animals. Their geomesamers and position isomers, c9t11l and
t10cl12, have attracted interest since the firgbissidered a natural anticancer agent and the
second, effective splitter nutrients. Searchegedléo CLA other positive effects on health
such as reducing atherosclerosis, prevention aadnient of diabetewellitus stimulation of

the immune system, lowering blood pressure and fatdyith lean mass increase. It displays
property hipocolesteronica besides acting as a golvantioxidant. Therefore, this review
paper aims to focus on the production of CLA, iendfits to health, as well as analytical
methods for quantifying in food.

Keywords: Conjugated linoleic aciddealth kenefits. Quantification food.
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1 INTRODUCAO

O aumento da ingestdo de alimentos caloricos eatlewado contetdo de gordura,
associado a falta de atividade fisica, sdo cafatitetrs comuns do estilo de vida ocidental, o
que pode acarretar o desenvolvimento de doencascdano aterosclerose, obesidade e
hipertenséo, entre outras (FERNANDE&Sal, 2011).

Diante disso, nos ultimos anos, houve aumento thweisse dos consumidores por
alimentos que, além de apresentarem caracteristitasionais desejaveis, possam fornecer
também substancias benéficas a satde humana (CRAVEL al, 2008; MOURAOet al,
2005). Estes alimentos sdo denominados de furisigmadendo ser citados os acidos graxos
como o &cido linoleico conjugado (CLA, do ing@&mjugated linoleic acid

O acido linoleico conjugado (CLA) € um acido gragoli-insaturado natural,
encontrado nos produtos da alimentacdo diariacipaimente em produtos lacteos e carnes
bovinas. Seus isbmeros posicionais e geométri@s] @ t10c12, vém despertando cada vez
mais o interesse dos profissionais da salude hurnamayez que o primeiro é considerando
um poderoso agente anticarcinogénico natural gens®, um agente repartidor de nutrientes
muito efetivo (FUENTE; LUNA; JUAREZ, 2006; POIRIER al, 2006).

Muitas pesquisas, utilizando diferentes modelomais, relacionam o CLA a varios
efeitos positivos que podem favorecer a satude haniaciuindo a reducdo de aterosclerose,
prevencao e tratamento do diabetedlitus efeito anticarcinogénico, estimulante do sistema
imunologico, reducdo da pressao arterial e efeitosomposicdo do corpo, especialmente na
reducdo da gordura corporal e no aumento da massgram(HAUGEN; VIKSE;
ALEXANDER, 2003; KRITCHEVSKY, 2000; POIRIER al, 2006).

Dessa forma, considerando-se a relevancia do tenpaesente trabalho objetiva
investigar na literatura os principais aspectosciehados ao CLA, como producéo,

beneficios e métodos analiticos para sua quargifeca

2 ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

A gorduratrans presente no leite e seus derivados, denominadaide vacénico, é
a precursora de acidos graxos especificos de ratefyacomo o acido linoleico conjugado
(POIRIEREet al, 2006; SIMIONATO, 2008).

O CLA é um acido graxo poli-insaturado natural eresenta uma mistura de
isbmeros posicionais e geomeétricos com duplas digmc conjugadas do acido
octadecadienoico — C18:2 — (GOUVEeAal, 2012; MOURACet al, 2005; SANTOSt al,
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2009), localizadas nas posi¢coes C8 e C10; C9 e C1Q;e C12 ou C11 e C13, originando,
assim, a designagéo de dieno conjugado (FUNCK; BRRARARELLANO; BLOCK, 2006;
PEREIRA et al, 2011). Esse acido graxo foi isolado pela primeiez da carne de vaca
grelhada por cientistas da Universidade de Wisooeisi Madison (USA), no final da década
de 70 (OUet al, 2007; LIMA JUNIORet al,, 2011).

O CLA é encontrado em pequenas quantidades emsds/atimentos e estima-se a
existéncia de 56 diferentes isbmeros geométricde posicdo do CLA (BOTELH@t al,
2005), com as duplas ligacbes podendo ser doctgais; cis, trans; trans, trans; e, trans,
cis (PEREIRAEet al, 2011). Embora existam diversos isomeros de GL&18:2c9t11l e o
C18:21t10c12 (Figura 1) sdo os unicos isdmeros biologicameniteos (BITENCOURT,
2011; FUENTE; LUNA; JUAREZ, 2006).

O isbmero C18:2c9t11 apresenta propriedades anticarcinogénicas, @gind
principalmente como redutor de incidéncia do camemama, enquanto o isbmero C18:2
t10c12 tem sido apontado como um potente inibidor deesé de gordura no leite e também
responsavel pela redistribuicdo da gordura do ndissendo capaz de diminuir a massa

corporal gorda e aumentar a massa corporal madgia(@l., 2007).

Figura 1 - Estrutura dos isébmeros C18:2 t10c12 CLA e Ct8t21CLA e do &cido linoleico.
Adaptado de Hayashi (2003)

‘ M CLA trans-10, cis-12
. a e Vo
W CLA cis-9, trans-11

- - - -

O CLA é encontrado em concentracdes mais elevadagondura oriunda de
ruminantes, como, por exemplo, carne de gado e éeieus derivados (MOURA@ al,
2005), mas também pode ser encontrado em menocaesidpdes na carne suina, de aves e
Oleos vegetais (FUKEt al, 2012; HUR; PARK; JOO, 2007).

Apesar de mais de dez isdbmeros ja terem sido famulos como constituintes

naturais dos alimentos, o isémero C1€PP1L1 é a forma predominante de CLA nos alimentos
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naturais, sendo encontrado em concentracdo maigdeleuma vez que percentuais de 75 a
90% do CLA total, em leite e produtos derivadosleite de ruminantes, corresponde ao
isbmero C18:29t11 (GOUVEAet al, 2012), enquanto o isdmero C1812c12 representa,
aproximadamente, 10% do total (BITENCOURT, 201IMAI JUNIOR et al, 2011). Por
outro lado, na carne bovina o isbmero C18%®11 encontra-se em menor quantidade se
comparado ao leite e representa cerca de 57 a 85@_A total (MOURAOet al, 2005,
OLIVEIRA et al,, 2008).

3 PRODUCAO DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

O CLA pode ser produzido no organismo de animaide@maneira sintética, sendo
que no organismo pode ser formado no riumem conermiediario da biohidrogenacao
incompleta dos acidos graxos poli-insaturados ptesena alimentacdo dos animais
ruminantes ou, endogenamente, através da dessatuwta@cido graxo trans vacénit@fs
11 C18:1) pela enzima denominada esteroil-CoA desse ou Delta-9-dessaturase, presente
na glandula mamaria e tecido adiposo dos animadsSTHENPFLUG; WOMMER, 2012;
OLIVEIRA et al, 2008; BONFIMet al, 2011; BOTELHCet al, 2005). No entanto, como o
acido vacénico é produzido principalmente atrawébidhidrogenagéo ruminal, este processo
€ o grande responsavel pelo fato de que as mdares de CLA sdo os produtos derivados
de ruminantes (SCHIMI®t al,2006; SIMIONATO, 2008, MARTINSt al, 2007).

O rumen € uma porcédo do estbmago que € altamewntage por bactérias e esta
envolvido na retencdo e mistura de alimentos, camlith a fermentacdo microbiana
(RIEIRA, HONTECILLAS e BEITZ, 2002). Assim, o CLA produzido naturalmente no
ramem por bactérias fermentativas, sendo a baggia-negativautyrivibrio fibrisolvensa
mais conhecida (FUNCK; BARRERA-ARELLANO; BLOCK, 260 MOURAO et al,
2005). O processo de biohidrogenacdo do &cidoelicmle linolénico ocorre através de
enzimas especificas (linoleato isomerase) (PARIZAARK; COOK, 1999; FUNK;
BARRERA-ARELLANO; BLOCK, 2006). A isomerase prodda pela Butyrivibrio
fibrisolvensé a enzima particularmente limitada a membrantebana da célula e tém uma
exigéncia absoluta para o sistema dieise, cis-12 e grupo carboxilico livre. Contudo, se a
isomerizacao inicial envolver a dupla ligagd®12, entdo uma dupla conjugacia-9, trans
11 é produzida, caso sejaces9, entdo a dupla conjugadeans10, cis-12 € produzida
(COSTA; QUEIROGA; PEREIRA, 2009).
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O processo de biohidrogenacao do &cido linoleid®(®) € dividido em trés etapas:
isomerizacdo da dupla ligac@is-12 a configuracddrans11, formando um acido graxo
diendico ou triendico conjugado, uma reacdo deg@&ulwla dupla ligacdois-9, formando o
acido vacénico (C18:1, trans-11), e uma segundgédoeale reducdo, catalisada por
microrganismos secundarios, que hidrogeniza admgens-11 do acido vacénico, formando
0 Acido estearico (C18:0) (FIGUEIROA, 2010; GOUVEgt al, 2012; COSTA;
QUEIROGA; PEREIRA, 2009).

4 BENEFICIOS DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

O CLA tem sido relatado por apresentar efeitos fievgna saude, relacionado com
doencas e utilizado em modelos animais e cultwahlilas derivadas de humanos e animais
(FUKE et al.,2012).

Estudos bioquimicos demonstram uma enorme varidedbeneficios biologicos
associados ao CLA, gque além de apresentar com@meatde propriedades antimutagénicas
e anticarcinogénicas, atua, também, na reducadgelges citotoxicos existentes nas ceélulas
cancerigenas. Além disto, o CLA desencadeia estBndle resposta imune contra a
aterosclerose, apresenta propriedade hipocolegtar@n atua na prevencdo de diabetes
melittuse de obesidade, além de ser considerado um podantisxidante (SANTO®t al,
2001; HOLANDA; HOLANDA; MENDONCA JUNIOR, 2011; FUKEet al, 2012;
KRITCHEVSKI, 2000; HAUGEN; VIKSE; ALEXANDER, 2003POIRIEREet al., 2006).

Pesquisas demonstram que o CLA apresenta efeit@maramogénicos em varias
fases do desenvolvimento de cancer, inclusive ic&a@&o, progressdo e metastases. Estudos
registraram redugdo e/ou retardamento no inicidud®res quimicamente induzidos em
varios 6rgdos de ratos e ratas, como na pele, agtbm glandulas mamarias (BELURY,
2002; IPet al, 1991).

O CLA também pode interferir no desenvolvimento cd@cer de uma maneira
indireta através dos seus efeitos na reducao dmigocorporal, uma vez que um excesso de
gordura contribui como um fator de risco no desénv®@nto de carcinogénese (PARIZA;
PARK; COOK, 1999).

Padilha e Pinheiro (2004) destacam que a atividediearcinogénica do CLA na
neoplasia mamaria foi evidenciada por inumeros destuexperimentais, inclusive em
experimentosn vitro, onde a presenca de concentracdes fisiologicas @i graxo inibe o

crescimento de células neoplasicas da mama, mantena relacdo dose-dependente.
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No sistema imunoldgico o CLA parece estar envolvith prote¢cdo contra o
catabolismo induzido por algumas citocinas, em @ape fator de necrose tumor@l(TNF-

a), que apresenta relacdo com o desenvolvimentagleegia associada ao cancer. Esse acido
graxo diminui os efeitos catabolicos adversos dianatacdo do sistema imune, podendo ser
utilizado em conjunto nos tratamentos de quimiqiera Efeitos protetores contra o
desenvolvimento de caquexia associada ao @ lBdem ser observados através de uma dieta
com 0,5% de CLA (RAINER; HEISS, 2004).

Outra propriedade comprovada esta associada aoatendbobesidade. O CLA
participa na modulagcédo da gordura corporal, conemi@grepartidor de gordura, resultando na
diminuicdo da lipogénese e aumento da lipoliseectdd adiposo. Pelo fato de aumentar o
metabolismo, a taxa de oxidacdo das gorduras &ea da degradacdo de gorduras nos
adipécitos sdo aumentadas resultado, consequerttemamm maior demanda energética
(HOLANDA; HOLANDA; MENDONCA JUNIOR, 2011).

Conforme Rainer e Heiq2004), a adicdo de isdmeros de CLA na alimentagio
seres humanos tem apontado uma melhoria nos wiegkcose no sangue. A suplementacéo
com CLA aumentou a resisténcia de insulina em ratbemens obesos. Os isdmeros trans-
10, cis-12 do CLA séo os responsaveis por esséefeiio ocorrendo com uma mistura
predominante de isOmeros cis-9, trans-11 e transei912. Pesquisas recentes tém
demonstrado que o &cido linoleico conjugado inftiemo diabetesnellitus (SEBEDIO;
GNAEDIG; CHARGDIGNY, 1999), apontando efeitos detidiabetes em ratos e uma
melhora da sensibilidade a insulina (RAINER; HEIZ®)4).

Adicionalmente, o acido linoleico conjugado temitefeno desenvolvimento da
capacidade antioxidante do plasma, sendo que umia dica em CLA produz uma
diminuicao significativa do mau colesterol, coleste.DL, e dos triglicerideos plasmaticos.
Ao mesmo tempo promove uma diminuicdo na relac8stwrol- LDL/colesterol- HDL, bem
como atua na diminuicdo da acumulacado de placessateréticas nas artérias (SANHUEZA;
NIETO; VALENZUELA, 2002).

5 METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DO ACIDO LI NOLEICO
CONJUGADO

A literatura cita o emprego de técnicas cromatiggéfe RMN deéH e *°C para a
determinacdo de acidos graxos em alimentos (ROACHI, 2002; GOLAY et al, 2007;
PINHEIRO, 2010; COSTAet al, 2012; FUKEet al, 2012; SIMIONATOet al, 2010). No
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entanto, a determinacdo de &cidos graxos requeé-trgtamento da amostra para que 0s
analitos sejam extraidos e convertidos a uma foasequada para sua identificagdo e

quantificacéio, de acordo com a técnica instrumeatalada (GOUVE et al,, 2012).

Devido a complexidade das matrizes compostas pgiuras de acidos graxos, como
o leite e a carne de bovinos, bem como devido adelbemca estrutural dos isbmeros
geomeétricos e de posicdo de CLA, a principal técngmnpregada para determinar e
quantificar os isdmeros, apos a transesterificag&oacidos graxos presentes na gordura, € a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria dsaVi@&G/EM) ou com deteccéo por
ionizacdo de chama (CG/IC) (GOUVEAal, 2012).

A Cromatografia Gasosa (CG) € a principal ferramemalitica para a determinagao
e quantificacéo de acidos graxos, em diversas zeafriesde 1952 (GOUVE# al, 2012),
devido principalmente ao desenvolvimento de columamatogréficas cada vez maiores que
possibilitam a separacdo dos diversos isdmeroscipngais e geométricos existentes na
mistura destes acidos (SIMIONAT& al, 2010).

Os &cidos graxos sdo encontrados nos alimentos tdaedglicerol e em menor
quantidade como acido graxos livres. Para quaatiis por CG faz-se necessario a
conversao dos TAG a acidos graxos livres e em &utisis com menor volatilidade, sendo
necessario a transesterificacdo dos TAG e estgdfic dos acidos graxos livres em ésteres
metilico de &cidos graxos (GOUVE& al, 2012; SIMIONATO, 2008).

Os acidos graxos, por CG, sao analisados prefateraite sob a forma de ésteres
metilicos e a eficiéncia da separacdo € muito dbpea da temperatura de andlise e do
comprimento da coluna (LEDOUX; LALOUX; WOLFF, 200@®ssim, para que a CG possa
ser utilizada, é necessaria a conversao dos agko®s em ésteres metilicos de acidos
graxos, denominada de metilacdo. Esse processat@eaue o acido graxo torne-se menos
polar e mais volatil, viabilizando a separacédo atmyrafica (FUENTE; LUNA; JUAREZ,
2006).

Os processos de metilacdo mais utilizados poderohesrvuma catélise acida ou
uma catélise alcalina. A metilacdo por catalisealsda, empregando como agentes
transesterificantes o metoxido de sodio (Na@Cél hidroxido de potassio (KOH) em
metanol, é considerada o processo mais segurm@oiorma isomerizacées. No entanto, nao
€ capaz de converter acidos graxos livres. Porveza a metilacdo por catalise acida
empregando trifluoreto de boro (BF acido cloridrico (HCI) ou &cido sulfdrico £§80s)

favorece uma extensiva isomerizacdo de dienos gadps, podendo alterar sua
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configuracdo, transformando isdmeros, transou trans, cisem isdOmerostrans, trans
(SIMIONATO et al, 2010; FUENTE; LUNA; JUAREZ, 2006, ALDAdt al, 2005).

Devido as limitagdes, tanto da catalise acida caacatalise alcalina, a catalise
combinada vem sendo sugerida, uma vez que todésidss graxos sao esterificados, com
reducao da formagéo de esterioisomeros (PINHEIRDOR

Rossatcet al (2010) avaliaram as caracteristicas da qualidadearne do muasculo
longissimus thoracisde bovinos Angus e Nelore, quanto a composicadesiemal e
componentes lipidicos. Para a determinacdo de si@gdaxos, apds metilagdo por catalise
alcalina, empregaram a CG com detector de lonizag@oChama. A separagdao dos
componentes lipidicos foi alcangcada com colunal@a@iP-Sil 88 (100 m ®,25 mm de d.i.

x 0,20um de espessura de filme), empregando gradiententigeratura: temperatura inicial
da coluna de 100°C/15 minutos; aumentada 10°C/metétl50°C e mantida por 5 minutos;
depois a 1°C/minuto até d$8°C e mantida por 30 minutos; novamente a 1°Chmiaté
200°C e mantida por 60 minutos; temperatura daange 250°C; e a do detector de 280°C.
O gas de arraste utilizadimi o hélio a pressao constante de 32,78 psi. Goedi de
esterificacdo idénticas e cromatograficas, empmaiampa de aquecimento de coluna,
foram empregadas com sucesso para a quantificac@b A em leite de cabra por Magh al
(2006).

Santoset al. (2001) empregaram catalise 4cida para a obtelgsiésteres metilicos
dos acidos graxos, entre os quais o CLA, presemekeite de vaca, empregansimucao de
H.SO, e NH,Cl em metanol, como reagente de esterificacdo.dsendos ésteres metilicos
dos acidos graxos da gordura do leite foi realizzadacromatografo a gas com detector de
ionizagao de chama (FID). Os componentes foramradpa em uma coluna Supelcovax 10
de 60 m de comprimento, com gradiente de tempearatur

Dados quantitativos fornecidos por espectros de RN 'H permitem a
determinacdo de diversos parametros estruturai® gmau de instauracdo de Oleos, peso
molecular médio e perfil de 4cidos graxos insamsadssim, o uso de RMN del no estudo
de 6leos, gorduras e alimentos que os contém temergado devido a grande quantidade de
informacdes em curto periodo de tempo (TOLENTIN@S).

Segundo Pajuneret al. (2008), a analise por RMN demonstra precisdo na
determinacdo de &cidos graxos puros, permitindeatiagdo da composicao lipidica em
alimentos. Ainda, segundo os autores, a especpiass®MN °C, com uma escala de
deslocamento quimico mais larga, mostra-se utilfemecer conhecimento qualitativo e

quantitativo de uma mistura lipidica.
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Estudos realizados por Pinheiro (2010), empregasgectrometro Brukel DPX 300
equipado com sonda de 5 mm a 25°C, operado a 7HApdra os espectros de RMRC,
demonstraram a viabilidade do emprego da técnica @adentificacdo e quantificacdo de
CLA. Maria, Colnago e Forato (2009) desenvolveram método alternativo a CG para
determinacao de CLA em gordura de carne bovin&piX de H, sem necessidade de etapas
de derivatizacao e purificacdo. Os espectros de RRMlta resolucdo foram adquiridos em
um espectrometro Varian, modelo Inova 400, com wed 9,4 Tesla, equivalente as
frequéncias de 400 MHz para‘ld, com sonda de 5 mm de diametro. Os resultadaégosbt
apresentaram elevada correlagdo com os de CroraBto@asosa, mostrando a viabilidade
do emprego desta técnica analitica.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Produtos alimenticios de origem animal, apesar st@gmea de alimentos pouco
saudaveis, sdo capazes de promover a saude almgabstancias encontradas naturalmente
em sua composi¢ao ou proporcionadas pela dietaiaaba como o CLA.

Ainda, o CLA emerge como uma substancia importawatgrevencdo de cancer,
sugerindo mecanismos de acdo anticarcinogénicos ntoxigdantes, além de ser
potencialmente inibidor de diabetegllitus aterosclerose e de obesidade.

As técnicas analiticas de Cromatografia Gasosa Bl RMlem ser empregadas com
éxito em estudos que necessitem a identificacaeaatificacdo dos isbmeros geométricos e

de posi¢éo do acido linoleico conjugado.
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