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RESUMO

ALVIM, Tarso da Costa, D.S., Universidade Federal de Vicosa, outubro de
2002. Reducgdo in vitro do teor de colesterol de d6leo de manteiga
utilizando farelos de trigo, aveia e soja. Orientador: Sebastido César
Cardoso Brandao. Conselheiros: Nélio José de Andrade e Marco Tulio
Coelho Silva.

No Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
de Vicosa foram realizados experimentos para avaliagdo in vitro do processo
de redugéao do colesterol de 6leo de manteiga pela reagao deste com farelos de
aveia, trigo e soja, em fungdo das concentragdes e das granulometrias desses
farelos, da temperatura e da quantidade de agua. Também foram avaliadas as
técnicas de Espectrofotometria, de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
de Cromatografia Gasosa, para analise quantitativa de colesterol e de
fitosterdis no 6leo de manteiga. Concluiu-se que, para esses analitos e neste
produto, as técnicas cromatograficas apresentaram sensibilidade, resolugéao e
taxas de recuperagao satisfatérias e suficientes. O método espectrofotométrico
também pode ser adotado para analise de colesterol, desde que em produtos
isentos de outros esterdis, por ser um método simples, de baixo custo e de boa
sensibilidade. Usando 6leo de manteiga com uma concentragao inicial média
de 247 mg de colesterol por 100 g de 6leo, obtiveram-se reducgdes entre 12 e
41% no teor inicial de colesterol. Pelo uso do farelo de aveia, foi possivel obter-

se reducdo de 41% com a fracdo de menor granulometria e de 38,5% com a

Xiv



maior granulometria. Utilizando-se o farelo de trigo, foi possivel obter-se
reducao de 37% com a fragdo de menor granulometria e de 36% com a maior
granulometria. Nos experimentos em que se empregou o farelo de soja,
verificou-se efeito redutor na concentracao inicial de colesterol de, no maximo,
em torno de 12%. Foram verificados efeitos significativos (p <0,05) da
elevagdo da temperatura, e do aumento na porcentagem de agua adicionada,
com relacdo ao percentual de reducéo de colesterol. Com os resultados obtidos
nesse trabalho, pode-se considerar que existe potencial favoravel a utilizacao

de farelos de cereais para reducio de colesterol em alimentos.
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ABSTRACT

ALVIM, Tarso da Costa, D. S., Universidade Federal de Vigcosa, October 2002.
In vitro cholesterol reduction of butter oil by using wheat bran, oat bran
and soy bran. Adviser: Sebastido César Cardoso Branddo. Committee
members: Nélio José de Andrade and Marco Tulio Coelho Silva.

The in vitro cholesterol reduction of butter oil was evaluated on the Food
Science and Technology Department of The Universidade Federal de Vigosa by
their reaction with wheat bran, oat bran and soy bran, and in functions of
concentration, particle size, temperature and water amount. They were also
appraised colorimetric determination, the High Performance Liquid
Chromatography and the Gas Chromatography methods for quantitative
analysis of cholesterol and of phytosterols in the butter oil. The chromatographic
techniques presented good sensibility, resolution and recovery yields, for those
analytes and in this product. Equally, the colorimetric method can be adopted
for cholesterol analysis, in products free of other sterols, being a simple method,
of low cost and of good sensibility. Using butter oil with a medium initial
concentration of 247 mg of cholesterol for 100 g of oil, they were obtained
between 12 and 41% of cholesterol reduction. For oat bran, it was obtained
reduction of 41% by the use of smaller particle size fraction, and of 38.5% by
the largest particle size fraction. Using wheat bran, the cholesterol reduction

was of 37% by the use of smaller particle size fraction and of 36% by the largest
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particle size fraction. In the soy bran experiments the observed reducer effect
was, at the most, around 12%. Significant effects were verified (p < 0,05) of the
elevation of the temperature, and of the increase in the percentage of added
water, regarding the percentile of cholesterol reduction. With the results
obtained in that work, it can be considered that favorable potential exists to the

use of cereals brans for cholesterol reduction in foods.
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1. INTRODUCAO

O colesterol, desde que foi isolado de calculos biliares em 1784, é a
substancia que mais demandou atencio das diversas areas da ciéncia e, em
particular, da medicina. Cresce a cada dia a preocupacgao do consumidor com a
quantidade de colesterol ingerido via alimentagdo. Nos ultimos anos, os
americanos mudaram drasticamente seus habitos alimentares em fung¢ao do
colesterol; na década de 90, 60% de uma populagdo entrevistada eliminaram
manteiga de sua dieta implicando em redugao de, aproximadamente, 1,5 kg per
capita por ano nas vendas. Nessa década, as estatisticas indicaram 70% para
o consumo de margarina e 30% para o consumo de manteiga (SCHRODER e
BAER, 1991). A redugdo no consumo de manteiga esteve associada a adogao
de novos habitos alimentares, caracterizados pela busca por alimentos com
teores reduzidos ou isentos de colesterol (AHA, 1996).

A concentragdo de colesterol sanguineo que pode ser considerada
benéfica a saude humana nao deve ultrapassar 200 mg/dL de sangue. Boa
parte da populagdo mundial apresenta elevada concentragdo de colesterol no
sangue, caracterizando um quadro de hiperlipoproteinemia, condigdo na qual
as concentracdes plasmaticas de lipoproteinas transportadoras de colesterol ou
triglicérides excedem o limite normal. Disso podem decorrer complicagdes tais
como: o desenvolvimento acelerado de aterosclerose, enfarto e trombose (Van
HORN, 1997).



No Brasil, as doengas cardiovasculares sao responsaveis por milhares
de o6bitos anuais, incidindo como elevados custos para a Previdéncia Social,
resultantes de licengas e aposentadorias. Essas doencas também causaram
diversos obitos na faixa etaria de 15 anos a 44 anos, atingindo pessoas jovens
e produtivas (BRASIL, 1994).

Medidas dietéticas isoladas sdo, frequentemente, insuficientes, tornando
necessario sua associagdo com o uso de drogas hipolipidémicas. Entretanto,
deste uso, podem incidir efeitos colaterais indesejaveis além do custo
associado ser elevado. Sado estes fatores que tém motivado a procura por
novas estratégias nutricionais e, ou, farmacoldgicas, para prevencao da
aterosclerose.

Como as principais fontes alimentares de colesterol sdo de origem
animal (o ovo, os produtos carnicos e o leite e seus derivados), tem-se
verificado tendéncia de mudanga nos habitos de consumo, alternando-se de
lipideos de origem animal para aqueles de origem vegetal: manteiga por
margarina, carne vermelha por carne branca e carne de pescado, leite integral
por leite desnatado ou com baixos teores de gordura. Reconhece-se o desejo
de reduzir o conteudo de colesterol de gorduras animais, inclusive gordura de
leite. Se o colesterol fosse extraido, ou reduzido significativamente, nesses
alimentos, facilitar-se-ia recomendar a ingestéo deste tipo de alimento frente a
manutencdo das propriedades nutricionais e sensoriais originais. Porém,
qualquer método sugerido para tal, deve proporcionar que as propriedades
sensoriais do produto resultante nao difiram significativamente das
propriedades tipicas do produto natural. Por exemplo, fatores como a sensacao
tatil bucal, o ponto de derretimento, ou as cores, podem ser alteradas
significativamente em funcéo do tipo de técnica empregada para remocgao de
colesterol.

Portanto, sob esse contexto, atualmente supde-se que é desejavel a
producao de laticinios, ovoderivados e produtos carnicos substancialmente
reduzidos em colesterol. Um processo satisfatério maximizaria esta reducao,
sem que a funcionalidade de proteinas ou outras propriedades dessas matérias
primas fossem afetadas, resultando em um produto com baixo teor de
colesterol, indistinguivel do produto original. Um processo apropriado deveria

ser simples de executar e minimizaria equipamentos e exigéncias de matéria-



prima. Além disso, o uso de substancias potencialmente prejudiciais a saude
humana, como por exemplo, solventes polares orgéanicos, seria preferivelmente

evitado.

1.1. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi a avaliagao in vitro da redugéo do teor
de colesterol de 6leo de manteiga através da interagdo do mesmo com farelos
de aveia, trigo e soja, levando-se em consideragao as variaveis temperatura, o
teor de agua do 6leo e a granulometria dos farelos.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

- Avaliagdo das técnicas Espectrofotometria UV/VIS, Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia de Fase Gasosa para
quantificacao de colesterol e de fitosterdis em 6leo de manteiga.

- Quantificagao do teor de B-glucano nos farelos de trigo, aveia e soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metabolismo do colesterol

O colesterol (Figura 1) € uma molécula biolégica extremamente
importante, sendo componente da estrutura da membrana celular e precursor
na sintese de hormdnios esterois e acidos biliares (LEHNINGER et al., 1995).
Praticamente todos os tecidos animais sintetizam colesterol, incluindo o figado,
o trato intestinal, o cértex adrenal, as paredes arteriais, entre muitos outros.
Segundo CABRERA-VIVAS (in press), biologicamente, o colesterol exerce
importante fungdo na membrana celular ao controlar sua fluidez e sua
arquitetura, neste caso compatibilizando as proteinas da membrana e o correto

arranjo das cadeias fosfolipidicas.

HO

Figura 1 — Férmula estrutural do colesterol.



Tanto o colesterol dietético, quanto aquele proveniente de sintese de
novo, sao transportados através da circulagdo sanguinea por particulas
lipoprotéicas. O mesmo ocorre com os colesteril ésteres, forma como o
colesterol é estocado nas células (HARPER et al., 1982).

Em individuos saudaveis, quanto ao metabolismo do colesterol, a
sintese e a utilizagdo do colesterol pode ser fortemente regulada no sentido de
se prevenir seu acumulo e deposi¢do anormal no organismo. Clinicamente, é
de particular importancia a deposicao irregular de colesterol, e de lipoproteinas
ricas em colesterol, nas artérias coronarias. Este fato, eventualmente, pode
conduzir a aterosclerose, uma doenga que € o principal fator dentre os que
contribuem para a ocorréncia de doengas coronarianas (HARPER et al., 1982;
LEHNINGER et al., 1995).

2.1.1. Biossintese do colesterol

Segundo HARPER et al. (1982), pouco menos que a metade do
colesterol corpéreo deriva da biossintese de novo. A biossintese no figado
contribui com aproximadamente 10%, e os intestinos com em torno de 15% do
total de colesterol (de 500 mg a 1000 mg) produzido por dia. Esta sintese se da
no citoplasma e nos microssomos a partir do grupo metil da acetilcoenzima A
(Ac-CoA).

Sao cinco as principais etapas deste processo:

1 - A Ac-CoA se converte em 3-hidrox-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA);

2 - HMG-CoA é convertida em mevalonato;

3 - O Mevalonato € convertido em isopentenil pirofosfato (IPP);

4 - IPP se resume a esqualeno; e

5 - Esqualeno é convertido em colesterol.

A sintese inicia com o transporte de Ac-CoA da mitocondria para o
citosol. A catalise exercida pela HMG-CoA redutase limita a taxa de ocorréncia
deste passo. A Ac-CoA ¢ a fonte de todos os atomos de carbono do colesterol,
sendo oriunda de uma reagao de oxidagéo (por exemplo, de acidos graxos ou

de piruvato) na mitocondria, podendo também derivar da oxidagcdo do etanol



pela acetil-CoA sintetase, no citoplasma. Todas essas reacbes de reducao
utilizam NADPH como cofator (BANKS et al., 1976; HARPER et al., 1982).

A reacao catalisada pela HMG-CoA redutase é um ponto critico, pois
limita a taxa de biossintese do colesterol, estando esta enzima submissa a
complexos controles regulatérios (GOLDSTEIN e BROWN, 1990).

Apos 19 reagbes adicionais, lanosterol é convertido em colesterol, ndo
se conhecendo a ordem exata dessas fases, podendo mais de uma via estar

operando simultaneamente (CABRERA-VIVAS et al., in press).

2.1.2. Mecanismo regulador da sintese do colesterol

Segundo RUDNEY e SEXTON (1986), individuos adultos, normais e
saudaveis, sintetizam colesterol a uma taxa de aproximadamente 1g/dia de
colesterol e consomem, aproximadamente, 0,3 g/dia. Um nivel relativamente
constante de colesterol corpéreo (150 a 200) mg/dL é mantido pelo controle do
nivel da sintese de novo. Parte desta sintese é regulada pela taxa de ingestao
diaria de colesterol. Tanto o colesterol sintetizado quanto aquele ingerido sera
utilizado para formacédo de membranas, sintese de horménios esterdis e para
sintese de acidos biliares, esta representando a maior demanda.

Ainda, conforme esses autores, o suprimento celular de colesterol é
mantido num nivel basico mediante trés diferentes mecanismos:

1. Regulacéao do nivel e da atividade da HMG-CoA redutase.

2. Regulagcédo do excesso de colesterol livre, intracelular, por meio da
atividade da acil-CoA:colesterol aciltransferase (ACAT).

3. Regulacao do nivel de colesterol plasmatico via captagcdo mediada por
receptor LDL, e por transporte reverso mediado por receptor HDL.

Contudo, segundo GEELEN et al. (1986), o controle da biossintese do
colesterol primeiramente se da pelo comando do nivel e da atividade da HMG-
CoA redutase e que envolve trés mecanismos distintos. S&o eles: controle da
expressao génica, taxa de degradacao enzimatica e fosforilagao-defosforilagéo
(fosforilase e lipase horménio-sensivel). Os dois primeiros sdo exercidos pelo
colesterol propriamente. Este atua reprimindo a sintese de nova HMG-CoA
redutase, ou pela indugao da sintese de enzimas desdobradoras de redutase

pré-existente. Adicionalmente, quando ha colesterol em excesso, diminui a



quantidade de mRNA disponivel para sintese de HMG-CoA redutase, como
resultado de expressdo génica diminuida. Este mecanismo ainda nao foi
totalmente esclarecido.

O controle da HMG-CoA redutase, por modificagdo covalente, ocorre
como resultado de fosforilagdo e defosforilagdo, conforme demonstrado por
NORDSTROM (1977). Como a atividade desta enzima é maior na sua forma
nativa, a fosforilacdo pela enzima AMP-dependente proteina-quinase (AMPRK)
ird reduzir significativamente sua atividade. A AMPRK, por si, sofre fosforilagdo
mediada pela enzima quinase-quinase. Segundo STERIN-SPEZIALE et al.
(1992), esses mecanismos foram descritos como operantes na sintese de
colesterol num figado normal. Entretanto, os controles de retroinibigdo sao
perdidos quando as células hepaticas sofrem disturbios patogénicos malignos.

A administracdo de hormoénios, como glucagbnio e epinefrina, ou os
glicocorticoides, afetam negativamente a biossintese de colesterol, ao inibirem
a atividade da HMG-CoA redutase, porque incrementam a atividade do inibidor
fosfoproteina-fosfatase 1 (PPI-1). Por outro lado, a administragdo de insulina, e
de alguns horménios tireoidais (removem fosfatos), estimulam a sintese de
HMG-CoA redutase, conforme relatado por CHAN-KI et al. (1995).

Experimentos in vitro, conduzidos por RUDNEY e SEXTON (1986),
demonstraram que a sintese de colesterol era inibida por AMPciclico (cCAMP). A
insulina provocou decréscimo no nivel de cAMP, que por outro lado, ativou a
sintese de colesterol. Alternativamente, glucagénio e epinefrina, que majoram o
nivel de cAMP, inibiram essa sintese. Portanto, como o nivel intracelular de
cAMP foi passivel de controle por estimulo hormonal, a sintese de colesterol
passou a ser hormonalmente controlada. A habilidade da insulina para
estimular, e do glucagbénio para inibir a atividade da HMG-CoA redutase, é
consistente com os efeitos destes horménios em outras rotas metabdlicas.
LEHNINGER et al. (1995) citam que a fung&o basica desses dois hormbnios &
controlar a disponibilidade e o fornecimento de energia a todas as células
corporeas.

O controle em longo prazo da atividade de HMG-CoA redutase é
exercido, principalmente, sobre as taxas de sintese e de degradagédo da
enzima. Quando o nivel de colesterol é alto, reduz-se o nivel de expressao do

gene para HMG-CoA redutase. Reciprocamente, niveis reduzidos de colesterol



ativam a expressao do gene. Ao promover a elevagao do nivel de sintese de
HMG-CoA redutase, a insulina também pode provocar controle a longo prazo
do metabolismo de colesterol. Segundo LEHNINGER et al. (1995), a taxa de
reversao de HMG-CoA também pode ser regulada pelo suprimento de
colesterol, pois quando o colesterol for abundante, elevar-se-a a taxa de

degradacgao de HMG-CoA redutase.

2.1.3. Usos, transporte e aproveitamento do colesterol

No plasma sanguineo, o colesterol € predominantemente transportado
como colesteril éster, associado a lipoproteinas. Do intestino delgado ao
figado, o colesterol dietético € transportado incorporado aos quilomicrons e as
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLs). O colesterol sintetizado pelo
figado, como também qualquer colesterol dietético que exceder as
necessidades hepaticas, sera transportado no soro sanguineo associado as
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs). O figado sintetiza VLDLs, sendo
estas convertidas a LDLs pela agcao de lipases lipoprotéicas endoteliais.

As HDLs podem extrair o colesterol presente em membranas
plasmaticas, assim como a enzima HDL-associada (LCAT) pode esterifica-lo.
Colesterol captado de tecidos periféricos, por HDLs, podem ser transferidos por
VLDLs, e por LDLs, pela acdo de proteina transferidora de colesteril ésteres
(apo-D), que esta associada com HDLs. O transporte reverso permite que
colesterol periférico retorne ao figado em LDLs. O figado pode entdo converter
colesterol livre em sais biliares. Por fim, o colesterol é excretado na bilis como

colesterol livre, ou como sais biliares (HARPER et al., 1982).

2.1.4. Sintese e utilizacdo de acidos biliares

Os produtos finais da utilizagao de colesterol sdo os acidos biliares, cuja
sintese ocorre no figado. A sintese de acidos biliares é o principal mecanismo
para a excrecado de colesterol excedente. Porém, essa forma de excregao &,
em muitos casos, insuficiente para compensar um excesso de entrada de
colesterol dietético. Os acidos quenodeoxicélico (45%) e colico (31%), sdo os

mais abundantes na bilis humana. Por uma ligacdo amino, o grupo carboxilico



desses acidos pode se conjugar a glicina ou a taurina, antes de ser secretado
nos canaliculos biliares. Estas rea¢des de conjugagao rendem acido glicocoélico
e acido taurocdlico, respectivamente. Os canaliculos biliares se unem aos
dutos biliares, formando-se, entdo, os tubos de bilis. Por esses tubos, os acidos
biliares sédo levados do figado para a vesicula biliar, onde sdo armazenados
para uso futuro. O destino dos acidos biliares é o intestino delgado, onde
ajudardo a emulsificar lipidios dietéticos. No intestino, dar-se-a a remogao da
glicina, dos residuos taurinos e a subsequente excre¢do dos acidos
remanescentes (s6 uma porcentagem pequena), ou sua reabsor¢ao ao figado.
Determina-se este processo como circulacdo enterohepatica (HARPER et al.,
1982).

2.1.4.1. Significado clinico da biossintese de acidos biliares

LEHNINGER et al.(1995) e HARPER et al. (1982) afirmam que os acidos
biliares executam quatro significativas fung¢des fisioldgicas:

1. A sintese desses acidos e sua subsequente excregcao nas fezes
representam o Unico mecanismo para eliminagao significativa do excesso de
colesterol.

2. Acidos biliares e fosfolipidios solubilizam o colesterol na bilis, o que
previne sua precipitagao na vesicula.

3. A acao desses acidos como agentes emulsificantes facilita a digestao
de triacilglicerois dietéticos, tornando as gorduras acessiveis para as lipases
pancreaticas.

4. Facilitam a absorc¢ao intestinal de vitaminas lipossoluveis.

2.1.5. Lipoproteinas de transporte

2.1.5.1. Lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLS)

No organismo humano, a entrada de gordura e carboidrato pela dieta,
em quantidades além das necessidades corpoéreas, conduzira a conversao
destes em triacilglicerdis, no figado. Estes triacilgliceréis serdo “empacotados”

em VLDLs e, posteriormente, liberados na circulagdo para suprir os varios



tecidos (principalmente muscular e adiposo), sendo entdo armazenados ou
oxidados para producdo de energia. Portanto, VLDLs s&o moléculas
responsaveis pelo transporte de triacilglicerdis, endogenamente derivados, aos
tecidos extra-hepaticos (HARPER et al., 1982; LEHNINGER et al., 1995).

2.1.5.2. Lipoproteinas de densidade intermediaria (IDLS)

HARPER et al. (1982) e LEHNINGER et al. (1995) citam que todas as
IDLs que se formarem como triacilglicerdis serdo provenientes de moléculas de
VLDLs. O destino dessas IDLs sera sua conversao a LDLs, ou sua captagao
direta pelo figado. A conversao em LDLs acontecera sempre que mais
triacilglicerois forem removidos. O figado ira captar mais IDLs, assim que elas
interagirem com o receptor de LDL para formagdo de um complexo a ser

“‘endocitosado” pela célula.

2.1.5.3. Lipoproteinas de baixa densidade (LDLS)

O requerimento celular por colesterol, como componente das
membranas, podera ser satisfeito através de dois modos: por sintese de novo,
no interior celular, ou por fontes extracelulares, isto é, por quilomicrons e LDLs.
Assim, o colesterol dietético sera enviado ao figado pela interagdo de sobras
de quilomicrons com o receptor de sobra (Figura 2). Além disso, colesterol
sintetizado pelo figado poderia ser transportado a tecidos extra-hepaticos, caso
estivessem “empacotados” em VLDLs. Na circulagdo, VLDLs se convertem em
LDLs por acdo da lipase lipoprotéica. Sob esse contexto, as LDLs serdo as
principais carreadoras de colesterol do plasma sanguineo para todos os tecidos
(HARPER et al., 1982; LEHNINGER et al., 1995).

Insulina e triiodotironina (T3) aumentam a ligacdo de LDLs as células
hepaticas, enquanto que glicocorticdides (p. e. dexametasona), tém efeito
oposto. Ainda é obscuro o preciso mecanismo para estes efeitos, entretanto,
sabe-se que este pode ser mediado pelo controle da degradacdo de
apolipoproteina B. Os efeitos resultantes da ligacdo de insulina e de T3 a LDL

hepatica, podem explicar a hipercolesterolemia, ao aumentarem a taxa de risco
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Figura 2 — Esquema metabodlico de captagcdo da LDL plasmatica e seu
catabolismo, conforme visto por BROWN e GOLDSTEIN (1976).

de desenvolvimento da aterosclerose. Mostrou-se que esta doenga esta
intimamente associada com diabete descontrolada ou hipotireoidismo
(STEINER, 2001).

As lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (OxLDL) sao toxicas as
células da parede arterial. Segundo GURR (1984), o colesterol € um composto
bastante estavel, sendo muito pouco provavel que ocorra oxidagao durante sua
estocagem. Contudo, segundo o autor, ja se detectaram alguns derivados
oxidados do colesterol em preparagdes comerciais de alimentos. Ainda,
quando estes compostos foram purificados e inseridos em dietas para cobaias
verificou-se que a velocidade de ocorréncia de lesdes arteriais foi muito maior,
concluindo-se que existe consistente probabilidade de que metabdlitos
oxigenados de colesterol, formados a nivel corpéreo, atuem como agentes
toxicantes. Segundo STEINER (2001), a droga Simvastatin, um inibidor da
HMG-CoA redutase, poderia aumentar a toxicidade de OxLDL (300 g de
proteina/mL) de uma maneira dose-dependente. Segundo PIRILLO et al.
(1997), o mevalonato, produto resultante da catalise exercida pela HMG-CoA
redutase, poderia recuperar esta elevacgao citotoxica. Resultados obtidos por

este autor sugeriram que, na biogénese do colesterol, um dos pontos criticos

11



desta via metabdlica estaria localizado entre o mevalonato e a formacéo de

esqualeno.

2.1.5.4. Lipoproteinas de alta densidade (HDLS)

A sintese de novo das HDLs (particulas esféricas e de natureza protéica)
ocorre no figado e no intestino delgado, principalmente. As HDLs recém
formadas sao praticamente destituidas de colesterol e dos seus ésteres.

Segundo HARPER et al. (1982) e LEHNINGER et al. (1995), HDLs sao
convertidas em particulas lipoprotéicas esféricas pela acumulagao de colesteril
ésteres. Este acumulo converte HDLs nascentes a HDL, e HDL3;. Quaisquer
colesteradis livres, presentes em quilomicrons remanescentes e em sobras de
VLDL (IDLs), podem ser esterificados pela enzima HDL-associada,
aciltransferase de lecitina:colesterol (LCAT). As HDLs, ricas em colesterol,
retornam ao figado onde sofrem endocitose. Os ésteres de colesterol também
podem ser transferidos de HDLs, a VLDLs, e a LDLs, pela enzima HDL-
associada - proteina transferidora de éster de colesterol (CETP). HOCHGRAFA
et al. (2000), relataram que isto tem o efeito adicional de permitir que o excesso
de colesterol celular volte ao figado, pela via LDL-receptor, como também pelo

caminho HDL-receptor.

2.1.5.5. Quilomicrons

Os quilomicrons sao formados nas células epiteliais do intestino durante
a fase intracelular da absor¢do de gordura. Pertencem a uma classe de
particulas lipidicas estabilizadas, e envolvidas no transporte de lipidios, que
sdo denominadas lipoproteinas do plasma (Figura 3). S&o compostos
predominantemente de triacilglicerdis estabilizados por uma camada externa
constituida de proteina, apoproteina e fosfolipidio. Gragcas a essa composi¢cao
os triacilglicerois podem ser fisicamente “empacotados” em uma forma estavel
em ambiente aquoso. S&o eles os principais carreadores de gordura derivada
da dieta através do plasma sanguineo (GURR, 1984; LEHNINGER et al.
(1995).
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Figura 3 — Composi¢des quimicas e dimensdes proporcionais das diferentes
classes de lipoproteinas do soro sanguineo humano.
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2.1.6. Manifestacdes clinicas do metabolismo de lipoproteinas

Felizmente, poucos individuos herdam os defeitos de metabolismo
lipoprotéico, os quais podem conduzir a hiper ou hipolipoproteinemias (Quadros
1 e 2). Freqlentemente, pessoas que sofrem de Diabetes mellitus, hipotireoidismo
e doengas renais, exibirdo metabolismo anormal de lipoproteinas, como
resultado de efeitos secundarios das desordens desses orgaos. Por exemplo,
em face da sintese de lipase lipoprotéica (LPL) ser regulada pela insulina,
podem acontecer deficiéncias de LPL, como um resultado secundario de
Diabetes mellitus, implicando em hiperlipoproteinemia Tipo |. Adicionalmente,
insulina e hormdnios tireoidais afetam positivamente interagdes hepaticas de
LDL-receptor. Assim, a hipercolesterolemia, e o aumento no risco de
aterosclerose associada com diabete descontrolada ou hipotireoidismo,
provavelmente se deve a diminuicdo da captagcdo hepatica, bem como do
metabolismo de LDL. (HARPER et al., 1982).

Das muitas desordens de metabolismo de lipoproteinas, a
hipercolesterolemia hereditaria (HH) prevalece na populagdo em geral. Verifica-
se heterozigose, no locus de HH, em 1:500 individuos, a0 mesmo tempo em
que se observa homozigose em 1:1.000.000 individuos. HH é uma desordem
herdada que inclui quatro classes diferentes de mutagao no gene LDL-receptor.
O defeito classe 1 (0 mais comum) resulta em perda completa de sintese do
receptor. O defeito classe 2 resulta na sintese de uma proteina receptora, que
pelo fato de n&o ser corretamente processada no aparelho de Golgi, ndo sera
transportada a membrana plasmatica. O defeito classe 3 resulta em um
receptor de LDL que é incapaz de se ligar as LDLs. O defeito classe 4 gera
receptores que se ligam as LDLs, mas ndo se aglomeram em regides especiais
da membrana para serem apropriadamente interiorizados (HARPER et al.,
1982; LEHNINGER et al., 1995).

Individuos que sofrem de FH, heterozigotos ou homdlogos, podem
apresentar uma mutagao particular no gene receptor. Aqueles homozigotos
exibem colesterol sanguineo grotescamente elevado (principalmente em LDLs).
Os niveis elevados de HDLs resultam de fagocitose destas pelos macréfagos.
Estas células fagociticas, carregadas de lipidos, tendem a se depositarem

no interior da pele e dos tenddes, dessa forma gerando xantomas. Uma
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Quadro 1 — Principais desordens hiperlipoproteinémicas

Desordem

Causas

Comentarios

Tipo | - Deficiéncia
hereditaria de LDL;
hiperquilomicronemia
hereditaria

(a) Deficiéncia de LDL; (b)
produgdo anormal de LDL; (c)
deficiéncia de apoC-II.

Baixa liberacédo de quilomicrons,
niveis reduzidos de LDL e HDL;
tratamento por dieta contendo
baixa gordura e carboidratos
complexos; ndo ha elevagao no
risco de Doenga Cronica
Coronariana (CHD).

Tipo - Il Hipercolesterolemia
hereditaria (HH)

Defeitos em 4 classes de
receptores de LDL

Indugao de hipercolesterolemia

por elevagao do indice de LDL,

resultando em aterosclerose e
CHD

Tipo Il
Disbetalipoproteinemia
hereditaria, deficiéncia em
apolipoproteina E

A liberagéo de sobra hepatica
fica prejudicada por
anormalidade de apoE;
pacientes s6 expressam a forma
apoE2, que interage fracamente
com o receptor de apoE

Causa xantoma,
hipercolesterolemia e aterosclerose
nas artérias periféricas e
coronarias por incrementar os
niveis de quilomicrons e VLDLs

Tipo IV
Hipertriacilglicerolemia
hereditaria

Alta produgéo de VLDL
associada com intolerancia a
glicose e hiperinsulinemia

Freqlientemente associada com
Diabetes mellitus do tipo Il
(independente de insulina),
obesidade, alcoolismo ou

administragao de horménios

progestacionais; elevagéo do

colesterol como resultado de
elevados teores de VLDLs

Tipo V (hereditaria)

Elevados teores de quilomicrons
e VLDLs devido a causas
desconhecidas

Hipertriacilglicerolemia e
hipercolesterolemia associadas ao
decréscimo nos teores de LDLs e

HDLs

Hiperalfalipoproteinemia
Hereditaria

Elevada taxa de HDLs

Uma rara condigdo que é benéfica
para a saude e longevidade

Tipo |
Hiperbetalipoproteinemia
Hereditaria

Alta producgéo de LDL e atraso
na liberagao de triacilglicerois e
acidos graxos

Forte associagdo com aumento no
risco de CHD

ApoB com ligacao
defeituosa (hereditaria)

Duas mutagdes diferentes: Gin
por Arg (aminoéacido 3500) ou
Cys por Arg (aminoacido 3531);
ambas provocam reduzida
afinidade da LDL pelo receptor
de LDL

Dramatica elevagao na taxa de
LDL; sem efeito nas taxas de HDL,
de VLDL ou nos niveis plasmaticos
de trigliceridios; significante causa
de hipercolesterolemia e prematura

CHD

Deficiéncia hereditaria de
LCAT

A auséncia de LCAT induz
inabilidade das HDLs em captar
o colesterol

Diminutos niveis plasmaticos de
colesteril ésteres e de lisolecitina;
anormalidade nas LDLs (Lp-X) e
VLDLs; sintomas também
associados a colestase

Doenga do sexo feminino

(doenca do armazenamento
de colesteril ésteres)

Um defeito na enzima colesteril
éster hidrolase afeta o
metabolismo de LDLs

Reduzida liberagao de LDL
causando hipercolesterolemia,
aterosclerose e CHD

Deficiéncia em lipase
hepatica liberadora de
heparina

A deficiéncia desta lipase induz
ao acumulo de HDLs ricas em
triacilglicerois e de
remanescentes de VLDL.

Causa xantoma e doenca
coronariana

15



Quadro 2 — Principais desordens hipolipoproteinémicas

Desordem

Causas

Comentéarios

Abetalipoproteinemia
(acantocitose, sindrome de
Bassen-Kornzweig)

Hipobetalipoproteinemia
hereditaria

Auséncia de quilomicrons,
de VLDLs ou de LDLs devido
a defeito na expressao de
apoB

Identificadas pelo menos 20
diferentes mutagdes
genéticas da apoB. Em torno
de 20% das concentragdes
de LDL apresentam-se fora
do normal, teores de VLDL
ligeiramente baixo, HDL
normal.

Defeito raro; acumulo de
colesterol no intestino ou no
figado; ma absorgéo de
gordura; retinite pigmentosa,
doenga ataxica neuropatica,
eritrocitos com aparéncia
espinhosa

Alteragbes amenas ou nao
patologicas

Deficiéncia hereditéria de
alfa-lipoproteina (doenca
Tangier), Doenga “olho de
peixe” (deficiéncias em
apoA-l e C-lll)

Para estas sindromes,
verificam-se reduzidas
concentragdes de HDL, e
nenhum efeito sobre a
produgao de quilomicron ou
VLDL.

Tendéncia para
hipertriacilglicerolemia;
alguma elevagéo nos teores
de VLDLs; doenga “olho de
peixe” caracterizada por
severa opacidade da cérnea.

complicacdo maior, a aterosclerose, principal fator de quase todas as doencas
cardiovasculares, dentro das artérias

(HARPER et al., 1982; LEHNINGER et al., 1995).

resulta do depdsito de colesterol

2.1.7. Intervencdao farmacologica

Como alternativa para diminuicdo dos teores de lipoproteinas e (ou) de
colesterol circulante no plasma sanguineo, tem-se indicado o tratamento com
drogas, principalmente quando se visa reduzir o risco de incidéncia de
aterosclerose e, subsequentemente, de doenca coronariana (CHD), comuns
em pacientes com elevados teores de lipidios na circulagdo sanguinea.
Normalmente, considera-se esta terapia como opg¢ado somente quando
intervengdes ndo-farmacoldgicas (alteragdo na dieta e pratica de exercicios
fisicos) ndo sdo suficientes para promover redu¢dées nos teores de lipidios
De maneira a se

plasmaticos. reduzir a formagcdao de esqualeno e,

subsequentemente, diminuir os niveis plasmaticos de colesterol, pesquisa-se
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intensamente sobre inibidores da esqualeno sintetase (LEWIS et al., 1995,
TANSEY e SCHECHTER, 2000). Em uma outra linha de pesquisa, investigam-
se drogas capazes de inibir a HMG-CoA redutase, conforme esquema descrito
por TRZASKOSA (1995), na Figura 4.

Acetil CoA INIBIDORES da HMG-CoA
+ Mevastatina 1
= Lowvastatina II
= Sinvastatina TIT

HMG-CoR = Epistatina v

$

Mevalonato

'Composto R’ R" |
T I H H
Lanosterol I H wCH;
I CH3 IIIICH3
Y IV H* 40H
COLESTEROL

Figura 4 — Estratégias para inibicado da biossintese de colesterol pelo uso de
inibidores competitivos da HMG-CoA redutase.

2.1.7.1. Outras drogas capazes de reduzir colesterol plasmatico

a) Tratamento com mevinolin, mevastatin e lovastatin: Estas drogas,
de origem fungica, sao inibidoras da HMG-CoA redutase (STEINER et al.,
2001). Segundo o autor, o resultado liquido deste tratamento sera um aumento
na captagao celular das LDLs, dado que a sintese de colesterol sera inibida e
as células, portanto, passardo a ser dependentes de fontes extracelulares de
colesterol. Entretanto, visto que o mevalonato (produto da reacéo catalisada
pela HMG-CoA) é um composto requerido para a sintese de outros importantes
produtos intermediarios (isoprendides), aléem do colesterol, os tratamentos em

longo prazo podem suscitar riscos de intoxicagao.
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b) Acido nicotinico: Esta substancia reduz os niveis plasmaticos de
VLDLs e de LDLs pela inibicdo da secrecao hepatica de VLDL, bem como por
inibicdo da lipdlise nos tecidos adiposos, suprimindo, assim, o fluxo de
liberagdo de acidos graxos livres. Por ser habil em reduzir drasticamente os
niveis de colesterol circulante, utiliza-se o acido nicotinico para tratamento das
hiperlipoproteinemias dos tipos Il, Ill, IV e V.

c) Clofibrato, gemfibrozil, fenofibrato: Estes compostos, que sao
derivados do acido fibrico, provocam rapida degradacdo das VLDLs pela
ativacdo das lipases lipoprotéicas. No figado, eles desviam o sentido das
reacdes de esterificacdo em direcdo as de oxidagao dos acidos graxos livres,
dessa maneira reduzindo a secregao hepatica de triacilgliceréis e de VLDLs
ricas em colesterol.

d) Probucol: o probucol eleva a taxa de metabolismo de LDL, podendo
ainda bloquear os transportes intestinais de colesterol, promovendo significante
reduc&o dos niveis de colesterol sanguineo.

e) Cholestiramina ou colestipol (resinas): sdo compostos resinados,
nao absorventes, que se ligam aos acidos biliares que ainda nao foram
absorvidos pelo figado. O decréscimo na taxa de reabsorcdo desses acidos
resulta num mecanismo de retroinibicdo da sintese de acidos biliares.
Consequentemente, grande quantidade de colesterol se converte nesses
acidos, de maneira a manter um nivel basico em circulagdo. Adicionalmente, ha
elevacdo na sintese de receptores de LDL para aumentar o suprimento de
colesterol destinado a sintese de acidos biliares. KAHLON e WOODRUFF
(2002) reportam que o efeito global disso consiste na redugcdo do colesterol
plasmatico. Este tratamento é ineficaz para pacientes hipercolesterilémicos
homozigotos, com histérico familiar, visto que estes sao deficientes em
receptores LDL (HARPER et al., 1982).

2.1.7.2. Substancias funcionais encontradas em alimentos e capazes de
controlar o colesterol sanguineo

Estudos epidemiolégicos conduzidos por SOLEAS et al. (1997),
WOLLNY et al. (1999) e FREMONT (2000), sugeriram que consumo moderado

de vinho tinto pode proteger contra o desenvolvimento de doencgas
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cardiovasculares. Segundo esses autores o resveratrol (trans-3,4',5-
trihnydroxystilbene) € um composto polifendlico, de ocorréncia natural em varias
fontes alimenticias como, por exemplo, vinho tinto e suco de uva concentrado,
tendo demonstrado possuir diversos efeitos benéficos para saude
cardiovascular. Dentre esses efeitos, citam-se: prevencdo de dano oxidativo,
promog¢ao de vasodilatagdo, e prevenc¢ao de agregacao de plaquetas. LADEN e
PORTER (2001) informam que o resveratrol inibe especificamente a esqualeno
monoxigenase humana purificada, uma enzima que limita a taxa de
biossintese, tanto de esqualeno quanto de FAD, de uma maneira néo-
competitiva. Estes dados exaltam o efeito protetor do resveratrol com relagéo
ao desenvolvimento de doenca cardiovascular. Em parte, isto pode ser
explicado pela inibigdo da biossintese enddgena de colesterol.

Ainda, segundo KULKSIS (2001), a inibicdo da biossintese de colesterol
esta associada a presencga de esterodis precursores (fitosterois, tocotriendis e
outros) no plasma sanguineo. POLAK e KRITCHEVSKI (1998), citados por
MAKI et al. (2001) revelam que estes esterdis ocorrem naturalmente, tendo
estrutura quimica semelhante a do colesterol e que seus teores nas dietas
ocidentais se aproximam daqueles do colesterol (170 a 358) mg/dia.
Demonstrou-se também que os fitosterdis (stigmasterol, beta-sitosterol,
campesterol e outros), e seus ésteres, tém sido efetivos na reducédo do
colesterol sanguineo ao inibirem a absorgéo deste ao nivel de intestino delgado
(JONES et al., 1999; SIERKSMA et al.,, 1999; WESTSTRATE et al., 1999).
WEBER et al. (2002) citam que, recentemente, WESTER (2000) adicionou
esteril e estanil ésteres a margarinas especiais, sendo que estes produtos
mostram-se funcionalmente habeis em reduzir os niveis plasmaticos de
colesterol total e de LDL. Propbe-se que o mecanismo fisico-quimico pelo qual
ha reducdo no nivel de colesterol circulante envolve competicdo entre
fitosterdis e o colesterol, pela solubilizacdo na fase bilar no interior do intestino
delgado (GILLING et al., 1996).

KASTELEIN et al. (2000) concluiram que o consumo de 1,8 g/dia de
fitosteréis ndo esterificados (B-sitosterol) provenientes de o6leo de pinus
(PHYTROL™), na forma de chocolate, reduzia significativamente (p < 0,03) o
LDL colesterol. Em outro experimento, quando o Phytrol foi hidrogenado
(conversdo do [-sitosterol para sitostanol)) MOGHADASIAN et al. (2000)
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verificaram haver diminuicdo do efeito dos fitosterdis sobre a reducao do
colesterol plasmatico, em modelo animal.

Segundo MAKI et al. (2001), os beneficios gerados pela ingestao
dietética de fitosterdis ocorrem nao somente em individuos portadores de
doenca coronariana ou possuidores de severos niveis de colesterol circulante,
mas também em pessoas saudaveis, com discretas a moderadas elevacdes
destes niveis.

KAHLON et al. (1992), ao estudarem o B-glucano, substancia presente
na maioria dos farelos de cereais, e suas propriedades de reducdo do
colesterol sanguineo (ANDERSON, 1984; MARLETT, 1994), verificaram que,
mesmo quando as dietas testadas continham diminutas quantidades destes
farelos, ainda assim se observava reducao colesterilémica. Esse efeito também
foi atribuido a presenca de constituintes lipossoluveis nos farelos, e em baixas
concentracdes, que consistiam em fitosterdis, alcoois triterpénicos, ésteres do
acido ferulico e vitamina E (tocoferdis e tocotriendis), entre outros compostos
n&o identificados.

QURESHI et al. (1997) verificaram que o efeito supressivo exercido
pelos tocotriendis sobre a HMG-CoA redutase, resultou em significante redugao
nos niveis de colesterol sanguineo. Observaram que elevados teores
sanguineos de LDL-colesterol, a intensidade de sua oxidagdo e o
desenvolvimento crénico de trombose aguda séo fatores vistos como criticos
na progressao da aterosclerose, e na ocorréncia de infarto do miocardio.
Resultados experimentais obtidos por esses autores mostraram que quando
tocotriendis foram inseridos numa dieta, houve reducdo da disponibilidade de
substrato para formacédo de LDL, inibicdo da oxidacdo do LDL colesterol e
diminuicdo na formacado de “trombos” obstruidores de artéria, que sao trés

importantes contribuicbes destes compostos em beneficio da saude humana.

2.2. Os esterodis

2.2.1. Esteroéis livres

Esterdis constituem um grupo de lipidios insaponificaveis, encontrados
em quantidade apreciavel em todos os tecidos animais e vegetais (FENNEMA,
1996).
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Nos tecidos de vertebrados, o principal esterol é o alcool C,7 — colesterol
— particularmente abundante nas glandulas adrenais (10% p/p), nos tecidos
nervosos (fragdo em peso 2%), no figado (fragdo em peso 0,2%) e nos sais
biliares. Sua estrutura carbdnica fundamental é o] anel
ciclopentanoperihidrofenantreno (também denominado esterano). Foi o
primeiro esterol isolado, por volta de 1770, pelo quimico Poylletier de La Salle,
nos sais biliares. Em 1815, Cheyreul isolou colesterol a partir da fragao
insaponificavel de gordura animal, denominando-o cholesterine (do grego,
khole-bile e stereos-sélido). A férmula correta (C,7H460) foi proposta em 1888
por F. Reinitzer, mas estudos visando elucidag¢des estruturais, principalmente
por WIELAND (1927), e por WINDAUS (1928), esclareceram a exata
representacdo estérica do colesterol. VANCE e Van den BOSCH (2000) citam
que em 1936, Callow e Young designaram como esterois todos os compostos
quimicamente relacionados ao colesterol. Nos tecidos animais se encontra
outro esterol — Lanosterol (C3p) — constituindo a maior fragdo insaponificavel da
gordura da |& (lanolina), sendo também uma molécula intermediaria na
biossintese do colesterol (CYBERLIPID CENTER, 2002).

Em plantas superiores, os primeiros esterois foram isolados por Hesse,
em 1878, de feijao Calabar (Phytostigma venenosum), e nominados com 0O
termo phytosterine. Posteriormente, em 1906, essa substancia foi nomeada
stigmasterol, por Windaus e Hault. A denominagao phytosterol (fitosterol) foi
proposta por H. Thoms, em 1897, para todos os esterdis de origem vegetal.
Quimicamente, esses esterdis possuem a estrutura basica do colesterol,
entretanto, emergem diferengas a partir da cadeia lateral do carbono 17. Os
principais fitosterdis contém 29 ou 30 atomos de carbono. Sao representantes
desses esterdis o campesterol, o stigmasterol (em 6leo de soja) e o beta-
sitosterol, os quais estdo presentes em todos os lipidios vegetais, sendo
usados para sintese esteroidal (Figura 5). Um importante esterol presente em
leveduras e fungos é o ergosterol (mycosterol), composto Cyg. Sob irradiagao,
esse esterol origina a vitamina D, ou calciferol (PIIRONEN et al., 2001).

Os fitosterois exercem um amplo espectro de atividades biologicas em
animais e humanos, sendo considerados eficientes agentes redutores de
colesterol. Adicionalmente, produzem diversos efeitos terapéuticos incluindo
propriedades anticancer (LING e JONES, 1995)
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OH OH OH
Stigmasterol Campesterol B-sitosterol

Figura 5 — Férmula estrutural dos principais fitosterois.

Conquanto o colesterol tenha sido considerado praticamente ausente em
organismos vegetais, atualmente sua presengca em plantas superiores é
amplamente aceita. Ele pode ser detectado nos Oleos vegetais em diminutas
proporgdes (atée 5% dos esterdis totais), mas a frequéncia predominante € em
quantidades traco (CYBERLIPID CENTER, 2002). Contudo, segundo FUKUBA
e TAKEUCHI (1989), varios estudos tém revelado a existéncia de colesterol
como o principal esterol presente em cloroplastos e podlen. Além disso, o
colesterol tem sido um dos principais esterdis detectados nos lipidios presentes em
folhas de plantas superiores, onde ele pode constituir até 72% do total de esterdis.

Apesar dos esterdis originarem de diferentes fontes, ndo se usa mais a
distingao entre zoosterdis, mycosterodis e fitosterdis, embora pratico. Usa-se
freqientemente o titulo fitosterol (CYBERLIPID CENTER, 2002).

Avenasterol pode ser isolado na fragao insaponificavel de dleo de aveia.
Demonstrou-se que, em Oleos utilizados para fritura, esse esterol confere
protecdo contra oxidagao, devido ao grupo ethylidene presente na sua cadeia
lateral (WHITE et al., 1986).

2.2.2. Esterol ésteres

Se os esterdis incidirem no estado livre, nas membranas celulares, em
intima associacdo com as moléculas de fosfolipidios, eles frequentemente
esterificardo nos acidos graxos. O colesterol de tecidos animais, especialmente
do figado, das adrenais e das lipoproteinas (HDL e LDL), pode ser esterificado
por varios acidos graxos, mais frequentemente por acidos graxos essenciais,
formando ésteres de colesterol (LEHNINGER et al., 1995).
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A ligacao quimica entre o esterol e 0 acido graxo pode ser hidrolisada ou
transesterificada muito mais lentamente que a maioria dos lipidios orto-
acilados. Nas plantas, diversos esterois-ésteres podem ser encontrados em
membranas celulares e 6leos de sementes, como ésteres de ergosteril, de
stigmasteril e de beta-sitosteril. A presenga dessas formas esterificadas justifica
uma preévia saponificagdo, caso se faga necessario estimar o conteudo total de
esterol (CYBERLIPID CENTER, 2002).

2.2.3. Esteril glicosideos

Os esteril glicosideos sdo complexos encontrados em vegetais. Essa
familia caracteriza-se pela presenga de uma unidade de carboidrato ligada ao
grupo hidroxila de uma molécula de esterol. Determinou-se que a fragao esterol
compreende varios esterois: campesterol, stigmasterol, sitosterol,
brassicasterol e dihidrositosterol. Por outro lado, em Graminae, a porcao
carboidrato € composta de: glicose, xilose e até mesmo arabinose (JONES e
SARJAZ, 2001).

Em bactérias, encontrou-se que Helicobacter é particularmente rico em
colesterol glicosideos (mais de 33% dos lipidios totais), sugerindo que essas
moléculas podem ser importantes marcadores quimiotaxonémicos dessas
espécies (HAQUE et al., 1995). A presenca de colesterol diglicosideo também
foi reportada em procariotos (Acholeplasma axanthum) por KOBAYASHI et al.
(1995). Isolou-se, de figado humano, colesterol glicuronideo numa razéo de
aproximadamente 33 nmol, por grama de tecido fresco. Presume-se que o
colesterol glicuronideo seja sintetizado no figado. Parte dele, algo em torno de
6 mg/mL, acessara a corrente sanguinea por difusdo, e o restante,

provavelmente sera eliminado na bile (ACCATINO et al., 1998).

2.2.4. Esteril glicosideos acilados

Sao compostos que se formam quando um acido graxo € acilado no
grupamento alcool primario da unidade carboidrato da molécula de esteril
glicosideo. O 6'-palmitoil-5-D-glucosideo do B-sitosterol € a principal espécie

(51%), podendo ser detectada em tubérculos de batata, enquanto o 6'-linoleil-3-
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D-glucosideo, do p-sitosterol, predomina (47%) em extratos de soja
(STAPLETON, 1991). Nesses produtos também foram encontrados &acidos
graxos 16:1, 18:1 e 18:3. Em plantas aquaticas (Pistia stratiotes), Della-
GRECA. et al. (1991) relataram a existéncia de moléculas mais complexas,
onde o B-sitosterol encontrava-se acilado ao agucar.

Em recente ensaio com 48 fontes de vegetais, verificou-se a presenga
de esteril glicosideos acilados em todas as partes dos vegetais (frutos, raizes,
caules, folhas e sementes), em concentragao na faixa de 1 mg a 125 mg por 100 g
de peso fresco, sendo que a forma acilada era de 2 a 10 vezes mais abundante que
o esterol glicosideo n&o-acilado (SUGAWARA e MIYAZAWA, 1999).

2.2.5. Colesterol sulfato

O sulfato éster de colesterol ocorre em células mamarias. O sulfato-3-O-
colesterol também pode ser detectado em hemacias e, principalmente, em
camadas queratinizadas da pele (WATARAI et al., 1990).

2.3. O colesterol e as gorduras saturadas em alimentos

Diversos alimentos contém colesterol, mas em diferentes concentracdes
(Quadro 3). Normalmente, o colesterol ocorre em maior concentragdo em
alimentos de origem animal, principalmente em membranas lipoprotéicas e em
gorduras. As maiores concentracbes ocorrem no cérebro, na medula 6ssea,
nos rins e no figado.

O interesse pelo metabolismo de gorduras e 6leos desenvolveu-se nos
anos 50, quando se verificaram as primeiras descobertas quanto as elevagoes
das taxas de colesterol serem influenciadas pelo aporte de gordura saturada na
dieta. Determinou-se que as gorduras saturadas seriam capazes de aumentar
em até duas vezes o colesterol plasmatico, em relagdo a ingestdo de acidos
graxos poliinsaturados. A gordura saturada e o acido graxo saturado ndo séo
totalmente danosos. A ingestdo de uma quantidade segura de gordura
saturada pode ser benéfica, pois eleva o HDL, substancia que remove o

excesso de trigliceridios do sangue (HAYES, 1996).

24



Quadro 3 — Concentragéo de colesterol em diferentes alimentos

Concentracdo de Colesterol

Alimento Tipo % de Gordura

(mg/1009)
Leite humano 4,0 25
Leite de vaca 3,8 12,3
Leite desnatado 0,1 3
Brie 27,9 100
Camembert 22,3 62
Cheddar 32,3 100
Queijos: Roquefort 29,8 88
Frescal 31,5 103
Gouda 29,2 114
Parmesao 25,8 68
Quark 5,1 17
Ovo: Integral 14,4 396
Gema (liquida) 31,9 1.260
Manteiga 83,2 192
Banha 99,7 86
Carne de vaca Musculo 1,9 60
Carne de Porco Musculo 1,9 65
Figado 57 340

Fonte: SIEBER (1993).

De um modo geral, as doengas cardiacas coronarianas despertaram
atencao para as gorduras, entretanto, as pessoas simplesmente associaram a
ingestdo de gorduras saturadas com o aumento da taxa de colesterol
sanguineo, entendendo-se que as gorduras poliinsaturadas reduzem-no. Isto
nao constitui uma verdade absoluta, pois o acido graxo “trans”, obtido pela
hidrogenacao de oleos vegetais, induz a formagcao de colesterol enddgeno,
elevando sua concentragdo sanguinea (HAYES, 1996). Segundo O’'DONNEL
(1993), os acidos graxos “trans” ndo sao metabolizados como as gorduras
monoinsaturadas, e sim como as saturadas, simultaneamente reduzindo o HDL

e aumentando o LDL.

2.3.1. FDA (Food and Drug Administration) e o colesterol

O FDA, 6rgao responsavel pelo controle e inspecao de alimentos e
medicamentos nos Estados Unidos, prop6s e estabeleceu valores para a
diferenciagdo de alimentos “sem colesterol”, alimentos com “baixo teor de

colesterol” e alimentos com “médio teor de colesterol” (FDA, 1986; 1990).
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Baseado nesta publicagdo, o alimento é considerado “sem colesterol” quando
apresenta indices inferiores a 2 mg de colesterol, por por¢do; o alimento com
“baixo teor de colesterol” deve conter entre 2 mg e 20 mg por porgao; € o
produto “médio teor de colesterol” deve compreender entre 20 mg e 25 mg por
porcdo. Acima de 25 mg por porcao, o produto é considerado “alto teor de

colesterol”.

2.4. As fibras dietéticas e o colesterol — mecanismos de interacéo

2.4.1. Fibra dietética — caracterizagao

CHESSON (1995) definiu fibra como “os componentes enddgenos de
materiais de planta, na dieta, que sao resistentes a digestdo por enzimas
produzidas por humanos”, assumindo-se simplesmente como fibra dietética,
incluindo celulose, hemiceluloses, pectina, e lignina, provenientes das paredes
celulares de plantas, mais alguns outros polissacarideos indigeriveis de
plantas, estes citados por LSRO (1987). Este também foi o conceito original
proposto por TROWELL et al. (1976) e SOUTHGATE et al. (1978). Segundo
CLAYE et al. (1996), muito da dificuldade ao se definir tipos especificos de
fibra, relaciona-se as diferengas entre as metodologias analiticas empregadas
para sua quantificacao.

Na década de 80, reconheceu-se que a fibra poderia ser caracterizada
por sua solubilidade nos intestinos (STEPHEN, 1994). A medic¢ao da fibra bruta
utiliza uma extragdo exaustiva, ndo prevendo uma estimativa precisa do
conteudo real de fibra dietética em alimentos. Tabelas nutricionais
desenvolvidas antes de 1980 contém somente valores de fibra bruta (DREHER,
1987). Nos Estados Unidos, o método desenvolvido por PROSKY et al. (1985),
foi aceito pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists), e tem sido
amplamente utilizado, proporcionando uma estimativa segura para o conteudo
de fibra total em alimentos. Esse método suscita diferencas despreziveis em
relacdo ao conteudo de fibra total, mas é relativamente coerente na estimacao

dela, e também mais preciso que aqueles tradicionais.
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Existem evidéncias nutricionais suficientes para se demonstrar que os
valores expressos em fibra total, sozinhos, séo insuficientes na predicdo das atuais
propriedades fisioldgicas das fibras dietéticas (HALL, 1989; CLAYE et al., 1996).

Um das caracteristicas fisicas dos polissacarideos € a habilidade em
expandir, reter agua e formar uma matriz gélica. Denominou-se fibra soluvel
aquela com alta capacidade de retencdo de agua, como pectina e gomas. A
definicdo das caracteristicas das fibras pela classificagdo soluvel e insoluvel
induziu o desenvolvimento de métodos capazes de medir cada uma destas
fragdes, acuradamente, porque se presumiu a possibilidade de haver distingao
na forma das respostas bioldgicas (FENNEMA, 1996).

Métodos melhorados para determinagdo do conteudo de fibra soluvel
resultaram em aumento da precisao relativa, entretanto evidenciou-se que a
resposta fisioldgica para fontes de fibra ndo era necessariamente previsivel
somente em base de solubilidade. Outros fatores, como fermentabilidade,
viscosidade, e habilidade de ligagdo com a bilis acida, também contribuem com
a qualidade da resposta fisiologica as fontes de fibra. Adicionalmente,
considerando que todos os alimentos analisados contenham uma mistura de
polissacarideos, cada polissacarideo somente pode ser classificado como fonte
de fibra soluvel ou insoluvel, isoladamente (CLAYE et al., 1996; JENKINS et al.,
1998; ABDUL-HAMID, 2000).

2.4.2. Fontes de fibra dietética

Por causa destas limitagbes em metodologia de avaliagdo quimica, a
quantificacdo da composicao de fibra dietética dos estoques de alimentos, foi
historicamente dificil e limitado a fibra crua. Dentro da década passada os
bancos de dados de composicdo de alimentos mostraram avangos
tecnoldgicos, refletidos ao se listarem valores especificos para fibra total, fibra
dietética soluvel, e insoluvel (CLAYE, 1996; JENKINS et al., 1998).

Cevada contém fibras, mas principalmente fibra insoluvel. Trigo, centeio,
arroz, e a maioria dos outros graos sao compostos principalmente de fibras
insoluveis (ENGLYST, 1982). Os farelos contém maior proporgdo de fibras
soluveis que os graos que os originaram (KAHLON et al., 1993). Legumes,

feijdes, e ervilhas também sao excelentes fontes de fibra soluvel e insoluvel,
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com quase 7 g de fibra total e 2 g de fibra soluvel, por cada 75 g de produto.
Certas frutas e legumes sdo melhores fontes de fibra soluvel. Normalmente,
deve-se consumir maior quantidade destes alimentos, para igualar a
contribui¢ao de fibra insoluvel proveniente de feijdes ou graos de cereal (VAN
HORN, 1997).

2.4.3. O colesterol e as fibras dietéticas

Atualmente, ha forte evidéncia que fatores dietéticos influenciam o risco
de doencga coronariana (DC), tanto favoravel quanto desfavoravelmente
(ANDERSON et al., 1994; SANDERS, 1998; FERNANDEZ, 2001; McCANN et
al., 2001; CHARALAMPOPOULOS et al., 2002). Os trés principais fatores de
risco dietéticos aterogénicos sdo: gordura saturada, colesterol e obesidade.
Recomenda-se aumentar a quantidade de carboidratos da dieta, principalmente
carboidratos complexos, com o objetivo de restituicdo da maioria das calorias
suprimidas pela restricdo imposta na ingestdo de gordura (AHA, 1996). Em
média, adotando-se fontes de carboidratos ricos em fibra, os niveis de
colesterol no sangue podem ser reduzidos em 5 a 15%, além de outros
beneficios nutricionais. Alguns pacientes hiperlipidémicos experimentam até
maiores redugdes. Estudos inconsistentes sobre fibras e lipideos geraram,
recentemente, conclusdes divergentes em relagdo aos beneficios potenciais
das fibras vegetais (VAN HORN, 1997).

2.4.5. Mecanismos de reducédo do colesterol sanguineo

Permanecem pouco esclarecidos os mecanismos especificos envolvidos
na redugao de colesterol do plasma sanguineo devido ao incremento na
entrada de fibra na dieta. Segundo CHESSON (1995), sdo dois os mecanismos
propostos para reducéo do colesterol pelo efeito da ingestao de fibras soluveis;
um relacionado com a excrec¢ao de sais biliares e outro com a reducédo da
absorcao destes. Segundo o autor, embora esses efeitos sejam mutuamente

exclusivos, é possivel que ambos ocorram no trato digestivo superior.
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WOOD e BEER (1998) defendem que o principal efeito resultante do
aumento da viscosidade intestinal, inerente ao p-glucano de aveia,
aparentemente, relaciona-se com a elevagado na taxa de excregcado de acidos
biliares e a subsequente alteragdo na taxa do metabolismo de sintese e
excrecdo endogena de colesterol. Um efeito adicional pode consistir no
retardamento no processo de solubilizagao de lipideo micelar e a consequente
reducao na taxa de secregao de quilomicrons na circulagdo sanguinea.

Recentes pesquisas provéem evidéncias que polissacarideos viscosos
agem na regido gastrintestinal, reduzindo o colesterol do sangue, pelo
decréscimo na absorgdo de colesterol e acidos graxos, e por absorgéo
decrescente de colesterol biliar (MARLETT et al.,, 1994; NICOLOSI et al.,
1999). Fibras também podem causar alteragdo na concentracdo hormonal ou
de acidos graxos de cadeia curta, que afetam o metabolismo de lipideos (van
HORN, 1997). Em modelo animal foi mostrado que o B-glucano, a principal
fibra soluvel em agua, presente em aveias e cevada, seria o agente ativo
causador de alteragdes no metabolismo do colesterol (SHINNICK et al., 1991;
KAHLON et al.,, 1998). EDWARDS et al. (1988), citam um outro efeito do
aumento da viscosidade na digestdo e absor¢gado de nutrientes: ha prejuizo da
emulsificacdo de lipidios, fator essencial a sua absorcdo, evidentemente em
parte pelo decréscimo dos movimentos mecanicos de contragao dos intestinos.

Entretanto, ao se considerarem as implicagdes praticas do consumo de
fibras como parte de dietas terapéuticas, € importante considerar que esses
multiplos efeitos gastrintestinais descritos acima, associados aos efeitos
benéficos no colesterol sanguineo e nos niveis de glicose e insulina, sdo dose-
dependentes. Enquanto o limite minimo a ser ingerido para redugdo do
colesterol sanguineo se situa em torno de 3 g/dia de B-glucano, similar a dose
necessaria para proporcionar bom funcionamento das fung¢des gastrintestinais,
para que se alcance efeito satisfatério no controle do metabolismo da glicose
seria necessario que se ingerisse uma dose de 4-6 g/dia de B-glucano (MALKKI
e VIRTANEM, 2001). Considerando que a concentracdo média desse produto
em farelos de cereais varia entre (35 e 50) g/kg, a quantidade de farelo a ser

ingerida diariamente tornaria essas dietas impraticaveis.
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Por outro lado, RIECKHOFF et al. (1999) conduziram experimentos para
comparar os efeitos colesterilémicos de varias fontes de fibras dietéticas
(farelos de cevada, de aveia e de centeio), em hamsters, utilizando uma dieta
moderadamente enriquecida com colesterol. Os resultados encontrados,
semelhantemente aqueles verificados por LIA et al. (1997) e RIECKHOFF et al.
(1999) mostraram que, além do farelo de centeio ser o mais eficiente em
reduzir o colesterol plasmatico, 0 mecanismo envolvido neste processo esteve
associado a elevacado na taxa de excrecao de colesterol e de acidos biliares.
Observaram também que doses crescentes de B-glucano, fornecidas na dieta,
nao induziram resposta dose-dependente, sugerindo que outros fatores como a
solubilidade da fibra e a viscosidade também desempenham importante papel

na habilidade em reduzir colesterol.

2.4.6. O B-glucano

Segundo BLACKWOOD et al.(2000) as principais fontes de B-glucanos
sao os farelos de cereais (Gramineae) como o trigo, aveia, arroz e cevada.

Na Figura 6 esta representada a unidade estrutural do -glucano.

A Cevada (Hordeum vulgare), contém concentragdes relativamente
elevadas de ligagdes mistas p-D-glucanos (1—3) (1—4). Embora se verifique a
ocorréncia do B-Glucano em todos os cereais, as maiores concentragdes deste
composto sao verificadas em farelos de aveia e de cevada, variando de menos
de 2% até mais de 16% (BURGER et al., 1982; BELL et al., 1990). Dentre os
cereais, a aveia e a cevada tém sido reportadas como sendo as mais efetivas
em reduzir o colesterol total plasmatico e o LDL-colesterol, em humanos e em
animais (McINTOSH, 1991).

A habilidade em reduzir o colesterol foi primeiramente descrita para a
aveia e, somente mais recentemente, para a cevada (WOOD et al., 1991;
GALLAHER, 1993). Tem-se hipotetizado que, apds sua ingestdo, o B-Glucano
incrementaria a viscosidade do muco intestinal, devido ao seu baixo peso
molecular, favorecendo a formacao de solugdes pastosas. Consequentemente,
ocorreria redu¢ao na taxa de absorcédo de acidos biliares, de colesterol ou de
trigliceridios, reduzindo o nivel plasmatico destes (WANG et al., 1992; WANG,
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B-Glucano (Unidade Estrutural)
H OH

AR, féﬁ% 7

Figura 6 — O B-Glucano. Consiste numa cadeia polissacaridica, ndo-ramificada, linear, contendo unidades de p-(1-3) e B-(1-4)-D-
glicopiranose.
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et al., 1997), assim como alterando a atividade das enzimas digestivas (WANG,
1997).

CHEUNG (1996), ao suplementar dieta de ratos com 2% de colesterol e
1% de B-Glucano isolado de cultura de cogumelos (Volvariella volvacea),
verificou substancial redugcao dos niveis de colesterol total e de LDL-colesterol
no sangue e de colesterol total no figado. O nivel fecal de esterdis neutros foi
substancialmente aumentado, enquanto ndo se evidenciou alteracédo no nivel
de excrecgao fecal de acidos biliares, contrastando com os resultados obtidos
anteriormente por LIA et al. (1995). Nao houve mudangas significativas nas
concentragdes sanguineas de triacilglicerdis, de HDL-colesterol e de lipidios
totais no figado. Assim, o autor concluiu que este B-Glucano demonstrava
significativa atividade hipocolesterilémica em ratos submetidos a dieta
hipercolesterilémica.

Ao analisarem esses dados, KALRA e JOOD (2000) investigaram os
efeitos de concentracdes altas, médias e baixas de B-glucano (total e soluvel)
extraido de cevada, em dietas de cobaias, e verificaram que esse composto
pareceu ser um efetivo redutor de colesterol do sangue e do figado destes
animais. Aparentemente, a propriedade de sublimar a viscosidade do bolo
intestinal, que o B-glucano soluvel possui, pode resultar na redugdo da
absorcao e (ou) reabsorgao de lipideos.

LIA et al. (1997), estudando os mecanismos envolvidos no efeito redutor
do colesterol sanguineo, nas respostas de lipidio pos-prandial, nas
concentragcdes de latosterol do sangue e na pequena excregao intestinal de
gordura e esterdis, resultantes da ingestdo de fibra de aveia, mediram a
intensidade desses efeitos em individuos ileostomizados e submetidos a
refeicbes-teste contendo elevados ou baixos teores de fibra de aveia. Verificou-
se elevagdo na excregdao de gordura e acidos biliares, em 146% e 93%,
respectivamente (P < 0,05), e diminuicdo na reabsorcdo de colesterol total e
endogeno, em 14% e 19%, respectivamente (P < 0,05), depois da refeigédo
contendo farelo de aveia.

Num estudo realizado com 11 homens saudaveis, onde se investigou a
resposta da insulina, da glicose, da colecistoquinina e de lipideos, BOURDON

(1999) testou dois tipos de farelos com diferentes teores de fibra (15,7 e 5) g,

32



ambos contendo p-glucano. 4 horas apds a ingestdo destas dietas, a
concentracdo de colesterol plasmatico ndo foi alterada naqueles individuos
alimentados com baixo teor de fibra, entretanto, quando a dieta foi rica em
fibra, verificou-se rapida e significativa diminuicdo na concentragdo plasmatica
de colesterol, quando comparada aquela observada na dieta com baixo teor de
fibora. O consumo de p-glucano, na forma de farelos, segundo o autor,
aparentemente estimularia o transporte reverso de colesterol.

Assim, as evidéncias cientificas acumuladas até o presente, em modelos
in vivo, justificam o uso do B-glucano como substéncia capaz de reduzir o
colesterol sanguineo (CHEUNG, 1996; VAN HORN, 1997; CHAO et al., 1998;
WOOD e BEER, 1998; BELL et al., 1999; NICOLOSI et al., 1999; KALRA e
JOOD, 2000; MALKII e VIRTANEN, 2001). Em modelos in vitro foram testados
procedimentos que exploraram a capacidade de alguns farelos de cereais em
reduzir acidos biliares, tendo sido encontrados resultados motivadores
(BOWLES et al., 1996; KAHLON e CHOW, 2000; KAHLON e WOODRUFF,
2001; 2002).

2.4.6.1. Estrutura molecular

Os pB-glucanos formam moléculas cilindricas que contém até
aproximadamente 250.000 residuos de glicose, podendo gerar ligagédo cruzada
entre cadeias que contenham unidades sucessivas de celotriose. Formam
redes infinitas de géis termorreversiveis. Em torno de 90% das ligacdes p-(1->4)
ocorrem em unidades de celotriosil e de celotetraosil, estas unidas por ligagdes
simples B-(1->3). A relagéo de celotriosil/celotetraosil € de aproximadamente 2,0
a 2,4 em aveias, aproximadamente 3,0 em cevada e aproximadamente 3,5 em
trigo (WOOD e BEER, 1998; ROUBROEKS et al., 2000; WANG et al., 2001).

2.4.6.2. Funcionalidade

Funcionalmente, o principal uso de B-glucanos € no sentido de garantir
texturizagdo como substituto de gordura. Sdo reconhecidos como fontes de
importantes e positivos beneficios a saude, prevenindo a doenga coronariana,

abaixando o colesterol sanguineo e reduzindo a resposta de glicemia crénica,
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embora alguns destes efeitos sejam devido a supressao de apetite. -glucanos
de massa molar elevada s&o viscosos devido a labeis associagdes
cooperativas, enquanto B-glucanos de baixo peso molecular podem formar géis
macios, tornando as cadeias mais facilmente rearranjaveis, com isso
maximizando acoplamentos. B-glucano de cevada forma gel altamente viscoso
e pseudoplastico, propriedades que decrescem com temperatura crescente.
Esse gel hidrocoloidal tem somente unidades de B-(1->3)-D-glicopiranose, as
quais formam estruturas tripla-hélice, termorreversiveis sob aquecimento, que
entretanto, ligam-se irreversivelmente quando sdo aumentados a concentragéo
e a temperatura, concomitantemente (WOOD e BEER, 1998; BOHN e
KULICKE, 1999; BLACKWOOD et al., 2000; ABDUL-HAMID e LUAN, 2000).

2.4.7. Os heteroxilanos

Os heteroxilanos constituem uma outra familia de polissacarideos,
baseada em ligagdes lineares B-(1—4) entre cadeias de D-xilopiranose, de
vasta ocorréncia em farelos de cereais e de composicdo amplamente variavel.
Compdem a maior parte dos polissacarideos da parede celular de gramineas e
cereais. Quando hidrolisados originam os agucares xilose e arabinose, dai a
razdo de serem comumente denominados pentosanos (CHESSON, 1995).

Os arabinoxilanos do grao de trigo tém recebido particular atencéo de
nutricionistas, cientistas de alimentos e de quimicos (FINCHER e STONE,
1986; HOFFMANN et al.,, 1992). Por estarem presentes no farelo de trigo,
embora em pequena concentragdo (1 a 5% em peso), possuem a propriedade
funcional de formarem solugdes de alta viscosidade e habeis em reter até 10
vezes O seu peso em agua, sendo que essa capacidade de formar géis
apresenta efeitos positivos sobre a saude do sistema gastrintestinal de
humanos (CHESSON 1995, MALKKI e VIRTANEM, 2001 e
CHARALAMPOPOULOS, 2002).
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2.5. Métodos para andalise quantitativa de colesterol

Atualmente, fatores como reducdo de custos e alta qualidade de
resposta, tornaram-se pré-requisitos a maioria das analises laboratoriais. Da
mesma forma, e indubitavelmente, a automagao dos procedimentos analiticos
se tornou imprescindivel ao desenvolvimento de novas metodologias de rotina.

Em geral, os procedimentos analiticos recomendados para determinagao
do colesterol s&o tediosos e de custo elevado. Ao se objetivar o
desenvolvimento de métodos quantitativos para determinagdo do colesterol,
que sejam baratos, rapidos e confiaveis, ha que se coletar grande volume de
dados de colesterol em diferentes fontes alimenticias.

A literatura faz referéncia a diversos métodos para se quantificar o
colesterol e os seus 6xidos em alimentos. No entanto, os principais s&o:
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (VALENTE, 2000; MANZI et al.,
1996; CASIRAGHI et al, 1994; PARK e ADDIS,1985; HURST, 1984);
Cromatografia Gasosa (BALLESTEROS et al.,, 1996; ROSE-SALLIN, 1995;
NIELSEN et al., 1995; REGUEIRO et al., 1994; STEWART et al., 1992; HUBER
et al., 1995) e Espectrometria VIS (ME-FAE, 1988; FERNANDEZ-ROMERO et
al., 1987; PEINADO e TORIBIO, 1986; BACKMAN et al., 1976).

2.5.1. Métodos espectrofotométricos

Com a intengao de verificar a variabilidade e a reproducibilidade dos
resultados de diferentes métodos colorimétricos para determinagcao de
colesterol, PARK (1999) modificou alguns procedimentos dos métodos SB
(SEARCY e BERGQUIST, 1960) e RM (RUDEL e MORRIS, 1973). Segundo o
autor, o método colorimétrico RM (orto-fitalaldeido) € o mais consistente,
revelando-se em torno de 20% menos variavel que o método SB (FeSO4-acido
acético), para a determinacao de colesterol em queijos de leite de cabra.

O método oficial adotado pela FAE (ME-FAE, 1988), para analise de
colesterol em ovos, também enfatiza o principio colorimétrico. Consiste de uma
adaptacdo do ensaio desenvolvido por KIM e GOLDBERG (1969), sendo
estimulada a reacao de Liebermann-Burchard, com consequente produg¢ao do

acido bis-3,5-colestadienil-mono-sulfénico, de coloracdo verde. Dessa forma,
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possibilita-se leitura espectrométrica da absorvancia a 625 nm, que sera

proporcional a concentracdo de colesterol na amostra.

2.5.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Nas trés ultimas décadas, a cromatografia se desenvolveu rapida e
significativamente, sendo hoje uma técnica frequentemente usada para
separacao, analise qualitativa e analise quantitativa de compostos bioquimicos
(HADDEN e BAUMAN, 1972; COLLINS, 1997).

Diversos métodos utilizam equipamentos de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia — CLAE para a determinagdo de colesterol em alimentos. A
CLAE utiliza instrumentos que podem ser totalmente automatizados, sendo
habil em efetuar separacdes, quantificar diversos compostos, em varios tipos
de amostras, em curto tempo, com resolucao, eficiéncia e sensibilidade
elevadas. O desenvolvimento da informatica melhorou a eficiéncia dos
equipamentos, a qualidade da apresentacdo dos dados e os processos de
automatizacao das analises (WATERS, 1998).

Compostos que diferem em tipo quimico ou em numero de grupos
funcionais sao facilmente separados por cromatografia liquido-solido, incluindo
acidos graxos, alcoois, alcaldides, aminas, antioxidantes, barbituricos,
corantes, esterdides, fendis, lipidios, vitaminas, entre outros (HADDEN e
BAUMAN, 1972; COLLINS, 1997).

A analise de colesterol por CLAE apresenta a vantagem de demandar
pouco tempo (em alguns casos a separagado cromatografica ocorre em cerca
de seis minutos), podendo-se destacar ainda a alta precisdo (o desvio-padréao
para a reprodutibilidade pode ser inferior a 2%), segundo CASIRAGHI et al.
(1994).

A pré ou pés-derivatizacdo pode ser um aspecto importante na analise
de uma amostra. O procedimento de reduzir ou alterar a composi¢cao de uma
molécula “pai”, para uma molécula “filha”, quimicamente relacionada, em geral
extrai dados potencialmente tangiveis, que poderiam complementar resultados
futuros ou analises anteriores. Em poucos casos, o passo de derivatizagao
serve apenas para gerar dados questionaveis, e esta € uma razado por que a

CLAE pode se tornar uma técnica vantajosa em relagdo a cromatografia
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gasosa (GC). A GC requer analitos volateis, termicamente estaveis, ou analitos
apolares, e a derivatizacdo normalmente € requerida por amostras que nao
apresentem estas propriedades. A acetilacdo, sililagcao, ou hidrélise com acido

concentrado constituem algumas técnicas de derivatizagao.

2.5.2.1. CLAE por adsorc¢édo em silica gel

Os procedimentos descritos por CASIRAGHI et al. (1994) e PARK e
ADDIS (1985) contemplaram a utilizagdo de colunas contendo silica gel
(granulometria média de 5 um). Os compostos sairam da coluna ao se permear
fase movel composta de mistura contendo fragdes de volume entre 5% e 12%
de 2-propanol em hexano. Utilizou-se vazao entre 1 e 1,2 mL/min e a deteccao
foi feita em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 208 nm. A
reprodutibilidade entre os métodos ndo excedeu 2%, configurando-se a
exceléncia desses protocolos na quantificagao de colesterol em amostras de
produtos lacteos.

Destacou-se também o procedimento desenvolvido por KATSANIDIS e
ADDIS (1999), para detecgao e quantificagdo de colesterol em tecido muscular,
que consistiu no escoamento de fase movel composta de hexano-isopropanol
(99:1), através de uma coluna de silica gel ZORBAX RX-SIL, em uma vazao de
1,3 mL/min. Utilizaram como detector um espectrofotometro UV, com

comprimento de onda selecionado em 202 nm.

2.5.2.2. CLAE por particdo em fase reversa (CLAE-FR)

Atualmente, essa € uma das técnicas mais utilizadas para a separacgao,
deteccgao e quantificacao de esterdis em alimentos.

Diversos sao os protocolos de cromatografia liquida em fase reversa
(RP-HPLC) registrados na literatura pertinente. Entretanto, destacar-se-&o
aqueles que contemplaram a separagcdo do colesterol dos demais esterdis
(6xidos de colesterol, fitosterdis, tocoferdis e tocotriendis).

MANZI et al. (1996) e ZIMMERMANN e ELMADFA (1997) descreveram
um meétodo de RP-HPLC para a separagao de alfa, beta e gama-tocoferais,

retindis totais, colesterol, p-sitosterol, campesterol e stigmasterol, utilizando
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somente metanol como fase movel, em condi¢gdes isocraticas, a vazado de
1,0 mL/min. A corrida cromatografica se deu em uma coluna empacotada com
silica (5 ym) RP 18. Dois detectores programaveis, um espectrofluorimetro e
um espectrofotbmetro UV, este ajustado ao comprimento de onda 208 nm,
foram conectados em série, de forma a permitir a deteccdo de todos os
compostos na mesma corrida. CARERI et al. (2001), utilizaram a mesma
coluna para separar B-sitosterol e stigmasterol de 6leos vegetais, contudo a
fase moével utilizada foi acetonitrila e agua (86:14 em volume), escoada em
condicdes isocraticas, a 0,3 mL/min, obtendo-se detec¢cdo na concentracao de
0,42 ug/mL e quantificagdo nas concentragdes de (0,52 a 0,54) ug/mL, para o
B-sitosterol e o stigmasterol, respectivamente.

Para determinar colesterol em carne e em tecidos adiposos, ARNETH e
Al-AHMAD (1995) utilizaram RP-HPLC. O sistema analitico consistiu numa
coluna RP 18, fase movel acetonitrila e isopropanol (80:20 em volume) e
deteccdo em epectrofotbmetro UV (comprimento de onda 210 nm).
Stigmasterol foi usado como padrao interno, obtendo-se taxa de recuperagao
de 100%, tanto para o colesterol como para os seus oleatos. Obteve-se
resposta linear na faixa compreendida entre (20 e 450) mg colesterol por 100 g
de amostra.

Trés esterdis — desmosterol, fucosterol e colesterol — presentes nas
gbnadas de um tipo de pescado marinho (Paracentrotus lividus), foram
identificados e quantificados por HERNANDEZ et al. (1999), utilizando a
técnica RP-HPLC. A metodologia adotada contemplou o uso de uma coluna
C18 como fase estacionaria, escoamento isocratico, fase mével constituida por
metanol e acetonitrila (30:70 em volume) e detec¢cao UV (comprimento de onda
205 nm). Os limites de detecgdo encontrados foram de: 2,31 pg/mL,
0,56 yg/mL e 2,33 yg/mL para o desmosterol, o fucosterol e o colesterol,
respectivamente.

Alternativamente, EMARA et al. (1999) propuseram outra metodologia
para a determinacdo de colesterol em gema de ovo. Utilizando CLAE-FR
(coluna RP 18), os autores adotaram como fase moével, uma mistura composta
de acetonitrila, isopropanol e tampao fosfato pH 4,0 (40:50:10 em volume). A
média de recuperagao do colesterol variou entre 97,7% e 100,5%, com desvio-

padrao entre 2,7 e 3,84%. O método, quando adotado em rotina de analises
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diarias de ovos de galinha, provou ser acurado e rapido, tendo sido
considerado aplicavel ao estudo de efeitos nutricionais do colesterol oriundo de

gema de ovo.

2.5.3. Cromatografia gasosa (CG)

Isoladamente, a analise cromatografica por CG é rapida, porém, na
maioria dos casos, ha necessidade de preparacao prévia da amostra, de forma
a se evitar a ocorréncia de interferéncias durante a analise e a contaminacgéao
da coluna cromatografica. As vezes, essa etapa é longa e complexa,
aumentando em muito o tempo e o custo da analise.

A cromatografia gas-liquido, utilizada na analise de colesterol, faz uso de
um liquido pouco volatil, como fase estacionaria, recobrindo um suporte sélido
ou as paredes de colunas capilares. A separacao se baseia em mecanismos de
particio das substancias entre a fase liquida e a fase gasosa. A fase
estacionaria deve ser termicamente estavel e quimicamente inerte as
substancias, na temperatura de uso (COLLINS, 1997).

O método oficial n® 967.18 da AOAC (AOAC, 1998), preconiza a
utilizacado de GC para determinagéo de B-sitosterol em éleo de manteiga (Butter
Oil), como alternativa para detecgao de fraude. Essa molécula pode aparecer
na concentragdo de 1 mg B-sitosterol por 100 g de butter oil, e entre 3 mg e
4 mg por 100 g sorvete.

O método n® 976.26, registrado na AOAC (1998), também utiliza GC
para determinagdo de colesterol em alimentos multicompostos. Como na
maioria dos métodos que empregam cromatografia gasosa para determinagéo
de esterois, estes devem ser derivatizados para éteres de trimetilsilil (TMS), de
maneira a serem quantificados.

Para a anadlise especifica de esterdis, os principais fabricantes de
colunas capilares para GC recomendam aquelas que incorporem pelo menos
5% de grupos fenil no polimero de dimetilpolisiloxano. Essa composi¢céo
imprime uma ligeira polaridade a fase estacionaria, resultando em excelente
seletividade, reproducibilidade e eficiéncia para analise de compostos contendo
grupos aromaticos (VARIAN, 1998).
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REGUEIRO et al. (1994) determinaram colesterol, ésteres de colesterol,
mono e diglicerideos em gordura de presunto por cromatografia gasosa,
dispensando-se o procedimento de derivatizacdo dessas moléculas. Com isso,
€ minimizando-se a manipulagdo das amostras, evitou-se o risco de contaminacao
quimica, inerente ao reagente TMS, e o de ampliagdo das fontes de erro
experimental. De maneira similar, BALLESTEROS et al. (1996) desenvolveram
um meétodo automatizado de cromatografia gasosa para determinar colesterol,
alfa-tocoferol e acetato de alfa-tocoferil, simultaneamente, em dleos
comestiveis, sem que houvesse necessidade da etapa de derivatizacdo das
amostras. Validaram este método por meio da analise de material de referéncia
que se fazia presente em 6leo de coco. JEKEL et al. (1998) também utilizaram
GC-capilar para determinar esteréis, nao-derivatizados, em amostras dietéticas
e, ainda, MARASCHIELLO et al. (1996) determinaram colesterol em musculo

suino por GC-capilar, sem derivatizacdo das amostras.

2.5.4. Métodos enzimaticos

PEINADO e TORIBIO (1986); FERNANDEZ-ROMERO et al. (1987),
propuseram diversos métodos enzimaticos para a determinagao de colesterol
total, em soro sanguineo, por analise de injecédo de fluxo (FIA). Foram obtidas
curvas de calibragdo com linearidade nas faixas entre 0,02 e 0,2 e 0,005 e
0,05 g/L. Estes métodos apresentaram respostas excelentes quando foram
aplicados para se determinar colesterol em plasma sanguineo. Posteriormente,
AMUNDSON e ZHOU (1999) desenvolveram um método fluorimétrico para a
determinacao enzimatica do conteudo de colesterol, usando um equipamento
fluorogénico (Amplex Red). Estes ensaios foram executados em microplacas
com 96 pogos; considera-se considerado um meétodo ameno, rapido, ideal para
procedimentos automatizados. Possibilita-se a detecgdo de pmol (2 ng) de
colesterol por pocgo, apresentando-se como um método 100 vezes mais
sensivel que outros métodos colorimétricos e fluorimétricos. O Amplex Red,
quando aplicado para medigao de niveis de colesterol em soro sanguineo, e
em amostras de alimentos, foi considerado muito eficiente e menos suscetivel

a interferéncia de compostos bioldgicos.

40



INGR e SIMEONOVA (1983) propuseram uma técnica direta, em um s6
estagio, para determinagdo do conteudo de colesterol total em gema de ovo.
Amostras dessas gemas foram tratadas por diluigdo, até uma concentragao
satisfatoria para aplicagcdo diagnostica do Bio-La-teste, método que foi
inicialmente desenvolvido para determinacdo de colesterol em plasma
sanguineo. O procedimento de aplicar este bioensaio foi modificado em parte.
Esta modificagdo do Bio-La-teste, para gema de ovo, proporcionou um erro
sistematico de 1,5%. O tempo necessario para preparo da amostra, mais a

analise propriamente, ndo excedeu 40 minutos.

2.5.5. Outros métodos

Na literatura pertinente encontra-se referéncias sobre outros métodos
para a determinagcdo de colesterol. Entretanto, estes tém aplicacdo limitada,
sdo demorados (demandam numerosas etapas no procedimento analitico), e
apresentam o limite minimo de detecgdo muito elevado. Citam-se, por exemplo,
os métodos n® 941-09, que faz uso do principio titulométrico, e o n® 988.17,
baseado em cromatografia em camada fina, sendo ambos oficiais e
referenciados pela AOAC (1998).

XU et al. (in press) desenvolveram um método simples e rapido para
quantificacdo de colesterol em gema de ovo. As amostras foram saponificadas
e entdo quantificadas por NACE (non-aqueous capillary electrophoresis) —
eletroforese capilar. O limite minimo de detecgdo do método foi Sug/mL (duas
vezes a taxa de sinal do ruido de fundo), podendo ser usado para

determinacgoes rapidas e sensiveis de colesterol em alimentos.

2.6. Tecnologias parareducéao do colesterol em alimentos

DRYER (1990), comentou que, em 1989, 1348 novos produtos lacteos
foram introduzidos nos Estados Unidos. A maior parte destes, continha
inscricbes populares do tipo “gordura reduzida”, “sem gordura”, colesterol
reduzido, “zero” colesterol e baixa caloria. Desses novos produtos, 36 eram
bebidas, 500 sobremesas geladas, 194 novidades congeladas, 345 queijos,

215 iogurtes e 58 outros produtos. Entretanto, grande parte desses produtos foi
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destinada ao consumo interno, havendo mais de 200 companhias envolvidas
no marketing de novidades alimenticias.

No mercado americano, e tdo somente nele, em face a extensa
discussao envolvendo o assunto colesterol dietético, verifica-se um potente e
significativo marketing para produtos lacteos com teores reduzidos de
colesterol. Ao empreender agressivo marketing no comércio desses produtos, a
industria de laticinios, nos EUA, deveria atentar para a alteracéo de atitude dos

consumidores, que cresce em direcdo ao consumo de alimentos saudaveis.
2.6.1. Limitacdo a producao de alimentos “sem colesterol”

Cresce a preocupacao de consumidores com o nivel e com a quantidade
ingerida de colesterol em seus alimentos, contudo existem barreiras a
producao de produtos “sem colesterol”.

Enfocando-se o ponto de vista cientifico, segundo RENNER (1991) e
SIEBER (1993), ndo existiria necessidade de se reduzir o colesterol dos
produtos lacteos, visto que, a presenca deste na dieta, pouco efeito exerceria
sobre o nivel de colesterol sanguineo. Recentemente, GYLLING e MIETTINEN
(2002), pesquisando alternativas para tratamento de hiperlipidémicos,
verificaram que era o perfil basico de metabolismo de colesterol que
determinava mudancgas em termos de sintese e absorgéo deste.

Os processos para reducao do teor de colesterol do leite podem ser

classificados em biolégicos (enzimaticos), quimicos, e fisicos (Quadro 4).
2.6.2. Métodos biolbgicos

Os métodos que se baseiam em reagdes catalisadas por enzimas, de
transformacao do colesterol em outros compostos, apresentam vantagens tais
como: baixo investimento e transformacao definitiva do produto.

MILLER et al. (1996) descreveram a atividade biolégica de algumas
transferases, além do procedimento para construi-las geneticamente, sua
producdo comercial e alguns métodos para seu uso. Dentre esses métodos,
inclui-se a degradagao do colesterol, in vitro e in vivo, resultando na conversao
do colesterol em outros produtos esterdis uteis, como a pregnenolona,

substancia precursora da testosterona.
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Quadro 4 — Métodos para remogao do colesterol de gorduras

Método Processo Agente Mecanismo Referéncia
KLAVER E MEER
Lactobacillus Transformacéo (1993); SALE E
Microbiolégico Rhodococcus enziméticg MARCHESINI (1984);
Nocardia RASIC et al. (1992);
Biolodgico GILLILAND (1985)
o Colesterol Transformacéao ANDERSON et al.
Enzimatico redutase ou .
. em oxidos (1995)
oxidase
Complexacao Solventes CZECH et al. (1993);
e extracao OraAnicos Extracao JOHNSON et al.
Quimico 9 (1991)
Complexagao B-ciclodextrina Emulgacgéo AHN e KWAK (1999)
Adsorcao KLEMANN et al.
Adsorcao Silica gel sélido—ll’guido (1991); VALENTE
q (2000)
~ ~ . Adsorgao KLEMANN et al.
Adsorgao Carvao ativo sélido-liquido (1991A)
Fisico I Destilagéo a ; BOUDREAU E ARUL
Destilacao Fracionamento
vapor (1993)
Destilagao Short path Fracionamento = LANZANI et al. (1994)
Extracio Extracdo com CHAOQO et al. (1991);
su erc?itica dioxido de Fracionamento BHASKAR (1993);
P carbono HUBER et al. (1996)

Fonte: SIEBER (1993).

Igualmente, SAITO et al. (1996) patentearam um processo para
obtencdo de uma substancia reduzida em colesterol pela conversao deste em
epicolesterol, descrevendo também uma nova colesterol-oxidase, uma nova
epicolesterol desidrogenase e o processo para producdo destas enzimas.
Neste procedimento, os produtos resultantes, reduzidos em colesterol, foram
preparados sem que houvesse deterioracdo da qualidade original apds a
conversao do colesterol em epicolesterol, o qual ndo € intensamente absorvido
pelos intestinos.

A enzima colesterol redutase foi descoberta em certas partes de

vegetais, sendo também produzida por diversas bactérias habitantes do trato
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digestivo de animais (ANDERSON et al., 1995). A espécie Eubactéria (A.T.C.C.
21408), produtora dessa enzima, foi concentrada em um homogenato por
BEITZ et al. (1990) e utilizada para reduzir o teor de colesterol de alguns
alimentos. O produto resultante dessa degradacdo, o coprostanol, tem baixa
absorgao no trato intestinal humano. Para aplicagdo industrial, adicionou-se
colesterol redutase ao leite previamente homogeneizado. Alternativamente,
pode-se permear leite por um suporte de material inerte contendo a enzima.
Em produtos carnicos, acrescentou-se o homogenato contendo enzima as
preparacdes fundamentais de carnes. Conforme descrito por SAITOH et al.
(2001), em ovos essa enzima pode ser injetada no interior da gema, ou pode
ser acrescentada a misturas de clara e gema.

BOUDREAU e ARUL (1993) citam que, na Franga, credenciou-se uma
patente para remogao de esterdis de um filme de gordura lactea, incubando-se
este com bactérias degradadoras do género Nocardia. Este procedimento
permitiu uma redugdo de até 89% do conteudo de esterois. Relata-se ainda
que os Lactobacillus acidophilus podem metabolizar parte do colesterol contido
em produtos lacteos fermentados (ANDERSON et al., 1995). Estudos
desenvolvidos por RASIC et al. (1992) e TOIT et al. (1998), com bactéria
laticas, indicaram fortes evidéncias do efeito destas bactérias em reduzir o
colesterol de produtos fermentados, ou mesmo o nivel sanguineo de colesterol

de pessoas usuarias destes produtos.

2.6.3. Métodos quimicos

Os processos quimicos de extragao envolvem, basicamente, reacdes de

complexagao e de extragao por solventes.

2.6.3.1. Reacbes de complexacéao

HSIEH et al. (1994) desenvolveram um método para remocao de
gordura e de colesterol em ovos e num produto a base de ovos. Adicionaram
um agente quelante, aniénico a gemas de ovos diluidas. Este agente, por ser
capaz de formar complexos lipoprotéicos, acarretou a precipitacdo da

lipoproteina do ovo. O complexo sdlido precipitado foi separado da fragao
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aquosa. Em seguida, os lipideos e o colesterol foram separados do precipitado
lipoprotéico, obtendo-se um complexo contendo somente proteinas. O produto
obtido incluia complexo protéico, gordura essencialmente livre de colesterol e
clara de ovo liquida. Nesta técnica, podem-se utilizar varios agentes quelantes
aniénicos. Preferivelmente, como agentes quelantes, utilizam-se surfactantes e
polissacarideos aniénicos. Exemplos de surfactantes aniénicos incluem: colato
de sodio, deoxicolato de sodio, e lauril sulfatos de sodio (SLS), embora os SLS
sejam os mais empregados. Em pH acido (menos que aproximadamente 5), as
moléculas tipicas de lipoproteinas estardo carregadas positivamente
(catibnicas), sendo precipitadas pelo SLS sem a presenca de cations
divalentes. Porém, quando o pH & maior que, ou igual a aproximadamente 5,
cations divalentes, como ions de calcio, magnésio e (ou) manganés, irdo atuar
como uma “ponte” para ajudar o SLS quelar lipoproteinas. Particularmente, sob
condicbes neutras ou ligeiramente acidas, como por exemplo, pH entre
aproximadamente 5 e 7, especialmente entre aproximadamente 6 e 7, cations
divalentes facilitardo a interacdo entre lipoproteinas e SLS, formando
precipitados.

KWAK et al. (2000) relatam um outro método para remogao de colesterol
do leite e do creme de leite, que pressupde a utilizagdo da p-ciclodextrina, um
polissacarideo ciclico capaz de formar complexo com o colesterol, em solugao
aquosa. RODERBOURG et al. (1993) citam ser relevante a relagéo
agua:gordura na eficiéncia deste processo, e ainda, enumeraram o0s
parametros mais importantes que determinariam se uma molécula poderia
formar um complexo. Sao eles: a hidrofobicidade, o tamanho relativo, e a
geometria em relagdo a molécula de ciclodextrina.

Quando dissolvidas em agua, as ciclodextrinas podem acomodar
moléculas menores nas suas cavidades internas ou nos grupos funcionais de
substancias menos hidrofilicas que agua. Em solugdo aquosa, regides
ligeiramente apolares da ciclodextrina estardo ocupadas por moléculas de
agua, num processo energeticamente desfavoravel (interagdo polar-apolar).
Estas moléculas de agua poderdo ser prontamente substituidas por outras,
como o colesterol, ou acidos graxos livres e seus ésteres, que sao

comparativamente menos polares que agua (AWAD e GRAY, 2000).
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AWAD e SMITH (1996) desenvolveram outro método, para extrair
colesterol e seus ésteres, de gemas de ovos, com base na afinidade especifica
destes pela B-ciclodextrina. O método consistiu na seguinte sequéncia de
passos: adigdo de B-ciclodextrina, ajuste do pH, diluicdo com agua destilada,
aquecimento, homogeneizacdo, resfriamento e centrifugagcdo. O processo
possibilitou redugdo de aproximadamente 95 a 96% do total de colesterol
presente em gema de ovo, sem que houvesse remogao ou dano de outros
componentes da gema. A estabilidade protéica, o volume de expanséo e a cor
mantiveram-se 0os mesmos para o controle e para o produto final.

De todos os processos desenvolvidos para reduzir colesterol e acidos
graxos livres, em gordura animal, utilizando-se da formagédo de complexos com
B-ciclodextrina, pode-se concluir que, de uma maneira global, ha uma
necessidade por melhora-los. Atualmente, os processos ainda sao bastante
onerosos em fungao do elevado custo agregado a B-ciclodextrina (MAKI, 1999).

KODALI (1999) caracterizou um método moderno de reduzir esterdis de
produtos como: sebos de carne bovina, banha suina, 6leo de peixe, gema de
ovo, manteiga e queijo. O método pode ser aplicado a diversos esterdis,
incluindo, sem limitagdo, os esterdis naturais ou sintéticos de plantas (beta-
sitosterol, campesterol e stigmasterol), micosterdis, colesterol e esterdis
quimicamente modificados, ou derivatizados, contanto que tais moléculas
sejam particionaveis ao final do processo. O método foi eficiente e de baixo
custo, tendo sido baseado na afinidade do colesterol e de outros esterdis por
moléculas anfipaticas fluidas, como os fosfolipidios. Posteriormente, KODALI
(2001) enfatizou que esses fosfolipidios, enriquecidos com colesterol, poderiam

ser isolados da mistura, e usados, alternativamente, para diversos propoésitos.

2.6.3.2. Extracdes com solventes

JOHNSON et al. (1991) desenvolveram um processo de producdo de
gordura lactea com baixo teor de colesterol com base na particdo da gordura
em duas fases, uma aquosa e outra organica. A fracdo organica (creme) foi
lavada e reseparada por diversas vezes, de forma a obter-se um produto
contendo substanciais quantidades de glébulos de gordura intactos. O

colesterol presente nas membranas dos globulos, em torno de 90% do
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colesterol livre (DAPPER et al., 1987), foi extraido dessas membranas por meio
de um solvente orgénico polar (etanol), sem que houvesse perda substancial
de gordura lactea na forma solida. Relatou-se que o creme obtido possuia
caracteristicas sensoriais bastante similares aquelas da gordura lactea natural.
Aproximadamente, pelo menos 50% do colesterol foram removidos por este
método, chegando-se a 85% em alguns tratamentos.

MERCHANT et al. (1995) descreveram um método de extrair colesterol
de um produto lacteo, promovendo a agitacdo de misturas de leite com dleo
vegetal, variando a relagdo dessas misturas de aproximadamente 1:99 até
aproximadamente 1:4 e, por fim, obtiveram o produto lacteo descolesterolizado,
e o Oleo, em fases distintas.

Outro processo de reducdo de colesterol utilizando o principio de
extragao foi descrito por MEILBACH et al. (1996), para producédo de ovos
reduzidos em colesterol. Ao submeterem uma mistura de Odleo
vegetal:gema:permeado de clara de ovo, a uma relagdo de cerca de 1:0,7:0,05,
a 51 °C, produziu-se gema de ovo reduzida em colesterol. Seqliencialmente, o
método preconizou que se misturasse gema de ovo reduzida em colesterol,
com claras de ovo concentradas, e com oOleo vegetal, a uma relagao de cerca
de 1:0,7:0,05 para aproximadamente 1:1,2:0,2. Este método apresentou como
importante vantagem, a possibilidade de se usar o permeato contendo gema de
ovo com colesterol reduzido e o concentrado de clara de ovo, para se
emparelhar os niveis de clara e gema resultantes do tratamento, com os niveis
originais. Assim, a composi¢éo resultante do produto de ovo reconstituido seria
substancialmente igual a de ovos naturais, exceto pela substituicdo da gordura
saturada de gema de ovo, por um 6leo nido saturado, o que melhorou a textura
e a funcionalidade, e pelo nivel de colesterol que foi reduzido.

Posteriormente, JACKESCHKY (1999) descreveu um método de fabricar
produtos dietéticos, a base de ovo integral, ou produtos de gemas de ovos,
com teores reduzidos de colesterol. O método, que utilizou ovo inteiro, ou
gema, como material para inicio de secagem, também possibilitou a redugao
de colesterol através de extragdo com O6leo de soja (um agente liquido, sem
colesterol e bastante satisfatério para consumo humano). O método teve como

caracteristica o procedimento de se pressionar o agente de tratamento, a

47



permear pelo ovo inteiro ou pela gema, a uma determinada temperatura e
pressao.

Geralmente, providenciam-se métodos para remover colesterol de
lipidios comestiveis. Nesta consideracao, as gorduras tipicamente animais, que
contém colesterol predominantemente na forma livre, como também
quantidades secundarias de ésteres de acidos graxos (colesteril oleato ou
palmitato), foram um incentivo para que WREZEL et al. (1992) desenvolvessem
um processo utilizando-se de extracao por solventes, que pode ser usado tanto
para remover colesterol de triglicérides de origem animal, quanto de origem
vegetal, incluindo, mas nao limitando, manteiga, sebo de carne bovina, dleo de
peixe, gema de ovo, 6leo de soja, o0leo de canola, 6leo de milho, 6leo de
girassol, 6leo de algodéo, éleo de girassol, azeite de oliva e 6leo de amendoim.

Recentemente, FOGLIA et al. (2002) registraram uma patente referente
ao fracionamento de gordura de frango, para producdo de composicbes de
acidos graxos polinsaturados enriquecidas com triacilglicerois. O método
resultou num produto em que a composi¢cao da fragao lipidica, obtida com
fracionamento por solventes, possuia elevadas concentracbes de acidos
graxos polinsaturados (PUFAs), ésteres de acidos graxos monoinsaturados
(MUFAs) e reduzidas quantidades de ésteres de acidos graxos saturados,

quando comparada com as concentragdes originais da gordura de frango.

2.6.4. Métodos fisicos

NORRIS (1977), utilizando a técnica de fracionamento de gordura de
leite, obteve uma emulsdo lactea reduzida em ftrigliceridios. As fragcdes que
apresentaram ponto de derretimento satisfatério puderam ser recombinadas,
gerando assim um produto caracterizado por agregar limitadas alteragdes no
conteudo de gordura sdlida, fato que proporcionou uma satisfatoria
caracteristica de “espalhabilidade”. Adicionando-se sélidos ndo gordurosos,
neste caso, agua e sal, obteve-se manteiga. As fragdes combinadas nao
incluiam os trigliceridios que derretiam acima da faixa de (0 a 20) °C, o que

resultou em reducao no teor de colesterol.

48



MARSCHNER et al. (1989), esclareceram o uso de destilagado molecular
para reduzir o conteudo de colesterol de um meio contendo gorduras. LANZANI
et al. (1994), utilizando essa mesma técnica, concluiram que o investimento
industrial e o custo operacional eram excessivamente altos.

SUNDFELD et al. (1994) e KLEMANN et al. (1991a), relataram que
colesterol poderia ser removido de gorduras, quando estas eram colocadas em
contato com um absorvente solido ou material de adsor¢gdo. Como exemplos de
utilizacdo de material adsorvente citaram a silica gel, a saponina e o carvao
ativado.

No trabalho de KLEMANN et al. (1991a), usando-se um adsorvente com
superficie modificada e capaz de adsorver seletivamente o colesterol e os
outros esterdis puderam ser separados de misturas fluidas, em especial de
gema de ovo. Um adsorvente com superficie modificada, preparado deste
modo, também poderia ser usado para remover esterois contidos em solventes
anteriormente utilizados para extrair esteréis de alimentos, evitando-se assim, a
necessidade de destilar e condensar o solvente, antes de recicla-lo para

tratamento de sucessivas bateladas.

2.6.4.1. Extragdes utilizando CO, supercritico

Para varias substancias, a eficiéncia da extracdo destas com fluido
supercritico ira depender da interagdo entre o gas supercritico e o material do
qual elas serdo extraidas. Sabe-se que o gas carbdnico (COz) supercritico
dissolve compostos polares e apolares. Obtém-se melhor eficacia no processo
de extragcdo de materiais polares, como por exemplo, cafeina, quando a
umidade situa-se aproximadamente em torno de 40%. Esses tipos de extragcéo
podem ser conduzidos em agua saturada com gas carbbnico supercritico.
Materiais secos, apolares e soluveis em solventes como hexano, benzeno ou
cloreto de metileno, podem ser tipicamente extraidos com CO, supercritico a
pressdes e temperaturas mais altas (BOUDREAU e ARUL, 1993).

CHAO et al. (1991) reportaram que alguns compostos podem ter suas
polaridades aumentadas ao se adicionarem solventes polares, como alcoois
ou, eventualmente, até mesmo agua, incrementando-se assim o poder de

dissolugdo do CO; supercritico. Porém, no caso de lipidios apolares, ou do
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colesterol, para que ocorram remogdes de quantidades significativas destes
materiais, pelo CO; supercritico, o nivel de umidade ndo deveria exceder 15%,
devendo ser, preferivelmente, abaixo de 10%.

Utilizando um processo de extragcao com CO, supercritico combinado
com adsorg¢ao em alumina, MOHAMED et al. (1998) conseguiu reduzir em 96%
a concentracéo de colesterol em 6leo de manteiga.

ZEIDLER et al. (1996) registraram um método para extracdo de
colesterol de gema de ovo integral, utilizando-se dioxido de carbono
supercritico. Essa extragdo foi conduzida na presenca de co-solventes, e (ou)
outros agentes modificadores, capazes de sublimar o rendimento do processo.
Resumindo, combinou-se gema de ovo integral, liquida (aproximadamente 50%
de umidade), com éleo vegetal em uma relagéo de 1:0,5, preferivelmente 1:2,
de gema de ovo e Oleo. Essa mistura foi homogeneizada, sob pressao normal,
sendo a temperatura mantida entre 35 e 45 °C, para se formar uma emulséo.
Submeteu-se esta emulsdo a extragdo supercritica, com gas carbbnico ou,
alternativamente, com gas carbdnico na presenga de um co-solvente (p.ex.:
metanol). Usando esta variagéo, 60 a 80% de colesterol foram removidos de
gema de ovo liquida.

Utilizou-se também o processo de extracdo com CO, supercritico para
modificagdo de varios comestiveis, incluindo manteiga, como descrito por
BIERNOTH et al. (1985).

A invencéao proposta por HEIDLAS et al. (1997), forneceu um processo
para a produgao de gordura e produtos em pd, a base de ovos, reduzidos em
colesterol, que continham elevado teor de fosfolipidios, por meio de extracio
com gases comprimidos (propano:gas carbdOnico). Devido aos atenuados
parametros de processo, nao se evidenciou desnaturagdo protéica. A
quantidade de mistura de gases pdde ser variada dentro de amplos limites,
dependendo essencialmente da concentragcdo de gorduras e de derivados de
colesterol a serem removidos, como também da composi¢cdao da mistura de
extracao.

Porém, como desvantagens desta técnica, pode-se citar que as
condigdes que mantém o solvente na regido supercritica envolvem extremos de

temperatura e pressao, e que a equipamentacao requerida € muito cara.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Analise de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.
O objetivo geral foi o de avaliar, in vitro, os efeitos resultantes das
interacdes fisico-quimicas entre fibras solluveis presentes em farelos de cereais
e em farelo de soja e o colesterol do 6leo de manteiga. Foram exploradas as

propriedades do B-glucano presente em farelos de aveia, trigo, e soja.

3.1. Preparacédo do 6leo de manteiga

Obteve-se o 6leo de manteiga a partir de manteiga de primeira qualidade
produzida pela Usina de Laticinios da FUNARBE (Vigosa-MG). Essa manteiga
foi aquecida a 60 °C e submetida a centrifugagdo com uma forga equivalente a
800 g, por 10 minutos, conforme o procedimento empregado por VALENTE
(2000). Sifonou-se a fase superior — 6leo de manteiga — embalando-se em

frascos protegidos de luz e estocando-se a -40 °C até o seu uso.

3.2. Aparato experimental e fluxograma do processo

Na Figura 7 é mostrado o esquema do protétipo usado para estudar o

processo de remogéao do colesterol de 6leo de manteiga.
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Barra
Magnética

Oleo de Manteiga [

Farelo Hidratado
(Aveia,Trigo ou Soja)

Manta de
—— Agquecimento

Figura 7 - Esquema do aparato utilizado para processo em batelada.

Nos fluxogramas do processo sao mostradas as metodologias que foram
aplicadas para se remover o colesterol do 6leo de manteiga (Figura 8) e para
se quantificar os efeitos de algumas variaveis do processo de remogédo do

colesterol do 6leo de manteiga (Figura 9).

3.3. Preparo dos farelos

Farelos de trigo, aveia e soja, obtidos no comércio local de Vigosa-MG,
foram fracionados através de um conjunto de peneiras Granutest (Telasten
Ltda.), classificagdes 35 (0,5 mm) e 18 (1,0 mm) da Associagao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT). Coletaram-se duas fragbes para os experimentos:
uma cujos didmetros variavam entre 0,5 e 1,00 mm (fracdo que passou pela
peneira 18 e ficou retida pela peneira 35), e outra contendo particulas de
diametros menores que 0,5 mm (fragdo que passou pela peneira 35), que
foram denominadas G1 e G2, respectivamente. Essas granulometrias foram
adotadas com base nos experimentos de KAHLON e CHOW (2000) e de
KAHLON e WOODRUFF (2002).

3.4. Extracéo de colesterol do 6leo de manteiga
3.4.1. Técnica de separacao

Utilizou-se um processo em batelada para a extragcdo de colesterol do

oleo de manteiga.
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OLEO DE MANTEIGA

EXTRACAO DO COLESTEROL PELOS FARELOS
(Processo em Batelada)
Variaveis: Temperatura, Teor de agua, Granulometria e Tipo de Farelo

Centrifugacéao (1.000 g's)

Coleta de amostra do Oleo de Manteiga Tratado

Figura 8 — Fluxograma do processo utilizado para remogéo do colesterol do
Oleo de manteiga.

Pesagem da amostra

Saponificacéo

Extracéao

Diluicao em Solvente

Anélise por CLAE, GC e ESPECTROFOTOMETRIA
(colesterol e fitoesterais)

Andalise Estatistica dos Dados

Figura 9 — Fluxograma da metodologia utilizada para analise do colesterol.
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ApOs ensaios preliminares, uma vez que as condi¢cdes de extragdo foram
aperfeicoadas, durante a fase de experimentos a quantidade de farelo posta
para reagir com 6leo e com agua foi aumentada até que se atingisse a carga
maxima suportada pelo aparato de extracdo. Em um béquer de 250 mL,
colocou-se uma massa de 20 g de farelo para reagir com 80 mL de dleo de
manteiga, colocando-se este conjunto sobre uma manta elétrica dotada de
dispositivo para controle de aquecimento e agitagdo (FANEM). Apds atingirem-
se as temperaturas especificadas, que variaram entre 35 e 90 °C, foram
adicionadas quantidades de agua entre 8% e 50% em volume, em relagdo ao
volume inicial de 6leo. Padronizou-se em 30 minutos o tempo total de cada
reagao, fixando-se a velocidade da barra magnética em, aproximadamente,

300 rotacdes por minuto.

3.5. Delineamento experimental

Utilizaram-se trés tipos de farelos, cinco percentuais de agua, cinco
temperaturas e duas granulometrias para os tratamentos propostos (Quadro 5),
que foram aplicados segundo um esquema fatorial, com trés repetigbes, num

delineamento inteiramente ao acaso.

3.6. Analise quantitativa de colesterol do 6leo de manteiga

3.6.1. Obtencao das amostras

Para analise da concentragao de colesterol por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), espectrofotometria UV-VIS e por Cromatografia de Fase
Gasosa (GC), coletaram-se amostras do 6leo de manteiga original, e de
fragbes representativas de cada tratamento, em triplicatas. Na coleta das
fracdes representativas dos tratamentos, e com o objetivo de se obter amostras
de 6leo de manteiga livres de residuos de farelo e de agua, centrifugou-se uma
aliquota de volume aproximadamente 20 mL do produto de cada batelada
(farelo, agua e 6leo de manteiga) a 1.000 g, por 5 minutos, para completa

separacgao do 6leo reduzido em colesterol.
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Quadro 5 — Esquema do delineamento experimental empregado

Tratamento Granulometria Temperatura (°C) % de Agua Farelo
1 G1 35 8 Aveia
2 G1 35 12 Aveia
3 G1 35 20 Aveia
4 G1 35 30 Aveia
5 G1 35 50 Aveia
6 G1 55 8 Aveia
7 G1 55 12 Aveia
8 G1 55 20 Aveia
9 G1 55 30 Aveia
10 G1 55 50 Aveia
11 G1 75 8 Aveia
12 G1 75 12 Aveia
13 G1 75 20 Aveia
14 G1 75 30 Aveia
15 G1 75 50 Aveia
16 G1 85 20 Aveia
17 G1 85 30 Aveia
18 G1 85 50 Aveia
19 G1 90 20 Aveia

20 G1 90 30 Aveia
21 G1 90 50 Aveia
22 G1 35 8 Trigo
23 G1 35 12 Trigo
24 G1 35 20 Trigo
25 G1 35 30 Trigo
26 G1 35 50 Trigo
27 G1 55 8 Trigo
28 G1 55 12 Trigo
29 G1 55 20 Trigo
30 G1 55 30 Trigo
31 G1 55 50 Trigo
32 G1 65 20 Trigo
33 G1 65 30 Trigo
34 G1 65 50 Trigo
35 G1 70 20 Trigo
36 G1 70 30 Trigo
37 G1 70 50 Trigo
38 G1 75 8 Trigo
39 G1 75 12 Trigo
40 G1 75 20 Trigo
41 G1 75 20 Trigo
42 G1 75 50 Trigo
43 G1 35 8 Soja
44 G1 35 12 Soja
45 G1 35 20 Soja
46 G1 35 50 Soja
47 G1 55 8 Soja
48 G1 55 12 Soja
49 G1 55 20 Soja
50 G1 55 50 Soja
51 G1 75 8 Soja
52 G1 75 12 Soja
53 G1 75 20 Soja
Continua...
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Quadro 5, Cont.

Tratamento Granulometria Temperatura (°C) % de Agua Farelo
54 G1 75 50 Soja
55 G2 35 8 Aveia
56 G2 35 12 Aveia
57 G2 35 20 Aveia
58 G2 35 30 Aveia
59 G2 35 50 Aveia
60 G2 55 8 Aveia
61 G2 55 12 Aveia
62 G2 55 20 Aveia
63 G2 55 30 Aveia
64 G2 55 50 Aveia
65 G2 75 8 Aveia
66 G2 75 12 Aveia
67 G2 75 20 Aveia
68 G2 75 30 Aveia
69 G2 75 50 Aveia
70 G2 85 20 Aveia
71 G2 85 30 Aveia
72 G2 85 50 Aveia
73 G2 90 20 Aveia
74 G2 90 30 Aveia
75 G2 90 50 Aveia
76 G2 35 8 Trigo
77 G2 35 12 Trigo
78 G2 35 20 Trigo
79 G2 35 30 Trigo
80 G2 35 50 Trigo
81 G2 55 8 Trigo
82 G2 55 12 Trigo
83 G2 55 20 Trigo
84 G2 55 30 Trigo
85 G2 55 50 Trigo
86 G2 65 20 Trigo
87 G2 65 30 Trigo
88 G2 65 50 Trigo
89 G2 70 20 Trigo
90 G2 70 30 Trigo
91 G2 70 50 Trigo
92 G2 75 8 Trigo
93 G2 75 12 Trigo
94 G2 75 20 Trigo
95 G2 75 30 Trigo
96 G2 75 50 Trigo
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3.6.2. Saponificacdo das amostras e extracdo dos insaponificaveis

No processo de saponificagdo e extracido dos insaponificaveis foram
efetuadas modificagdes no método preconizado por CASIRAGHI et al. (1994),
que é rapido, relativamente simples, apresenta excelente taxa de recuperagao
e € de baixo custo. Pesou-se exatamente, em balanga analitica, uma aliquota
em torno de 200 mg do dleo obtido conforme procedimento acima citado, que
foi dissolvida em 10 mL de etanol 96%, e saponificada pela adicdo de 2 mL de
solucdo etandlica de KOH (50% p/v), sob aquecimento de 70 °C por 10 min.
Apds o resfriamento dessa solugdo até a temperatura ambiente, os seus
compostos insaponificaveis foram extraidos adicionando-se 50 mL de uma
mistura de volumes iguais de hexano e éter etilico, e 30 mL de agua destilada,
em funil de separacdo, sob agitagao vigorosa, até a separagao completa das
fases. Este procedimento foi executado trés vezes. Evaporou-se a fase
organica em evaporador rotativo (banho-maria ajustado a 55 °C), sob vacuo

(400 mmHg), obtendo-se um residuo seco.

3.6.3. Analise de colesterol e de fitosterdis por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Com base no trabalho de ARNETH e AI-AHMAD (1995), as analises por
CLAE foram conduzidas em Cromatdgrafo Liquido (Modelo CG — 480 C), com
valvula de injecao RHEODYNE, e “loop” de 100 uyL. Bombeou-se em regime
isocratico, 1,0 mL/min de fase moével composta por uma mistura de isopropanol
em acetonitrila, 20% em volume, por uma coluna C-18 Hypersil ODS
(HEWLETT PACKARD®), particulas com granulometria média de 5 um,
didmetro interno da coluna igual a 4,6 mm e 250 mm de comprimento. A
absorbancia foi medida a 210 nm, através de um detector UV-50 (VARIAM®), e
a quantificacdo das areas foi efetuada por um registrador-integrador CG-200
(CG Instrumentos Cientificos).

O residuo seco obtido (ver item 3.6.2.) contendo os compostos
insaponificaveis, foi reconstituido com 10 mL da fase modvel descrita acima.

Filtrou-se uma amostra em membrana de celulose regenerada RC55
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(Schleicher e Schuell, Dassel, Alemanha), de 0,45 ym de didmetro de poro;
injetou-se 50 yL do filtrado no cromatografo.

Nas determinacbes do colesterol, apés a extracdo da fracao
insaponificavel, utilizou-se o método da referéncia externa, construindo-se uma
curva de calibragao. Utilizou-se, para tal, solugdes contendo 0,03 mg; 0,14 mg;
0,28 mg e 0,50 mg de colesterol 99% de pureza (SIGMA C-8667 — Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo, USA), por mL da fase moével.

3.6.4. Analise do teor de colesterol por espectrofotometria

O residuo seco obtido (ver item 3.6.2.) contendo os compostos
insaponificaveis, foi reconstituido com 15 mL de cloroféormio e transferido para
um tubo de ensaio de 20 mL. Adicionou-se, sequencialmente, 1 mL de acido
acético glacial, 2mL de anidrido acético e 0,2mL de &acido sulfurico
concentrado, conforme metodologia oficial (ME-FAE, 1988), estimulando-se,
assim, a reacao de Liebermann — Burchard, com consequente produgcao do
acido bis-3,5-colestadienil-mono-sulfénico, de coloracao verde, possibilitando a
medida da absorbancia no comprimento de onda 625 nm (CARR e DREKTER,
1956). Nas determinagdes do colesterol, utilizou-se o método da referéncia
externa, construindo-se uma curva de calibracio. Utilizou-se, para tal, solugdes
contendo 0,03 mg, 0,14 mg, 0,28 mg e 0,42 mg de colesterol 99% de pureza
(SIGMA C-8667 — Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, USA) por mL de

cloroférmio grau espectrométrico (MERCK).

3.6.5. Andlise de colesterol e de fitotesterdis por cromatografia de fase

gasosa (GC)

Utilizou-se um cromatégrafo a gas modelo HP 5890 (HEWLETT
PACKARD), equipado com uma coluna CP-TAP CB (25 m de comprimento, por
0,25 mm de diametro interno, 0,10 um de espessura do filme interno.
CHROMPACK, Middelburg - Holanda), detector de ionizagcdo de chama, e
hidrogénio como gas de arraste, fixando-se a pressdo em 15 Ib/in®. A
temperatura da coluna foi programada para 280 °C, em regime linear, por

55min. O injetor e o detector foram mantidos a 360°C e a 370 °C,
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respectivamente. O residuo seco obtido (ver item 3.6.2), contendo os
compostos insaponificaveis, foi reconstituido com 10 mL de uma mistura de
volumes iguais de hexano e éter etilico. Filtrou-se essa amostra em membrana
de celulose regenerada RC55 (Schleicher e Schuell, Dassel, Alemanha), de

0,45 ym de didmetro de poro. Injetou-se 2 uL do filtrado no cromatoégrafo.

3.6.5.1. Determinacao do indice de recuperacao do colesterol

Nas determinagbes do colesterol do éleo de manteiga, apds extracao da
fracdo insaponificavel, utilizou-se o método da referéncia externa, construindo-
se uma curva de calibragdo com solugdes de 0,03 mg; 0,06 mg; 0,09 mg e
0,12 mg de colesterol por mL de hexano:éter etilico (50% em volume).

Para a determinacdo do indice de recuperagdo, adicionou-se as
amostras quantidades exatas de uma solugao padrao de colesterol (1 mg/mL),
obtido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) resultando em

incrementos de 50 mg e de 100 mg de colesterol por 100 g da amostra original.

3.6.5.2. Determinacdao do indice de recuperacéao dos fitosterois

Visto que no 6leo de manteiga havia a possibilidade de ocorréncia de
fitosterdis provenientes dos farelos examinados (MAKI et al., 2001), procedeu-
se com a determinagao desses compostos pela técnica de GC (ver item 3.6.5).

Para a determinagao do indice de recuperacao dos fitosterdis, adicionou-
se as amostras quantidades exatas de uma solugao estoque de padrées dos
fitosterdis stigmasterol, campesterol e B-sitosterol (Sigma Chemical Co), para
que se obtivessem concentragdes de 50 mg, 100 mg e 150 mg de cada padréo
por 100 g de amostra. No preparo da solugao estoque, diluiu-se 1 mg de cada
padrao em 1 mL de hexano:éter etilico (50% em volume). As amostras foram

saponificadas, e extraiu-se a fragao insaponificavel para analise.
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3.7. Determinacdo do modelo mateméatico da reducgéo do colesterol

Os resultados obtidos das analises foram utilizados para ajuste das
melhores equacgdes que descrevessem matematicamente o processo de
reducao do colesterol pelos farelos de graos. Essas informagdes possibilitarao
que se dimensione conjuntos de diversas capacidades para o processo de
remog¢ao do colesterol, inclusive ajustados a escala piloto.

3.8. Determinagdo da concentracao de B-glucano nos farelos de aveia,

trigo e soja

Para determinagdo da concentragcdo de B-Glucano contido nos farelos
analisados, empregou-se o procedimento de BOWLES et al. (1996). Esse
procedimento é descrito a seguir.

Pesou-se, acuradamente, uma amostra em torno de 40 g de farelo
(aveia, trigo ou soja) previamente classificado (ver item 3.3.). Foram feitas trés
lavagens sucessivas com 200 mL de etanol (QUIMEX P.A.), para remogao dos
oligossacarideos. Em seguida, suspendeu-se o farelo em solugdo de
HCI 0,1 M, contendo 55 mM de NaCl, com a finalidade de inativagdo de f3-
glucanase enddgena remanescente. Essa preparagao foi incubada a 37 °C,
sob agitacao regular, por 2 horas, apds o que houve a neutralizagdo do HCI
pela adicdo de 8,0 mL de NaOH 10% (em peso por volume). A incubagao
continuou por mais 3,5 horas quando essa mistura foi entdo centrifugada a
5.000 g, por 10 minutos, coletando-se o sobrenadante.

Ao sobrenadante, adicionou-se um volume equivalente de acetona,
agitou-se por 10 minutos, sedimentando-se o precipitado por centrifugagéo a
5.000 g durante cinco minutos. Este novo sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 100 mL de agua destilada. Adicionou-se 0,03 g
de azida sddica, com funcéo bacteriostatica, e a amostra foi incubada a 37°C
por 2 horas. Seguiu-se nova centrifugacdo a 5.000g por 5 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Secou-se o precipitado em evaporador
rotativo (banho-maria ajustado a 85 °C), sob vacuo de 450 mmHg, obtendo-se
um residuo seco (B-glucano). Apos pesagem deste, em balanc¢a analitica,

determinou-se por diferenga gravimétrica sua concentragdo em peso no farelo.
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3.9. Anélises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do software SAS
(SAS®), empregando-se andlise de regressdo. Para apresentacdo grafica das
equacdes de regressao optou-se pela metodologia de superficie de resposta,
que possibilita visualizagao tridimensional dos efeitos das variaveis. Para tal, foi
utiizado um programa para construgdo de graficos do tipo superficie de

resposta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise quantitativa do colesterol em 6leo de manteiga

O colesterol presente nas amostras de 6leo de manteiga foi analisado
pelas técnicas de Espectrofotometria, CLAE e CG, com o objetivo de se

comparar variagcdes na resposta quantitativa.

4.1.1. Analise do 6leo de manteiga por espectrofotometria UV-VIS

A equacao 1 representa 0 modelo de regresséo linear que representa a
relagdo entre a absorbancia medida a 625 nm e a concentragado de colesterol.

Verificou-se um elevado coeficiente de correlagao.

COLESTEROL = 0,3576 Aggs + 0,0044 R?= 0,999 (eg. 1)

em que COLESTEROL é a concentragao de colesterol (mg/mL) na amostra e

Agos € a absorbancia medida a 625 nm.

Usando-se a equagao 1, estimou-se a concentracdo de colesterol do
oleo original por medi¢cdo da absorbancia a 625 nm. O valor médio obtido, de

trés observagdes, foi de (289 £ 18) mg de colesterol em 100 g de 6leo.
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4.1.2. Analise do 6leo de manteiga por CLAE

A Figura 10 apresenta o cromatograma da analise de colesterol do dleo

de manteiga original.

Sinal

(m¥)

«— Colesterol

0 1 lll 11 12 13 14 Tempo {(min)

Figura 10 — Cromatograma, obtido por CLAE-FR, da amostra de o6leo de
manteiga, apds saponificagdo. Coluna Hypersil ODS-C18 (HP);
fase movel acetonitrila e isopropanol (80:20 em volume); vazéo de
1,0 mL/min e detecg¢do a 210 nm com atenuacgao 0,5.

Na Figura 11 sdo apresentados os perfis cromatograficos da curva-
padrao de colesterol. O limite minimo de deteccéao foi equivalente ao dobro do
ruido de fundo, o que conferiu uma elevada sensibilidade ao método. A
equacao 2 representa o ajuste do modelo de regressao linear aos dados de
area sob os picos e a concentracao de colesterol para o método CLAE; verifica-

se elevado coeficiente de correlagao.

COLESTEROL = 1,23x10®° Area(mV) - 0,0026 R?=0,998 (eq. 2)

em que COLESTEROL é a concentragao de colesterol (mg/mL) na amostra e

Area(mV) é a resposta do detector.
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Figura 11 — Cromatogramas (CLAE-FR) da curva-padrao de colesterol. Coluna
Hypersil ODS (HP); fase médvel acetonitrila:isopropanol (80:20);
vazao de 1,0 mL/min e deteccdo a 210 nm com atenuacgéao 0,5 (a)
0,03 mg/mL; (b) 0,14 mg/mL; (c) 0,28 mg/mL; e (d) 0,5 mg/mL.

A concentragao inicial foi de 275 mg + 8 mg de colesterol em 100 g de
oleo. O tempo de retengdo do colesterol, conforme condigbes descritas em
3.6.3, foi de 12,7 min.

Nestas condicbes, obteve-se resposta linear na faixa compreendida
entre 20mg e 450 mg de colesterol em 100 g de O6leo, que séo valores
compativeis com os reportados por ARNETH e AI-AHMAD (1995), MANZI et al.
(1996) e CARERI et al. (2001).

CARERI et al. (2001) e MOGHADASIAN (2000), ao afirmarem que
fitosterois compdem significativamente a fracdo insaponificavel de alguns
lipidios, induziram-nos em avaliar se a presenca desses esterodis carreados nos
farelos empregados experimentalmente poderia afetar a interpretacdo dos
valores para colesterol.

Na Figura 12 é mostrado o cromatograma obtido por CLAE-FR da
analise de uma mistura padrao de Stigmasterol, B-Sitosterol, Campesterol e
Colesterol. Verifica-se que, nas condi¢gdes de analise do colesterol, ocorreu

perfeita separacao deste dos fitosterdis.
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Figura 12 — Cromatograma (CLAE-FR) da fragao insaponificavel do éleo de
manteiga adicionado dos fitosterois campesterol (2), stigmasterol
(3) e p-sitosterol (4); colesterol (1). Coluna Hypersil ODS (HP);

fase movel acetonitrilazisopropanol (80:20); vazao de 1,0 mL/min
e detecgao a 210 nm com atenuacéo 0,5.

Assim, empregando-se essas metodologias, criou-se a possibilidade de
investigar a ocorréncia de fitosterois, associados ao 6leo de manteiga, quando

este for submetido aos tratamentos com farelos.

4.1.3. Analise do colesterol e de fitosterdis por cromatografia de fase

gasosa (CG)

A Figura 13 mostra o cromatograma da fragao insaponificavel do dleo.
Observa-se que, nesta fracdo, na regido de saida do colesterol da coluna,
praticamente ndao se evidencia a presenca de outros compostos além do
colesterol o que facilitou a verificacdo posterior da presenca de fitosteréis.

A equacgao 3 representa o ajuste do modelo de regressao linear aos
dados de area sob os picos e a concentracao de colesterol; verifica-se elevado

coeficiente de correlagéo.

COLESTEROL = 2,07x10° Area(mV) — 0,0004, R?=0,998 (eq. 3)

em que COLESTEROL é a concentragédo de colesterol (mg/mL) na amostra e

Area(mV) é a resposta do detector.
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Figura 13 — Cromatograma (CG) da fragao insaponificavel do 6leo de manteiga.
Cromatoégrafo HP 5890, coluna CP-TAP CB (CHROMPACK),
detector de ionizagcdo de chama; hidrogénio como gas de arraste a
15 Ib.pol. A temperatura da coluna foi programada para 280 °C. O
injetor e o detector foram mantidos a 360°C e 370 °C,
respectivamente.

O método oficial n® 967.18 da AOAC (AOAC, 1998), preconiza a
utilizacado de CG para determinagéo de B-sitosterol em éleo de manteiga (Butter
Oil), como alternativa para detecgdo de fraude. Entretanto, neste método, a
etapa de preparo de amostra € bastante trabalhosa, requer derivatizagdo dos
esterois, além de proporcionar somente a determinagdo de um dos possiveis
fitosterois que poderiam estar presentes no 6leo de manteiga.

Contudo, os resultados obtidos pela técnica adotada neste trabalho
demonstraram ser possivel a perfeita separacao dos fitosterdis e do colesterol
como pode ser observado na Figura 14.

A saida de todos os compostos presentes na amostra, com excelente
resolucdo entre os picos, deu-se em pouco mais de 6 min, fato que confere

rapidez ao método.
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Figura 14 — Cromatograma (CG) da fragdo insaponificavel do 6leo de manteiga
adicionado dos fitosteréis campesterol (2), stigmasterol (3) e B-
sitosterol (4); colesterol (1). Cromatégrafo HP 5890, coluna CP-
TAP CB (CHROMPACK), detector de ionizacdo de chama;
hidrogénio como gas de arraste a 15 Ib.pol®. A temperatura da
coluna foi programada para 280 °C. O injetor e o detector foram
mantidos a 360 °C e 370 °C, respectivamente.

Os resultados obtidos para o indice de recuperagao do colesterol,
calculados através da equacgao 3 e mostrados no Quadro 6, evidenciam indices
de recuperagao proximos a 100%, com baixos desvios-padréo, demonstrando
haver boas exatidao e precisdo. Estes resultados transmitem confiabilidade na
determinacao de colesterol, dentro da faixa de concentragao estudada.

Houve variagdo nos indices de recuperacdo determinados para cada
fitosterol, distintamente (Quadro 6). A maior variagdo observada foi com o
stigmasterol, seguido pelo B-sitosterol e pelo campesterol. Contudo, os valores
encontrados se situam numa faixa aceitavel, mesmo quando houve a adi¢ao de
quantidades que provavelmente nao estariam presentes em amostras de dleo

de manteiga adulteradas.
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Quadro 6 — Quantidade de colesterol e de fitosterdis no 6leo de manteiga e
indices de recuperacao determinados na fracdo insaponificavel

. Esterol Valor indice de

Valor original - ~
Esterol (mg/100g) adicionado encontrado recuperacao

g/1otg (mg/100g)  (mg/100 g) (%)
Colesterol ¥ 247,3+5,0 - - -

Colesterol @ 247,3+5,0 50,0 310,1+9,7 104,4 + 1,0
Colesterol ® 2473 +5,0 100,0 330,6+9,6 95,3+0,8
0 50,0 44,4 +1,6 88,8+7,2
Stigmasterol 0 100,0 105,6 + 3,8 105,6 + 3,6
0 150,0 143,9+5,3 959+25
0 50,0 471+3,0 94,1+12,6
B-sitosterol 0 100,0 96,9+ 3,6 96,9+ 3,7
0 150,0 158,4 + 3,4 105,6 + 1,4
0 50,0 52,6 +2,6 105,1+9,8
Campesterol 0 100,0 92,9+3,9 929+4,72
0 150,0 145,5 + 3,3 97,0+1,5

(1) amostra de 6leo de manteiga original (controle)

(2) amostra de 6leo de manteiga original adicionada de 50, mg de colesterol por 100 g de dleo.
(3) amostra de 6leo de manteiga original adicionada de 100 mg de colesterol por 100 g de dleo.
* Valores médios de triplicatas.

4.1.4. Selecdo da técnica analitica para quantificacdo do colesterol em

0leo de manteiga

Em testes preliminares, as magnitudes das concentragdes de fitosterois
detectadas n&o excederam niveis traco, de tal forma que ndo houve
comprometimento das determinagdes quantitativas de colesterol. Em fungéo
destes dados, embora a analise de colesterol por espectrometria (item 3.6.4.)
nao possibilite que se quantifique os fitosterdis separadamente do colesterol,
para os ensaios executados neste trabalho, essa técnica poderia ter sido
empregada para quantificagdo do colesterol total, com suficiente sensibilidade
e isenta de interferéncias falso-positivos.

ApOs esses ensaios, para emprego neste experimento, elegeu-se a

Cromatografia de fase Gasosa como técnica para analise do colesterol no 6leo
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de manteiga, pelos seguintes motivos: disponibilidade do equipamento e da
coluna CP-TAP (ChromPack); excelente indice de recuperagao do colesterol;
excelente sensibilidade; 6tima resolugcdo entre os picos do colesterol e dos

fitosterdis, e baixo tempo de analise (aproximadamente 5 min por amostra).

4.2. Teores de B-glucano nos farelos de aveia, trigo e soja

No Quadro 7 estdo relacionados os teores de B-glucano, que foram

determinados segundo a técnica descrita no item 3.8.

Quadro 7 — Teores médios de B-glucano nos farelos de aveia, trigo e soja

% de B-Glucano

Tipo de Farelo Granulometria (mm) (em peSO)A
TRIGO A g; :(15
TRIGO B g; gg
AVEIA C g; gg
AVEIA D g; gg
° i

A Média de duas determinagdes

Nos experimentos desenvolvidos neste trabalho fez-se uso dos farelos
que apresentaram maiores porcentuais de reducao de colesterol, determinados
em ensaios preliminares. Coincidentemente, esses farelos selecionados foram
aqueles que apresentaram os maiores teores de B-glucano, ou seja, farelo de
trigo A e farelo de aveia C.

O conteudo de fibra dietética, encontrado nos farelos de aveia e
expresso como B-glucano parcialmente purificado (WESTERLUND et al.,
1993), corresponde aos teores médios determinados por CLAYE et al. (1996),
JOHANSSON et al. (2000), FOX (2001) e WU e DOEHLERT (2002). As
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concentragbes de p-glucano determinadas nos farelos de trigo foram
equivalentes aos valores encontrados por KAHLON e CHOW (2000), JENKINS
et al. (1998) e por CLAYE et al. (1996).

Embora as concentragdes médias de B-glucano encontradas nos farelos
analisados sejam estreitamente correspondentes com os dados encontrados
na literatura, ha que se considerar a possibilidade de encontrar-se grande
variagdo nesses valores médios em funcédo da efetividade dos processos de
moagem e classificagdo evidenciados pelos métodos comerciais de obtencao
desses farelos (SAULNIER et al.,, 1994, WOOD e BEER, 1998). Segundo
WOOD e BEER (1998), além dos fatores inerentes a cada processo de
moagem, a variedade agrondmica e os efeitos de ambiente também poderiam
influenciar o conteudo final de p-glucano.

WU e DOEHLERT (2002), ao estudarem maneiras de promover o
enriquecimento de farelo de aveia com B-glucano verificaram que, durante o
processamento desse farelo, efeitos como velocidade de moagem,
classificagado granulométrica e velocidade do ar, geravam diversos teores de (-
Glucano nas fragdes analisadas.

Portanto, conforme anteriormente observado por FOX (2001), prevé-se

que poderao ser observadas variacdes nos resultados, para cada tipo de farelo.

4.3. Curvas de reducao do colesterol

Os resultados das interagdes entre o colesterol do 6leo de manteiga e os
farelos de trigo, aveia e soja foram expressos como curvas de redugdo. Na
determinacdo do teor de colesterol utilizou-se a técnica de Cromatografia em
Fase Gasosa, por esta técnica permitir excelente separagéo entre o colesterol

e os fitosterdis, e por demandar menor tempo de analise em relagdo a CLAE.

4.3.1. Efeito da temperatura

Nas Figuras 15, 16 e 17 sdo mostradas as curvas de redugao do teor de
colesterol, em funcéo do teor de agua, para os farelos de trigo e de soja, nas
granulometrias G1 e G2, respectivamente, colocando-se em evidéncia o efeito

de temperatura.
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Figura 15 — Curvas de reducdo do teor de colesterol por farelo de trigo,
granulometria G1, em func&o do teor de agua e da temperatura.
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Figura 16 — Curvas de reducdo do teor de colesterol por farelo de trigo,
granulometria G2, em func&o do teor de agua e da temperatura.
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Figura 17 — Curvas de redugcdo do teor de colesterol por farelo de soja,
granulometria G1, em funcao do teor de agua e da temperatura.

Pode-se observar nas Figuras 15 e 16 que, tanto nos tratamentos com
granulometria G1, quanto para aqueles com farelo de trigo de granulometria
G2, a elevacgdo da temperatura até 65 °C, provocou um aumento na quantidade
de colesterol removido do 6leo de manteiga. A partir dessa temperatura,
verificou-se um decréscimo no efeito redutor de colesterol.

No caso do farelo de soja, observando-se a Figura 17 €& possivel
verificar-se que a elevagdo da temperatura acima de 35 °C prejudicou a
reducao de colesterol do 6leo de manteiga.

Segundo WANG et al. (2001), as moléculas de p-glucano, ao serem
hidratadas, formam redes infinitas de géis termorreversiveis. Caso o fenbmeno
de interacdo entre o B-glucano e o colesterol seja o de formagdo de matriz
gélica, com consequente “aprisionamento” da molécula de colesterol, como
citado por MAKI et al. (1999) e KALRA e JOOD (2000), pode-se supor que a
elevagdo da temperatura acima de 65 °C, para o farelo de trigo, e acima de

35 °C, para o farelo de soja reverteu a estrutura gélica previamente formada,
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resultando em consequente liberagao do colesterol desta para o 6leo. HUTH et
al. (2000), ao estudarem as propriedades funcionais de dietas a base de fibras
extrusadas de cevada, verificaram que a viscosidade de solugbes gélicas
formadas a partir de B-glucano decrescia de maneira diretamente proporcional
ao aumento da temperatura.

Nas Figuras 18 e 19 sdo mostradas as curvas de redugéo do teor de
colesterol, em funcdo do teor de agua, para o farelo de aveia, nas
granulometrias G1 e G2, respectivamente, colocando-se em evidéncia o efeito
de temperatura

Nessas figuras, observa-se que nos tratamentos com farelos de aveia,
em ambas granulometrias, o aumento da temperatura, até 75 °C, provocou
incrementos na redugao de colesterol do 6leo de manteiga. O decréscimo no
efeito redutor de colesterol, verificado a partir da elevagao dessa temperatura,
pode ser justificado pelo fato de que os géis formados a partir de moléculas de
B-glucano hidratadas sao termorreversiveis, hipétese confirmada por WANG et
al. (2001). Para explicar porque a temperatura de termorreversao situou-se em
torno de 75 °C, ligeiramente acima da temperatura de 65 °C verificada nos
ensaios com farelo de trigo, pode-se discutir que este efeito esteja relacionado
com a maior concentracédo de B-glucano encontrada no farelo de aveia, ou com
as caracteristicas estruturais do tipo de 3-glucano presente nesse cereal. Como
dentre os farelos utilizados neste experimento o farelo de aveia foi o que
apresentou maior teor de B-glucano, pode-se inferir que, com este farelo ha
tendéncia de formacéo de géis reologicamente mais rigidos, visto que, quando
em solucdo, ha direta correlagdo entre a concentracdo de B-glucano e a
viscosidade dessa solugdo, tal como reportado por BOHN (1999a) e HUTH et
al. (2000).
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Figura 18 — Curvas de redugédo do teor de colesterol por farelo de aveia,
granulometria G1, em funcéo do teor de agua e da temperatura.
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Figura 19 — Curvas de redugédo do teor de colesterol por farelo de aveia,
granulometria G2, em funcao do teor de agua e da temperatura.
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4.3.2. Efeito do teor de 4gua

Nas Figuras 20 e 21 sdo mostradas as curvas de redugéo do teor de
colesterol, em fungado da temperatura, para o farelo de trigo, nas granulometrias
G1 e G2, respectivamente, colocando-se em evidéncia o efeito da quantidade
de agua adicionada.

Nas Figuras 22 e 23 sdo mostradas as curvas de redugédo do teor de
colesterol, em fungdo da temperatura, para o farelo de aveia, nas
granulometrias G1 e G2, respectivamente, colocando-se em evidéncia o efeito
da quantidade de agua adicionada.

Na Figura 24 s&o mostradas as curvas de reducgéo do teor de colesterol,
em funcdo da temperatura, para o farelo de soja, na granulometria G1,
colocando-se em evidéncia o efeito da quantidade de agua adicionada.

Nas Figuras 20 a 24, verifica-se que a incorporacado de agua até o limite
de 30% ao complexo dleo de manteiga:farelo, em niveis crescentes, proporcionou
elevagao na porcentagem de redugao de colesterol do 6leo de manteiga.

KAHLON et al. (1993 e 1998), MAKI et al. (1999), KALRA e JOOD
(2000) e MALKKI e VIRTANEN (2001), ao pesquisarem modelos experimentais
in vivo, afirmaram que um dos efeitos das fibras alimentares, quando
hidratadas, é o de formarem géis viscosos que contribuem na reducdo do
colesterol sanguineo. Portanto, pode-se inferir que a presenga de agua foi de
particular importancia neste proposto complexo experimental in vitro, ao
influenciar, favoravelmente, a concepgao desses géis.

O fato de ter havido ligeiro decréscimo na porcentagem de redugao de
colesterol, a partir da adicdo de 50% de agua ao sistema, pode ser atribuido a
diminuicdo da rigidez do gel formado. Conforme descrito no item 4.3.1, o B-
glucano, quando em solugdo, forma solugdes viscosas com caracteristicas
pseudoplasticas (géis), em concentragdes acima de 2 g/L. Entretanto, a
viscosidade €& uma fungdo exponencial da concentracdo do p-glucano
dissolvido e de sua massa molar (WOOQOD, 2001). As massas molares tipicas do
B-glucano, em preparacdes alimenticias comerciais, situam-se entre (6,6.10"° e
3,3.10™) g, sendo que a estrutura macromolecular dessa cadeia polissacaridica

pode ser rompida por agitagdo mecanica ou por aquecimento. Segundo WOOD
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Figura 20 — Curvas de reducdo do teor de colesterol por farelo de trigo,
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Figura 21 — Curvas de reducdo do teor de colesterol por farelo de trigo,

granulometria G2, em funcéo do teor de agua e da temperatura.
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Figura 22 — Curvas de reducédo do teor de colesterol por farelo de aveia,
granulometria G1, em func&o do teor de agua e da temperatura.
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Figura 23 — Curvas de reducdo do teor de colesterol por farelo de aveia,
granulometria G2, em funcdo do teor de agua e da temperatura.
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Figura 24 — Curvas de reducdo do teor de colesterol por farelo de soja,
granulometria G1, em funcéo do teor de agua e da temperatura.

et al. (1991a) e BEER et al. (1997) essa fragmentagcdo atua diminuindo as
barreiras fisicas para a penetragcdo de agua na matriz, tornando-se um fator

redutor da rigidez gélica.

4.3.3. Efeito da granulometria

Nas Figuras 25 e 26 sdo mostrados os graficos de redugao do teor de
colesterol, representando-se o efeito das granulometrias G1 e G2 dos farelos
de trigo e de aveia, respectivamente.

Analisando-se as Figuras 25 e 26, pode-se verificar que, para ambos
farelos, e em todos os tratamentos, o efeito do fracionamento dos farelos nas
granulometrias G1 e G2 influenciou na porcentagem de redugao de colesterol.

Esses resultados podem ser correlacionados com a variacdo na
concentracdo de fibras soluveis nas diferentes fracbes dos farelos analisados.
Segundo FOX (2001), MALKIl e VIRTANEN (2001), BOHN e KULICKE (1999)

78



45
mmm Trigo (G1)

i e e e e e e e e e e Trigo (G2) -

Redugio de Colesterol (%)

4‘50 %0 %0 c,:,,C.) *':50 %0 ‘30 %0 <,:,’(.) %0
¢ FLY LS IFEFLL
S S0 o\ Qo\a S\ e\a Qoa Qo\o 6\0 6\0
N o R S S S

Figura 25 — Influéncia da granulometria do farelo de trigo na porcentagem de redugdo de colesterol do 6leo de manteiga, em
tratamentos contendo entre 8% e 50% de agua e com temperaturas entre 35 °C e 75 °C. Médias e desvios-padrio de
trés repeticoes.
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Figura 26 — Influéncia da granulometria do farelo de aveia na porcentagem de reducado de colesterol do 6leo de manteiga, em
tratamentos contendo entre 8% e 50% de agua e com temperaturas entre 35 °C e 90 °C. Médias e desvios-padrao de
trés repeticoes.
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e MALKIlI e MYLLIMAKI (1998) as propriedades funcionais do B-glucano,
quando em solugao, estao diretamente relacionadas com a sua capacidade de
aumentar a viscosidade. HUTH et al. (2000) e MALKIl e VIRTANEN (2001)
relataram que os processos de moagem e de extrusdo hidrotérmica, quando
aplicados aos farelos de aveia e de cevada, incrementam a quantidade de B-
glucano extraido, bem como sua viscosidade quando em solugdo, face a
reducdo do tamanho das particulas do farelo, a0 mesmo tempo em que sao
rompidas barreiras fisicas a penetragao de agua.

NILSSON et al. (1996), HARKONEM et al. (1997) e GLITSO e
KNUDSEN (1999) conduziram experimentos visando obter fibras dietéticas
com diferentes composigbes, a partir da moagem de grdos de centeio em
diferentes granulometrias, e verificaram que a distribuicdo dos principais
componentes de fibras dietéticas no centeio, bem como no trigo, variava com a
granulometria. Observaram que o B-glucano se concentrava na fragdo cujo
diametro de particula se situava entre 0,25 mm e 1,25 mm. Trabalho similar foi
empreendido por WU e DOEHLERT (2002) visando enriquecer farelo de aveia
com B-glucano, por meio de moagem desse farelo em particulas finas e
grossas, e subsequente classificagdo em peneiras sob efeito de circulacéo de
ar. Esses autores, assim como KNUCKLES et al. (1992), verificaram que tanto
em rendimento quanto em composi¢cdo havia evidente tendéncia de que o B-
glucano se concentrasse nas fragdbes compreendidas entre 0,15 mm e 0,4 mm
de didmetro. Contudo, SUNBERG e AMAN (1994) e KIRYLUK et al. (2000) ao
empreenderem essa mesma avaliagdo, em grdos de cevada, encontraram
maiores concentragdes de B-glucano, e de fibras soluveis, nas fragbes mais
grosseiras de farinhas (diametros de particulas entre 0,25 mm e 0,4 mm) e no
farelo remanescente (didmetro acima de 2,0 mm).

Conforme discussao anterior, verificou-se que os farelos analisados
neste experimento, quando hidratados, tém na viscosidade uma propriedade
funcional intimamente relacionada com a reducido de colesterol. Portanto, o
maior efeito redutor de colesterol do éleo de manteiga, proporcionado pelos
farelos de menor granulometria, pode ser atribuido a maior concentragao de
fiboras soluveis, inclusive de p-glucano, nessas fragbes, 0 que,

consequentemente, acarretou maior viscosidade do gel formado. Em recente
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revisdo, MALKKI e VIRTANEN (2001) esclareceram que embora seja de amplo
conhecimento que os melhores efeitos fisiologicos advindos da ingestdo de
fibras soluveis estejam estreitamente correlacionados com a viscosidade, para
que se assegure uma boa solubilizagdo aquosa dessas fibras, os fatores
dosagem e extragdo devem ser criteriosamente observados. Segundo esses
autores, o que também é relatado por HUTH et al. (2000), incrementos na
solubilidade de fibras seriam obtidos a partir da reducdo do tamanho médio do

polimero de B-glucano por fracionamento mecanico.

4.4. Influéncia das varidaveis na quantidade méaxima de reducdo de

colesterol

Os resultados encontrados nos ensaios preliminares sugeriram que a
efetividade da redugcdo de colesterol do déleo de manteiga, pelos farelos
analisados, foi dependente de diversos fatores incluindo a concentragéo e a
granulometria do farelo, a temperatura, o teor de agua, o tempo de agitacéo e a
velocidade de agitagdo. Os niveis dos fatores concentracdo de farelo,
velocidade de agitacdo e o tempo de agitagdo foram fixados e as variaveis
granulometria dos farelos, teor de agua e temperatura de reagdo foram
testadas ao nivel de 5% de probabilidade, obtendo-se as equagdes ajustadas
por regressao (Quadro 8).

Pela analise dos coeficientes de cada fator das equagdes do Quadro 10,
isoladamente ou em conjunto, permitiu-se verificar que o efeito da temperatura,
na capacidade dos farelos em reduzir o teor de colesterol do 6leo de manteiga,
foi maior que o do teor de agua, naqueles tratamentos onde foram utilizados os
farelos de soja, de aveia com as granulometrias G1 e G2, e de trigo na
granulometria G2.

Nas Figuras 27, 28, 29, 30 e 31 estdo representadas graficamente as
equacgdes do Quadro 8.

Embora ndo seja possivel predizer que esta avaliagao in vitro possibilite
validar as diversas propriedades terapéuticas inerentes aos farelos de cereais,
entre elas a de redugdo do colesterol sanguineo, os resultados obtidos neste
trabalho sugerem que, pelos modelos experimentais testados, é possivel obter-

se em torno de 45% de redugéo do colesterol no éleo de manteiga (Quadro 9).
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Quadro 8 — Equacgdes resultantes do modelo de regressdo. Relagéo entre a
porcentagem de colesterol reduzido (Z) e as variaveis temperatura
(X) e porcentagem de agua (Y)

Farelo

x A 2 Eq. B
(mm) Equacéo R NS DW
Aveia _ 2 2 ns
©1)  Z=21276X+1,4702Y ~00185X" ~0,0196Y° ~ 43,1279 0819 4 083
Aveia _ 2 2 ns
G2y Z=18014X+1,4580Y ~00161X* ~0,0184Y" - 39,0755 0848 5 075
Igﬂ")’ Z = 1,0224X + 2,2326Y — 0,0107X% - 0,0332Y2 - 22,7489 0,888 6  2,33"
Ig%‘)’ Z = 2,7896X + 2,3290Y — 0,0274X% - 0,0351Y2—70,2095 0932 7  1,81™
Soja

(G1) Z =3,7850 — 0,0164X + 0,5024Y — 0,0001X* — 0,0069Y> 0,712 8 1,63"™

A - Os coeficientes das equagdes foram gerados por analise dos resultados médios de trés
repeticdes.

B - Estatistica Durbin-Watson. Avalia se os residuos estéo correlacionados ou aleatoriamente
distribuidos.

ns = nao-significativo a 5% de probabilidade.

Nos ensaios realizados, foram verificados elevados desvios-padrao entre
os resultados das observagdes (Figuras 25 e 26). Essas variagdes podem ser
atribuidas a diversos fatores, entre eles: o modelo utilizado foi pouco eficaz em
manter a velocidade de agitacdo, bem como a temperatura; possiveis, e
esperados, erros de amostragem e nas analises quantitativas de colesterol
(CONTARINI et al., 2002). Entretanto, entendeu-se que partes das variagdes
verificadas neste trabalho podem ocorrer devido a diversidade estrutural do -
glucano (BOHN et al, 1999; ROUBROEKS et al, 2000 e
CHARALAMPOPOULOS et al.,, 2002) e, principalmente, porque a fragéo
soluvel encontrada nos farelos de cereais, ndo se compde somente de B-
glucano (CHESSON, 1995; CHAO et al., 1998), devendo-se sempre considerar
a possibilidade de interferéncia funcional de outros polissacarideos soluveis
presentes nos farelos (ROUBROEKS, 2000 e CHESSON, 1995).
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Figura 27 — Efeitos da temperatura e da porcentagem de agua na redugao de

colesterol do 6leo de manteiga tratado com 20% (p/v) de farelo de
aveia (granulometria G1); equagéao 4.
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Figura 28 — Efeitos da temperatura e da porcentagem de agua na redugao de

colesterol do 6leo de manteiga tratado com 20% (p/v) de farelo de
aveia (granulometria G2); equagéao 5.
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m= Temp.(°C) vs % Agua vs % de Reducao

Reducao de colesterol (%)

Figura 29 — Efeitos da temperatura e da porcentagem de agua na redugao de

colesterol do 6leo de manteiga tratado com 20% (p/v) de farelo de
trigo (granulometria G1); equacao 6.
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mm= Temp.(°C) vs % Agua vs % de Redugéo

Reducao de Colesterol (%)

Figura 30 — Efeitos da temperatura e da porcentagem de agua na redugao de

colesterol do 6leo de manteiga tratado com 20% (p/v) de farelo de
trigo (granulometria G2); equacao 7.
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= Temp.(°C) vs % Agua vs % de Redugéo

Redugao de Colesterol (7o)

Figura 31 — Efeitos da temperatura e da porcentagem de agua na redugao de

colesterol do 6leo de manteiga tratado com 20% (p/v) de farelo de
soja (granulometria G1); equacao 8.
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Quadro 9 — Maximos efeitos da temperatura e do percentual de agua na
reducdo de colesterol do 6leo de manteiga, utilizando-se farelos de
aveia, trigo e soja

Farelo Tempoeratura % de Reducéo de Equago Erro-Padréo da
(mm) (°C) Agua Colesterol (%) Estimativa (p < 0,05)

?(;’f)ia 55,6 36,87 45,20 4 5,69

(A(g’ze)ia 55,6 39,50 39,24 5 5,10

(Tgf)o 50,0 34,25 39,40 6 3,73

(Tcr;ig)o 50,0 34,25 39,21 7 4,02

(ngl";‘ 35,0 36,87 12,01 8 2,29

A linearidade de resposta dos tratamentos empregados nesta pesquisa
pdde ser influenciada por outros fatores, como: a perda de parte das
propriedades funcionais do B-glucano devido ao tratamento térmico, a moagem
e a classificacdo granulométrica (HUTH et al., 2000); os efeitos advindos da
variacdo na massa molar média do B-glucano (WOOD e BEER, 1998), que
também podem ter se constituido em significativa fonte de variagdo nos
resultados obtidos, e este € um fator que isoladamente ja demandaria uma
avaliagdo reoldgica consistente. Segundo CHARALAMPOPOULOS et al.
(2002), B-glucanos de alta massa molar (acima de 107'® g) sdo menos viscosos
por formarem labeis associacbes cooperativas entre cadeias. Por outro lado,
segundo GOMEZ et al. (1997) e CHARALAMPOPOULQOS et al. (2002), B-
glucanos com pesos moleculares abaixo de 10%* g podem facilmente formar
géis macios, face ao menor tamanho de suas cadeias, o que favorece o
rearranjo destas de forma a maximizarem interligacdes.

Como é muito remota a possibilidade de haverem intera¢des do tipo
ligagcbes quimicas entre as moléculas de colesterol e os polissacarideos
soluveis dos farelos (BOWLES et al., 1996; KAHLON e CHOW, 2000; KAHLON
e WOODRUFF, 2001; MALKKI e VIRTANEN, 2001; HUTH et al., 2002;
KAHLON e WOODRUFF, 2002), sdo diversos os fenbmenos que puderam

ocorrer durante as reagdes encaminhadas nesta pesquisa. Muitos processos
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fisico-quimicos ocorreram entre a formacao de um material viscoelastico, que
se verifica inicialmente, até a sua transformacdo em um sodlido elastico,
denotada ao final da reagdo. Conforme investigagdes reoldgicas conduzidas
por BOHN e KULICKE (1999 e 1999a), o B-glucano, devido & sua semelhanca
estrutural com a celulose, quando em solucdo, coexiste em dois estados:
dispersdo molecular com escoamento viscoelastico normal, e como uma infinita
matriz gélica, sendo que suas propriedades fisico-quimicas e funcionais, em
meio aquoso, sempre estardo relacionadas com sua parte soluvel.

Com relagao ao farelo de trigo, em alguns processos industriais 0os graos
deste cereal sdo submetidos ao processo de extrusdo. Este processo, em si ou
em fungcdo de seus parametros, influencia grandemente algumas propriedades
funcionais de solug¢des contendo B-glucano, tais como: capacidade de retencao
de agua e viscosidade (KAHLON et al., 1998; BOHN et al., 1999; HUTH et al.,
2000; CHARALAMPOPOULOS et al.,, 2002). Isso pode ser uma das
explicagbes porque, embora os farelos de trigo utilizados neste trabalho
contivessem menores concentragdes de p-glucano em relagdo aos farelos de
aveia, ainda assim foram obtidas consideraveis redugdes de colesterol pelo seu
uso.

Outra consideragao relevante que pode ser extraida desta investigagao
invoca a possibilidade de que compostos de natureza protéica, presentes nos
farelos, possam desempenhar reagdes de complexacdo com colesterol.
KAHLON e WOODRUFF (2002a), ao avaliarem a capacidade de ligagcao entre
sais biliares e proteinas de soja, de feijdo e do gluten de trigo, obtiveram
resultados de ensaios in vitro indicativos de que estes compostos,
especialmente aqueles contidos no feijao, possuem propriedades redutoras de

colesterol.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho foram avaliadas as técnicas de Espectrofotometria, de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e de Cromatografia Gasosa, para
analise quantitativa de colesterol e de fitosterdis no 6leo de manteiga. Concluiu-
se que, para esses analitos e neste produto, as técnicas cromatograficas
apresentaram sensibilidade, resolucado e taxas de recuperagao satisfatorias e
suficientes. O método espectrofotométrico também pode ser adotado para
analise de colesterol, desde que em produtos isentos de outros esterois, por
ser um método simples, de baixo custo e de boa sensibilidade.

Avaliou-se também o processo de redugdo do colesterol do oleo de
manteiga pela reacédo deste com farelos de aveia, trigo e soja, em fungédo das
granulometrias desses farelos, da temperatura e da quantidade de agua.

Usando oOleo de manteiga com uma concentracdo inicial média de
247 mg de colesterol por 100 g de d6leo, obtiveram-se redugdes entre 12% e
41% no teor inicial de colesterol.

Pelo uso do farelo de aveia, foi possivel obter-se reducao de 41% com a
fracdo de menor granulometria e de 38,5% com a de maior granulometria. Nos
tratamentos em que se fez uso dos farelos de aveia foram verificados efeitos
significativos (p < 0,05) da elevagdo da temperatura, até 75 °C, e do aumento
na porcentagem de agua adicionada, até 30%, com relagdo ao percentual de

reducao de colesterol.
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Naqueles tratamentos com o farelo de trigo, foi possivel obter-se
redugéo de 37% com a fragdo de menor granulometria e de 36% com a de
maior granulometria. Semelhantemente ao que se observou com o farelo de
aveia, foram verificados efeitos significativos (p <0,05) da elevagdo da
temperatura, até 65 °C, e do aumento na porcentagem de agua adicionada, até
30%, com relagao ao percentual de redugao de colesterol.

Nos experimentos em que se empregou o farelo de soja, verificou-se
efeito redutor na concentracao inicial de colesterol de, no maximo, em torno de
12%, e foram verificados efeitos significativos (p < 0,05) da elevagdo da
temperatura, até 35 °C, e do aumento na porcentagem de agua adicionada, até
30%, com relacao ao percentual de redugao de colesterol.

Com os resultados obtidos nesse trabalho pode-se considerar que ha
um potencial para a utilizacdo de farelos de cereais, e de soja, para redugao do
teor de colesterol em alimentos. Tecnicamente, o farelo de aveia mostrou ser
mais eficiente para reduzir o colesterol do 6leo de manteiga, entretanto, uma
possivel recomendacao deste farelo, deveria ser precedida de estudos quanto

a viabilidade econdmica, entre outras avaliagoes.
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6. RECOMENDACOES

Analisando-se os dados de resultados apresentados neste trabalho,
embora se possa alimentar expectativa esperancosa quanto ao uso de farelos
de cereais em processos de reducdo do colesterol de alimentos, existem
diversas variaveis que podem sugestionar novos experimentos como, por
exemplo, o efeito redutor do B-glucano puro, niveis mais elevados de propor¢ao
farelo:6leo de manteiga, outras velocidades e tempos de agitagao, efeito do pH,
os efeitos resultantes do uso de outros farelos (arroz, cevada, centeio e malte),
estudos reoldgicos com outros polissacarideos presentes em farelos de cereais
(arabinoxilanas, glicomananas etc.), efeitos dos parametros de extrusdo e de

moagem dos graos e dos farelos, entre outros estudos promissores.
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