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RESUMO

BAUER, L. C. Efeito da Inclusdo de Niveis Crescentes de Orégano Desidratado sobre o
Contetido de Colesterol e seus Oxidos em Leite Bovino In Natura, Pasteurizado e Queijo
Tipo Minas Frescal Itapetinga — BA: UESB, 2013. 64 p. (Dissertacdo - Mestrado em
Engenharia de Alimentos — Ciéncia de Alimentos).*

O escopo deste trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo de niveis crescentes de orégano
desidratado na dieta de vacas leiteiras sobre o conteddo de colesterol e 0xidos de
colesterol no leite e queijo tipo Minas frescal obtidos. Para isto, doze vacas mesticas
Holandés x Zebu foram alimentadas com volumoso de cana-de-agucar adicionado de
1% de uréia e sulfato de amonio e concentrado a base de farelo de soja e trigo, milho,
premix vitaminico e mineral, além da inclusdo de diferentes niveis de orégano na dieta.
Previamente foram desenvolvidas e validadas as metodologias de analise simultanea de
colesterol e oOxidos, 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol, tanto para leite como para
queijo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os dados obtidos foram avaliados
através de analise de varidncia e regressdo ao nivel de 5% de significancia. Os
resultados da validacdo demonstraram que a metodologia poderia ser empregada para
analise de todos os compostos no leite, porém no queijo, somente o conteldo de
colesterol poderia ser analisado com confiabilidade. Os resultados mostraram que a
inclusdo de orégano na dieta das vacas alterou significativamente o conteido de
colesterol do leite in natura, diminuindo seu contetdo da dieta controle até o nivel
contendo 1,6% de orégano. Para as amostras de leite pasteurizado e queijo tipo Minas
frescal ndo houve influéncia da suplementacdo. Com relacéo aos 6xidos de colesterol, o
7-cetocolesterol ndo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas e os conteidos
de 25-hidroxicolesterol dos leites também ndo foram influenciados pelas dietas. O
tratamento térmico de pasteurizacdo lenta influenciou as quantidades de colesterol dos
leites, havendo uma reducdo dos contetidos de colesterol do leite pasteurizado quando
comparado ao leite in natura. Para os leites provenientes de vacas alimentas com
orégano essa reducdo foi menor. Assim, a inclusdo de orégano nas dietas das vacas pode
ser considerada positiva, uma vez que foi capaz de reduzir o contedo de colesterol do
leite, além de proteger este composto durante o tratamento térmico.

Palavras-Chave: Origanum vulgare, produtos lacteos, cromatografia, dieta animal e

ruminantes

*Qrientador: Julliana lzabelle Simionato, D.Sc., UESB e Co-orientador: Marcelo
Franco, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

BAUER, L. C. Effect of increasing levels of Oregano Dehydrated on Cholesterol
Content in Milk and its Oxides Veal In Natura, Pasteurized Cheese and type
Minas Frescal Itapetinga - BA: UESB, 2013. 64 p. (Thesis - Master in Food
Engineering - Food Science).*

The aims of this study was to evaluate the effect of increasing levels of dried oregano in
the diet of dairy cows on the content of cholesterol and cholesterol oxides in milk and
cheese type Minas fresh obtained. For this, twelve crossbred Holstein x Zebu were fed
roughage with cane sugar added 1% urea and ammonium sulphate and concentrate
based on soybean meal and wheat, corn, vitamin premix and mineral, as well as
inclusion different levels of oregano in the diet. Previously been developed and
validated methodologies for simultaneous analysis of oxides and cholesterol, 7-
ketocholesterol and 25-hydroxycholesterol, both for milk and for cheese. The samples
were analyzed by high performance liquid chromatography. Data were evaluated using
analysis of variance and regression to the 5% level of significance. The validation
results demonstrated that the methodology could be used for analysis of all compounds
in milk, in cheese however, only the cholesterol content could be analyzed reliably.
From the evaluation of the results it was found that the inclusion of oregano in the diet
of cows significantly alter the cholesterol content of raw milk, while for pasteurized
milk and cheese type Minas fresh no influence supplementation. Regarding cholesterol
oxides, 7-ketocholesterol was not detected in any of the samples and the contents of 25-
hydroxycholesterol in milk were not affected by diet. The heat treatment of
pasteurization influence the quantities of cholesterol from milk, thus decreasing the
cholesterol content of pasteurized milk when compared to fresh milk. For milk from
cows fed a oregano this reduction was smaller. Thus, the inclusion of oregano cows on
diets may be considered positive, since it is capable of reducing the cholesterol content
of milk and also protects this compound during annealing.

Keywords: Origanum vulgare, dairy products, chromatography, and ruminant animal
diet

* Adviser: Julliana lzabelle Simionato, D.Sc., UESB e Co-Adviser: Marcelo Franco,
D.Sc., UESB.
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1 INTRODUCAO

Nas Gltimas duas décadas a cadeia produtiva do leite tem se mostrado um dos
setores agroalimentares brasileiros mais dindmicos. Nesse periodo, um conjunto
substancial de alteracdes envolvendo maior abertura ao mercado externo,
desregulamentacéo publica do mercado, crescimento do capital estrangeiro e inovacdes
técnicas e organizacionais provocaram uma verdadeira revolucdo no setor (CHADDAD,
2007). Este cenario, aliado a busca dos consumidores por alimentos cada vez mais
saudaveis e de maior durabilidade e praticidade, obriga os produtores e industrias a
buscarem alternativas que diminuam os custos da producdo e agreguem valor ao
produto, melhorando suas caracteristicas e consequentemente sua remuneragdo. O
manejo nutricional dos animais € uma alternativa viavel para melhoria da qualidade dos
lacteos e aumento da competitividade dos produtores e da inddstria.

O leite € considerado um dos alimentos mais completos da natureza. Apresenta
composicdo rica em proteinas, vitaminas, gorduras, carboidratos e sais minerais
essenciais aos seres humanos (TAMANINI et al., 2007). E produzido na glandula
mamaria de mamiferos, no periodo da lactacdo. Sua sintese ocorre a partir de elementos
que passam do sangue para as células especializadas da glandula. Desta forma, sua
composicdo quimica é fortemente influenciada pela natureza da dieta ingerida pelas
vacas, principalmente no que se refere a seu conteddo em lipidios e proteinas
(FREDEEN, 1996).

O colesterol é um lipidio presente nas gorduras de origem animal, inclusive a do
leite. Seu contetdo nos alimentos tem sido considerado maléfico para uma dieta
saudavel, pois seu consumo em excesso tem sido relacionado principalmente a doencas
coronarianas (SCHER & RIBEIRO, 2009).

Além disso, por ser uma molécula insaturada, o colesterol € muito susceptivel a
oxidacdo. Os processos oxidativos ocorrem principalmente durante o processamento
dos alimentos (SARANTINOS et al., 1993), dando origem aos compostos conhecidos
como oxidos de colesterol. Estes Oxidos apresentam caracteristicas aterogénicas,
citotoxicas, cancerigenas e mutagénicas (BAGGIO & BRAGAGNOLO, 2004;
MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2002; KENDAL et al., 1992; PENG et
al., 1991; SEVANIAN & PETERSON, 1986; SPORER et al., 1982; PETRAKIS et al.,
1981).
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Dentre as alternativas alimentares para 0 manejo nutricional dos animais,
visando produtos com melhor qualidade e mais competitivos, encontra-se 0 uso de
antioxidantes naturais na suplementacdo de sua dieta. Estes compostos podem ser
incluidos na alimentacdo das vacas na tentativa de melhorar as caracteristicas
nutricionais do leite e aumentar sua resisténcia a oxidacdo. Além de evitar a oxidacao
lipidica, a incorporagdo de compostos com atividade antioxidante nos alimentos pode
trazer beneficios aos consumidores quanto a prevencdo de doencas degenerativas.
Assim, quando o consumidor ingere produtos alimenticios naturalmente ricos nessas
substancias, ou ainda, enriquecidos com essas espécies, pode promover efeitos
benéficos para a saude. Tais perspectivas fazem com que varios pesquisadores venham
investigando o enriquecimento nutricional de alimentos a partir de plantas (TORRES et
al.; 2007; BORNEO & AGUIRRE, 2008; PRABHASANKAR et al., 2009).

O oleo de orégano contém antioxidantes fendlicos que reagem com lipidios e
radicais hidroxila e os convertem em produtos estaveis (JADHAV et al., 1996;
YANISHLIEVA-MASLAROVE, 2001). Seus efeitos relacionados a protecdo oxidativa
de lipidios apds suplementacdo animal ja foram reportados por diversos autores
(BOTSOGLOU et al., 2002; GIANNENAS et al., 2005; GOVARIS et al., 2004;
BOTSOGLOU et al., 2004; GOMEZ, MENDONCA-JUNIOR & MANCINI-FILHO,
2003; TRAESEL et al., 2011). Contudo, esta pesquisa é pioneira nos estudos relativos
ao efeito da suplementacdo com orégano desidratado na alimentacdo de bovinos e a
influéncia sobre a oxidacao dos lipidios do leite, em especial o colesterol.

Dessa forma, devido a necessidade de estudos que aprofundem conhecimentos em
como a formulacdo de dietas altera a composicdo do leite em uma determinada
caracteristica, o objetivo deste experimento foi investigar o efeito da inclusdo de
orégano desidratado na alimentacdo de vacas leiteiras sobre o conteldo total de
colesterol e dos Oxidos de colesterol, 25-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol, em leites,
in natura e pasteurizado, e no queijo tipo Minas frescal processado a partir deste leite.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cadeia Produtiva do Leite Bovino

O Brasil é um dos maiores produtores de leite do mundo, sendo que em 2010
ocupou o quinto lugar em termos de producdo (Tabela 1). No entanto, quando o assunto
é produtividade, torna-se evidente a necessidade de técnicas de manejo que cologuem
este pais em um melhor patamar. No Brasil a produtividade média é de 1.680
kg/vaca/ano contra 9.590 kg/vaca/ano nos Estados Unidos, primeiro colocado do
ranking (USDA, 2011).

A colocacéo brasileira no ranking de paises produtores se deve ao fato do seu
extenso rebanho. De acordo com a Pesquisa da Pecuaria Municipal, o rebanho bovino
brasileiro foi estimado em 209,5 bilhdes de cabegas, sendo que deste total, 22,9 milhdes
eram de vacas que foram ordenhadas no ano de 2010 (IBGE, 2010a).

Tabela 1. Producdo mundial de leite.

Leite Fluido em Mil Toneladas

2006 2007 2008 2009 2010*
Canada 8.041 8.212 8.270 8.280 8.350
Meéxico 10.051 10.657 10.907 10.866 11.176
Estados Unidos 82.455 84.211 86.174 85.874 87.450
Argentina 10.200 9.550 10.010 10.350 10.600
Brasil 25.230 26.750 27.820 28.795 29.480
Uni&o Européia 132.206 132.604 133.848 133.700  134.200
Russia 31.100 32.200 32.500 32.600 31.740
Ucrania 12.890 11.997 11.524 11.370 10.950
india 41.000 42.890 44.500 48.160 50.300
China 31.934 35.252 34.300 28.445 29.100
Japdo 8.137 8.007 7.982 7.910 7.790
Australia (1) 10.395 9.870 9.500 9.326 9.400
Nova Zelandia (2) 15.200 15.640 15.141 17.397 16.897
Mundo/Total 420.845 429.847 434.484 435.082  437.433

* Dados preliminares

(1) Dados referentes ao ano terminado em 30 de junho do ano corrente
(2) Dados referentes ao ano terminado em 31 de maio do ano corrente
Fonte: Adaptada de USDA, 2011
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A regido Sudeste € a maior produtora de leite do Brasil, contribuindo com
35,55% do total de litros produzidos em 2010, seguida pelas regides Sul (31,29%),
Centro-Oeste (14,48%), Nordeste (13,02%) e Norte (5,66%). Com relacdo a regido
Nordeste, 0 estado da Bahia é o que apresenta a maior producdo, sendo que no mesmo
ano, contribuiu com 1,2 bilhGes de litros de leite, 0 que representou 4% de toda a
producdo nacional (IBGE, 2010b).

O leite € um dos produtos que apresenta elevadas possibilidades de crescimento
dentro do setor agroindustrial, a produtividade brasileira ainda é pequena e pode ser
ampliada, o pais possui um extenso territorio destinado a criagdo de bovinos, que
também pode ser utilizado para o gado leiteiro. Segundo projecfes da Assessoria de
Gestdo Estratégica do Ministério da Agricultura a producéo devera crescer a uma taxa
anual de 1,95% e o consumo devera aumentar 1,98% ao ano pelos proximos 10 anos
(AGE/MAPA, 2010). O avanco ano a ano do consumo do leite est4 diretamente ligado
ao aumento de renda. Tradicionalmente, quanto maior a renda de uma familia, mais ela
consome leite e derivados, sendo que, em média, para cada 1% de aumento da renda, o
consumo de lacteos no Brasil aumenta 0,5%. As familias podem ndo aumentar a
quantidade consumida de leite fluido, mas podem passar a consumir mais derivados
(AGRIPOINT, 2011).

Em 2009, segundo dados da Pesquisa de Or¢camento Familiar, o0 consumo médio
per capita brasileiro de lacteos foi equivalente a 135,2 litros de leite. Este valor € 32,4%
menor ao recomendado, para ingestdo deste alimento, pelo Ministério da Saude. Dos
105 produtos listados na pesquisa, o leite integral foi o 11° alimento mais consumido.
Além dele, constavam na lista 10 outros produtos produzidos a partir do leite, entre eles
queijos e manteiga, que quando somados representam 6,3% de tudo o que o brasileiro
consome durante o dia. Ainda segundo a pesquisa, o leite mais adquirido foi o
pasteurizado (25,64 L/habitante/ano) e entre 0s queijos, 0 destaque é para o tipo Minas
frescal (0,683kg/habitante/ano) (IBGE, 2009).

2.2 Principais Constituintes do Leite

A biossintese do leite de vaca ocorre na glandula mamaria, sob controle
hormonal, a partir de nutrientes fornecidos pelo sangue e epitélio glandular. Estes
nutrientes sdo provenientes diretamente da dieta ou s@o produtos modificados nos
tecidos dos animais antes de alcancar a glandula (FRANDSOM et al., 2003; BEHMER,
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1991). Alguns componentes do leite, como as proteinas e 0s acidos graxos, originam-se,
em pequena parte, do plasma sanguineo em condigdo pré-formada, sendo a maior
proporcédo sintetizada na glandula mamaria, a partir de precursores. As vitaminas e 0S
minerais sdo obtidos diretamente do plasma sanguineo, engquanto que a lactose é
sintetizada exclusivamente no Ubere (WALSTRA et al., 2001).

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma mistura homogénea de grande
numero de substancias, das quais algumas estdo em emulsdo (gorduras), algumas em
suspensdo (caseinas) e outras em dissolucdo verdadeira (lactose, vitaminas
hidrossoluveis, proteinas do soro e sais minerais) (GALVAO JUNIOR et al., 2010;
PEREDA et al., 2005).

A composi¢do média do leite bovino é de 4,8% de lactose, 4,0% de gordura,
3,5% de proteinas, 0,7% de sais minerais e 87% de dgua (MONTEIRO et al., 2007).
Entretanto, segundo Orddfiez (2005), podem haver variagcdes nesta composicao, devido
a diferengas entre racas, caracteristicas individuais, intervalos entre as ordenhas, fase da
lactacdo, composicdo da dieta, além de influéncias sazonais e climaticas. Por exemplo, a
gordura e as proteinas sdo 0s componentes mais varidveis, sendo que a alimentagédo
responde por aproximadamente 50% das suas variages, mas praticamente ndo afeta o
conteddo de lactose (FREDEEN, 1996).

A gordura do leite é secretada das células epiteliais mamarias na forma de
gldbulos, que variam em tamanho de 0,1 a 10 um e em numero de aproximadamente 15
x 10° glébulos por mililitro, rodeados por uma membrana lipoproteica similar & das
células epiteliais e que ajuda a estabiliza-los, formando uma emulsdo no ambiente
aquoso que € o leite. O glébulo de gordura do leite é composto principalmente de
triglicerdis (98%), contendo também outros lipidios, como fosfolipidios (1,11%) e
colesterol (0,46%) (MANZI & PIZZOFERRATO, 2010; JENSEN, 2002; BURGESS,
2001).

O colesterol, principal esterdide do leite, situa-se na membrana que envolve o
glébulo de gordura, 85% dele ¢ introduzido no leite durante a pinocitose das goticulas
lipidicas, através da membrana plasmatica dentro do limen do alvéolo, e o restante é
produzido durante a sintese de novo (CERUTTI et al., 1993;. EVERS 2004). Como o
colesterol ocorre na membrana dos glébulos de gordura, sua concentracdo esta
relacionada a quantidade de gordura no leite e também ao tamanho das goticulas, sendo
que quanto menores elas forem, maior também sera a quantidade de colesterol total do
leite (SWAISGOOD, 2010). Em média, o conteudo de colesterol do leite integral é de
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12 mg por 100 mL (SOUZA & VISENTAINER, 2011), podendo sofrer variacoes.
Piironem et al. (2002) avaliando amostras comerciais finlandesas encontraram valores
entre 5,6 e 6,4 mg de colesterol em 100 g de leite; Saldanha, Mazalli e Bragagnolo
(2004) avaliando amostras comerciais brasileiras encontraram valores médios para o
colesterol de 9,75mg/100g de leite e Manzi e Pizzoferrato (2010), avaliando amostras
comerciais italianas encontraram valores entre 10,4 e 11,3 mg por 100 g de leite
integral.

O teor de gordura do leite € particularmente importante, tanto economicamente
como do ponto de vista dietético. O leite de vaca possui cerca de 440 &cidos graxos
diferentes, dos quais aproximadamente 70% dos acidos graxos sdo saturados, 25% sdo
monoinsaturados e 5% constituem-se de acidos graxos poli-insaturados. Quanto ao
tamanho da cadeia carbdnica pode-se dizer que ao redor de 30% sédo de cadeia longa e 0
restante corresponde a 4cidos graxos de cadeias curta e média (GRUMMER, 1991).

As proteinas do leite sdo de facil digestdo e de alto valor bioldgico, contém os
aminoéacidos essenciais em quantidade e propor¢des adequadas. Dentre as proteinas do
leite, a mais importante é a caseina (85% do total), sendo que existem varios tipos de
caseinas identificados: a, B, y, k, todas similares na sua estrutura. As caseinas se
agregam formando granulos insoltveis chamados micelas, essas micelas sdo compostas,
além das caseinas, de minerais, principalmente calcio e fdésforo, que garantem a
estabilidade da suspensdo coloidal no leite (GONZALES, 2001).

Ja no soro do leite, as principais proteinas encontradas sdo a alfa-lactoalbumina e
a beta-lactoglobulina (produzidas na glandula mamaria), a albumina sérica (produzida
pelo figado) e as imunoglobulinas (produzidas pelos linfocitos). Sendo que a beta-
lactoglobulina representa aproximadamente 50% do total das proteinas do soro, é a
principal proteina do soro nos ruminantes e ndo é encontrada no leite de muitas outras
espécies, incluindo o leite humano (FARRELL et al., 2004).

2.3 Colesterol
O colesterol é um esteroide de origem animal formado por um nucleo policiclico
composto por trés anéis de seis carbonos (A, B e C) e um com cinco (D), uma cadeia

alifatica ligada ao carbono 17 no anel D e um grupo hidroxila ligado ao carbono 3 do

anel A (Figura l1a), podendo também estar esterificado a cadeias de &cidos graxos
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formando ésteres de colesterol (Figura 1b) (MC CLEMENTS & DECKER, 2010;
VOET et al., 2000).

Apresenta multiplas fungdes no organismo, € componente da célula, onde
desempenha uma importante funcdo estrutural e funcional na membrana plasmatica,
regulando a fluidez da mesma, é precursor metabdlico das vérias formas da vitamina D
e dos hormonios esteroidais, como por exemplo, estrogénios e androgénios (VOET et
al., 2000). Ainda participa da sintese dos acidos biliares, na digestdo e absorcdo dos
lipidios e vitaminas lipossoluveis (LUDKE & LOPEZ, 1999).

Segundo Souza e Visentainer (2011), a maior parte do colesterol do organismo,
aproximadamente 70%, origina-se da biossintese no figado (colesterol endogeno),
enquanto apenas 30% é fornecido pela dieta (colesterol exdgeno), através da ingestdo de
alimentos de origem animal, como ovos, carnes, leite e derivados. Quando a
alimentacdo é rica em colesterol, ocorre uma inibigdo de sua sintese enddgena, por outro
lado, a redugdo muito acentuada de colesterol no alimento pode aumentar sua sintese
(HARPER, 1993).

(a)

Figura 1. Estrutura quimica do (a) colesterol livre e (b) esterificado. Fonte: MEDINA,
2009.

Quando em excesso (hipercolesterolemia), o colesterol pode se depositar nas

paredes das artérias determinando um processo conhecido como aterosclerose. Além
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disso, esse excesso pode levar a formacdo de célculos biliares e alterac@es nas sinteses
de hormonios esteroidais (FORNES et al., 2002). Assim, o potencial de uma dieta ou de
um alimento em aumentar os niveis de colesterol sérico e em promover aterosclerose
estd diretamente relacionado ao seu contetido de colesterol, havendo correlagcdo entre
incidéncia de doencas aterosclerdticas, niveis de lipidios séricos e habitos alimentares
(SCHER & RIBEIRO, 2009).

2.4 Oxidos de Colesterol

Por ser um composto insaturado, o colesterol € instavel e suscetivel & oxidagao.
Os produtos de sua oxidacdo sdo comumente conhecidos como Oxidos de colesterol
(OsC) e podem ser formados tanto de forma enddgena, basicamente no figado e nos
tecidos geradores de hormonios esterdides (coOrtex supra-renal, gbdnadas), quanto
ingeridos na dieta (SALDANHA et al., 2006). As fontes principais de OsC na dieta
humana sdo alimentos processados de origem animal, como ovos em p6 ou produtos
que tragam em sua formulacdo este ingrediente, leite em pod, carne e peixe desidratados
e gorduras animais aquecidas (SALDANHA et al., 2006; GUARDIOLA et al., 1996),
sendo que os protutos lacteos sdo caracterizados por um baixo contetdo de OsC, o
menor dentre todos os produtos de origem animal (ORCZEWSKA-DUDEK et al.,
2012).

A estrutura quimica dos 6xidos de colesterol é semelhante & do colesterol, porém
contém um grupo funcional adicional, que pode ser uma cetona, uma hidroxila ou um
grupo epoxido, no nucleo do esterol ou na cadeia lateral da molécula
(UBHAYASEKERA, VERLEYEN & DUTTA, 2004). Isso faz com que os OsC
apresentem propriedades deletérias importantes, com caracteristicas citotdxicas,
cancerigenas, mutagénicas e aterogénicas, possivelmente mais significativas para o
desenvolvimento de placas ateroscleréticas que o proprio colesterol, (SIEBER, 2005;
BAGGIO & BRAGAGNOLO, 2004; MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO,
2002; TAY et al.,, 1999; HIGLEY & TAYLOR, 1986). Além de serem potentes
inibidores da sintese de colesterol (MORIN et al., 1991) e estarem ligados a processos
inflamatdrios, como artrite reumatdide, e doencas degenerativas, como Parkinson e
Alzheimer (SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010).

Ja foram identificados mais de 80 tipos diferentes de OsC, sendo 8 0s mais

frequentemente encontrados em alimentos. S&o eles - o 7-Cetocolesterol, o 20-
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hidroxicolesterol, o 25-hidroxicolesterol, o 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol,
0s 5,6-colesterol-epoxidos (a e B) e o colestanotriol (TAY et al., 1999; MORALES-
AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2002; TENUTA-FILHO et al., 2003).

Entre esses, os oxidos relacionados ao carbono 7 tém sido encontrados em
concentrag0es mais elevadas, sendo por isso considerados como indicadores da
oxidacdo do colesterol nos alimentos (MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO,
2002). Ja o 25-hidroxicolesterol e o colestanotriol sdo os agentes considerados
causadores da aterosclerose e os 5,6-colesterol-epdxidos sdo os Oxidos com maior
atividade carcinogénica (OSADA, 2002).

Alimentos frescos de origem animal simplesmente ndo apresentam OsC ou
apresentam quantidades extremamente pequenas, em nivel de tracos, destes compostos
(PIE et al., 1991; SARANTINOS et al., 1993). Nos alimentos, a oxidacdo ¢
influenciada principalmente pela presenca do oxigénio e outros fatores como a atividade
de &gua, exposicdo a luz, temperaturas elevadas, radiacdo ionizante, radicais livres e
ions metélicos (SIEBER, 2005; BARRIUSO et al., 2012). Assim, o perfil dos oxidos
formados e as suas quantidades correspondentes dependem além destes fatores, da
composigdo e interacdo entre os componentes do alimento e os produtos de
decomposicdo durante o processamento e/ou estocagem, ocorrendo por mecanismos
ndo-enzimaticos, como autoxidacao e oxidagdo fotoquimica, sendo o primeiro o mais
conhecido (MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2002).

Embora inimeros OsC ja tenham sido identificados, no leite e seus derivados, 0s
Oxidos 25-hidroxicolesterol (25-OH), os epimeros de 7-hidroxicolesterol (a e B) (7-OH),
0 7-cetocolesterol (7-ceto), os 5,6-colesterol-epoxidos (o e B) e o colestanotriol (Triol)
sdo os detectados em maior quantidade (PANIANGVAIT et al., 1995; NIELSEN et al.,
1995; NIELSEN et al., 1996). A concentracdo destes compostos é aumentada de acordo
com a temperatura e tempo de estocagem dos produtos, principalmente em leite em pg,
queijos e manteiga (STATON & DEVERY, 2002). Entretanto, ha controvérsias a
respeito do assunto, sendo que ha relatos sugerindo que os conteidos de OsC em leite e
produtos lacteos sdao muito pequenos (SIEBER, 2005).

As etapas de formacdo dos principais OsC encontrados no leite e derivados
lacteos estdo demonstradas na Figura 2. O mecanismo de oxidagédo do colesterol é muito
semelhante ao dos acidos graxos. Apos abstracdo de um atomo de hidrogénio, seja pela
acdo de radiagdo, calor ou radicais livres, h4 formacgdo de um radical. Os primeiros

radicais livres formados parecem estar localizados nas posicdes 7 e 25, sendo que 0s
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Oxidos formados na posicéo 7, como 7-OH (a e B) e, apds desidratacdo, o 7-ceto, sdo 0s
encontrados de forma mais abundante, devido a sua maior estabilidade. Com o avango
da oxidacédo do alimento, outros 6xidos sdo formados, através de mecanismos de reagdo
bimolecular, onde os 5,6-colesterol-epdxidos (a. e B) sdo formados pela interagao do
colesterol e um hidroperdxido, e posterior hidratacdo para formagdo de Triol
(LERCKER & RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002).
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Figura 2. Formacdao dos principais éxidos de colesterol encontrados em leite e produtos
lacteos. Fonte: MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2002.

2.5 Antioxidantes

Antioxidante é qualquer substancia que, presente em baixas concentracdes
quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacéo deste substrato de
maneira eficaz (SIES & STAHL, 1995; BIANCHI & ANTUNES, 1999). Existem
diferentes mecanismos de acdo para compostos com capacidade antioxidante, muitos
atuam retardando a oxidagdo dos lipidios pela remoc¢do de radicais livres, inibindo,
portanto, a iniciagdo e propagacao das etapas da oxidacdo; outros atuam controlando a

acao de pro-oxidantes, atraves da complexagdo com metais, principalmente ferro e
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cobre, ou pelo bloqueio de espécies reativas de oxigénio (MC CLEMENTS &
DECKER, 2010).

Os compostos sintéticos tem que atender alguns pré-requisitos para que possam
ser usados na industria de alimentos como antioxidantes. Ndo devem ser toxicos, devem
apresentar alta atividade em baixas concentragdes, se concentrarem na fase graxa do
alimento e resistirem as condi¢bes de processamento a que o alimento serd exposto
(REGITANO-d’ARCE, 2006).

O principal tipo de antioxidante utilizado na industria de alimentos é o sintético,
com destaque para o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o galato
de propila (PG), o terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (SHAHIDI & WANASUNDARA,
1992; SHAHIDI, 2000). Pesquisadores apontam os possiveis maleficios a salde
decorrentes do efeito acumulativo dos antioxidantes sintéticos. Consequentemente
novas alternativas tém sido buscadas para a substituicdo destes (ARABSHAHI-
DELOUEE & UROQJ, 2007; BARLOW, 1990; NAMIKI, 1990).

H& um ndmero crescente de pesquisas para o desenvolvimento e utilizacdo de
antioxidantes de fontes naturais, que estdo presentes em plantas, microrganismos e
tecidos animais. Tais compostos s&o na sua maioria fenolicos, entre os quais destacam-
se os tocoferdis, flavondides e acidos fendlicos (HERNANDEZ et al., 2009).

Entre as ervas com capacidade antioxidante comprovada, alecrim e salvia ja
foram especialmente estudadas devido a presenca de inUmeros compostos com
potencial antioxidante (POKORNY, 1991), entretanto outras também tem sido alvo de
estudos, como por exemplo o orégano (PIZZALE et al., 2002; GOVARIS et al., 2004
TSIMOGIANNIS et al., 2006; GRUN et al., 2006).

2.6 Orégano (Origanum vulgare)

O orégano (Origanum vulgare) ¢ um dos condimentos mais populares do
mundo. O género Origanum possui varias espécies, sendo que sua grande maioria é
originaria do Mediterraneo, contudo também sdo cultivadas por toda Europa, leste e
centro da Asia, até Taiwan. Também é encontrado nas Américas, sendo que na América
do Sul o principal produtor é o Chile, seguido pela Bolivia e Peru (CLEFF et al., 2009).
O Brasil, apesar de grande consumidor, ainda produz em pequena escala, importando a
erva de outros paises, como o Chile (CORREA et al., 2012).
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A importancia da pesquisa sobre o orégano ndo est relaciona somente ao seu
uso como condimento, mas as suas propriedades diferenciadas: antiflngicas,
antibacterianas (ELGAYYAR et al., 2001), antivirais, anticarcinogénicas,
antimutagénicas, anti-inflamatorias, hipolipidémicas (LAMPE, 2003; SRINIVASAN,
2005; HOSSAIN et al., 2011) e antioxidantes (ECONOMOU et al., 1991; VEKIARI et
al., 1993; EXARCHOU et al., 2002; PIZZALE et al., 2002; TSIMOGIANNIS et al.,
2006). Tais propriedades estdo relacionadas aos compostos fenolicos presentes na
planta, principalmente carvacrol, acido rosmarinico, acido caféico e timol (Figura 3)
(ZHENG & WANG, 2001; EXARCHOU et al.,, 2002; PIZZALE et al.,, 2002;
TSIMOGIANNIS et al., 2006).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos principais compostos fendlicos encontrados no
orégano. Fonte: DEL RE & JORGE, 2012.

Enfatizando-se a protecdo antioxidante, diversos estudos reportam os efeitos
relacionados a protecdo oxidativa de lipidios através da suplementacdo da dieta de
animais monogastricos com orégano. Foram verificados efeitos em frangos de corte,
perus e coelhos apds estocagem a 4 e 20°C (BOTSOGLOU et al., 2002; GIANNEMAS
et al.,, 2005; GOVARIS et al., 2004; BOTSOGLOU et al., 2004), além do efeito
protetor sobre gemas de ovos de galinhas poedeiras e a reducdo na peroxidacdo de
lipidios plasmaticos de frangos de corte (GOMEZ et al., 2003; TRAESEL et al., 2011).
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2.7 Analise de Colesterol e Oxidos de Colesterol em Alimentos

Segundo reviséo realizada por Sieber (2005), diferentes métodos analiticos foram
desenvolvidos para quantificacdo de colesterol e OsC em alimentos, dentre eles 0s mais
utilizados sdo a cromatografia em fase gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), que sdo também aplicaveis ao leite e derivados lacteos.

A cromatografia gasosa ja foi a técnica mais utilizada para analise, no entanto,
com o aprimoramento de novas metodologias ela tem sido substituida. A quantificacdo
por CG exige etapas adicionais de purificacdo e derivatizagdo dos analitos que servem
para evitar o aparecimento de picos interferentes e melhorar a estabilidade dos
compostos, principalmente do colesterol e hidroxicolesterdis (GUARDIOLA et al.,
2002). Além disso, as altas temperaturas utilizadas durante a separacdo na CG podem
também destruir termicamente o colesterol e os hidroperoxidos ou favorecer a formacéao
de artefatos (BAGGIO & BRAGAGNOLO, 2004; YAN & WHITE, 1990). Os artefatos
sdo oxidos originados durante as etapas de preparo e/ou analise da amostra e que ndo
estavam presentes originalmente ou estavam em quantidades inferiores aquelas
analisadas (BUSCH & KING, 2010).

Dessa forma, atualmente a maioria dos trabalhos publicados envolvendo a
separacdo, identificacdo e quantificacdo de colesterol e 6xidos de colesterol utiliza a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (PLOZZA et al., 2012; AHN et al., 2012;
MANZI & PIZZOFERRATO, 2010; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010;
DANESHFAR, KHEZELI & LOTFI, 2009). Esta técnica propicia um nimero menor de
etapas de preparo da amostra, minimizando a probabilidade de uma série de erros
decorrentes do processo, onde basicamente a saponificacdo e a escolha adequada do
solvente extrator sdo necessarias para o isolamento dos analitos. Além disso, como
comumente a CLAE ndo utiliza altas temperaturas durante a analise a possibilidade de
oxidacdo e decomposi¢do dos analitos é minimizada (ULBERTH & BUCHGRABER,
2002).

A saponificagdo dos lipidios tem como objetivos primordiais remover o0s
acilglicerdis do extrato bruto dos lipidios (através da transformacéo deles em sabdo e
glicerol livre) e hidrolisar os ésteres de colesterol (ULBERTH & BUCHGRABER,
2002), sendo que a reacdo pode ser conduzida apos a extracdo dos lipidios (VELARDE
& GONZALEZ, 2006; RAITH et al., 2005; ESCARABAJAL & TENUTA-FILHO,
2005; MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2005; TENUTA-FILHO et al.,
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2003; LERCKER & RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002) ou pela saponificacdo direta da
amostra (MANZI & PIZZOFERRATO, 2010; SALDANHA & BRAGAGNOLDO, 2010;
TALPUR et al., 2006; VISENTAINER et al., 2005; SALDANHA et al., 2004;
KATSANIDIS & ADDIS, 1999; NIXDORF, MATSUSHITA & SOUZA, 1997).

As condic¢des em que a reagédo de saponificagdo ocorre podem produzir artefatos.
Isso leva a maioria dos pesquisadores a preferencia de conduzir tal processo a
temperatura ambiente (saponificacdo fria), evitando ou minimizando, assim, a geracéo
desses compostos e a decomposicdo dos analitos pela exposicdo as altas temperaturas
(SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010; SALDANHA et al., 2006; VELARDE &
GONZALEZ, 2006; ESCARABAJAL & TENUTA-FILHO, 2005; MORALES-
AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2005; DIONISI et al., 1998).

Dionisi et al. (1998) comparando quatro métodos de extracdo de OsC em leite em
po, saponificacdo fria direta das amostras e outros trés com extracao prévia dos lipidios
e posterior saponificacdo fria, concluiram que o melhor procedimento foi a
saponificacdo direta jA que este apresentou boa repetibilidade, precisdo, formacdo
minima de artefatos (<0,05% do colesterol total), além de menor tempo de preparo e
consumo de solventes.

Busch e King (2010) estudando a estabilidade do colesterol e 7-cetocolesterol em
diferentes condicdes de saponificacdo observaram uma perda de cerca de 50% do 6xido
guando este era exposto as temperaturas mais elevadas (37 e 45°C) em comparagdo a
temperatura ambiente (24°C). além disso, a formagdo do produto de desidratacdo
colesta-3,5-dieno-7-ona foi até 398% superior quando a saponificacdo foi realizada nas
temperaturas superiores, demonstrando a elevada susceptibilidade térmica do Oxido.
Para o colesterol, esse demonstrou-se mais estavel, havendo perda do composto apenas
quando a saponificacdo foi realizada a 45°C, sendo gque nesta condicdo, a recuperacdo
foi de cerca de 70%.

Com relagdo ao solvente extrator utilizado, diferentes solventes podem ser
empregados, contudo, a maioria dos autores utiliza o n-hexano, que é capaz de extrair
tanto o colesterol como os éxidos que possuem um carater mais polar (SALDANHA &
BRAGAGNOLO, 2010; SALDANHA et al., 2006; ESCARABAJAL & TENUTA-
FILHO, 2005; MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2005; SALDANHA et
al., 2004; TENUTA-FILHO et al., 2003; DIONISI et al., 1998).
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2.8 Validagédo de Métodos Cromatogréficos

A validacdo de uma metodologia consiste no desenvolvimento e posterior
controle das etapas analiticas de uma andlise implantada em um laboratério, a fim de
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. No Brasil, h4 duas agéncias
credenciadoras para verificar a competéncia de laboratérios de ensaios - a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). Estes 6rgdos disponibilizam guias
para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, respectivamente, a Resolugdo
ANVISA RE nimero 899, de 29/05/2003, com poder de lei, e 0 documento INMETRO
DOQ-CGCRE-008, de mar¢o/2003 (LANGCAS, 2009).

Existem dois tipos basicos de validacdo - o primeiro chamado de validacdo no
laboratério, que consiste das etapas de validacdo dentro de um Unico laboratorio, seja
para validar um método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou para verificar
qgue um método adotado de outras fontes estd bem aplicado. O segundo denominado
validacdo completa, envolve todas as caracteristicas de desempenho e um estudo
interlaboratorial que é utilizado para verificar como a metodologia se comporta com
uma determinada matriz em varios laboratorios, estabelecendo a reprodutibilidade da
metodologia e a incerteza expandida associada a metodologia como um todo. Sé assim
a metodologia pode ser aceita como uma metodologia oficial para uma determinada
aplicacdo (RIBANI et al., 2004).

Seja a validacdo no laborat6rio ou a completa, ela deve seguir algumas etapas,
que conferem se 0 método fornece resultados esperados com credibilidade, preciséo e
exatiddo adequadas. Os parametros analiticos envolvem seletividade, linearidade,
intervalo de trabalho ou faixa de aplicacdo, exatiddo, precisdo, robustez e os limites de
deteccdo e quantificagdo (BRITO et al., 2003).

Seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente uma
substancia na presenca de outras, tais como impurezas, produtos de degradacao e outros
componentes da matriz (BRASIL, 2003).

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo, e a faixa linear dindmica ou intervalo de trabalho ou
faixa de aplicacéo € o intervalo de massa ou concentracdo da espécie medida, no qual se

pode construir uma curva analitica linear (RIBANI et al., 2004).
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A exatiddo expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito
como verdadeiro ou aceito como referéncia (LANCAS, 2004). Comumente ela é
determinada atraves da analise de materiais certificados de referéncia, que sdo materiais
acompanhados de um certificado que possui o valor de concentracdo de uma dada
substancia, ou outra grandeza para cada parametro e uma incerteza associada, além de
serem fornecidos por organismos reconhecidos e confidveis, como NIST (National
Institute of Standards and Technology - USA), LGC (Laboratory of the Government
Chemist - UK), USP, FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme - UK)
(RIBANI et al., 2004).

A precisdo consiste em representar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condicdes definidas (ICH, 1995; INMETRO, 2003).

A robustez consiste em medir a sensibilidade que o método apresenta face a
pequenas variacbes. Diz-se que um método é robusto quando ele ndo é afetado por uma
modificacdo pequena e deliberada em seus parametros, como por exemplos pequenas
variacdes de fluxo de solventes, temperatura de analise ou troca de analista (INMETRO,
2003).

Por fim, os limites de detec¢éo (LD) e quantificacdo (LQ) séo respectivamente, a
menor concentracdo da substdncia em exame que pode ser detectada, porém nao
necessariamente quantificada, e a menor concentracdo da substancia em exame que
pode ser quantificada com precisdo garantida sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas (ICH, 1995; INMETRO, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da inclusdo de orégano desidratado na alimentagdo de vacas

leiteiras sobre o conteldo total de colesterol e dos 6xidos, 7-cetocolesterol e 25-

hidroxicolesterol, do leite in natura e pasteurizado, bem como do queijo tipo Minas

frescal produzido a partir dele.

3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Desenvolver e validar uma metodologia, com uso da cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos, para anélise
simulténea do colesterol e dos éxidos de colesterol no leite;

Desenvolver e validar uma metodologia, com uso da cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos, para anélise
simultanea do colesterol e dos 6xidos de colesterol em queijo tipo Minas

frescal;

Verificar e quantificar o colesterol total e os produtos oxidativos, 7-
cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol, presentes nas amostras de leite in

natura, leite pasteurizado e queijo tipo Minas frescal obtidas;

Investigar o efeito da inclusdo de niveis crescentes de orégano
desidratado na alimentacdo de vacas leiteiras sobre o conteudo de
colesterol e seus 6xidos no leite e queijo;

Determinar o efeito da pasteurizacéo lenta sobre o conteddo do colesterol

e de seus 6xidos no leite;

Determinar o nivel de incluséo de orégano desidratado na alimentacéo de

vacas leiteiras capaz de melhorar a qualidade do leite.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento

O experimento foi conduzido na fazenda Paulistinha, na cidade de Macarani-
BA, no periodo de outubro de 2010 a janeiro de 2011. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB)
no campus de Itapetinga-BA.

As andlises quimico-bromatoldgicas referentes a alimentacdo fornecida aos
animais foram realizadas no Laboratorio de Bovinocultura de Leite. O processamento
das amostras, pasteurizacdo dos leites e fabricacdo dos queijos, foi conduzido no
Laboratorio de Panificacdo e Secagem. O desenvolvimento, otimizacdo e validacdo da
metodologia para analise de colesterol e 6xidos, bem como a quantificacdo dos
compostos das amostras foram realizados no Centro de Estudos e Analises

Cromatogréficas.

4.2 Delineamento Experimental para Obtencéo do Leite

Foram utilizadas 12 vacas mesticas Holandés x Zebu (grau de sangue variando
de %2 a % de sangue H x Z), de terceira ou quarta lactagdo, com producgéo anterior entre
2.500 e 3.000 kg, ajustadas para 300 dias, manejadas a pasto na época das aguas, € com
110 dias, em média, de lactacdo no inicio do periodo experimental.

As 12 vacas lactantes foram distribuidas em trés Quadrados Latinos 4 x 4. O
experimento foi constituido de quatro periodos experimentais, com duracdo de 21 dias
cada, sendo os primeiros 18 considerados de adaptacdo e os 3 restantes para coleta de
dados, conforme recomendado por Oliveira (2000).

Os animais foram alojados em baias individuais, providas de cocho de concreto
e bebedouros automaticos, com uma area de quatro metros quadrados. O alimento foi
oferecido na forma de mistura completa, duas vezes ao dia, as 6 e as 15 horas, a
vontade, de modo a permitir de 5 a 10% de sobras.

Os quatro tratamentos foram constituidos de diferentes niveis de suplementacao
concentrada, tendo como volumoso a cana-de-agUcar (Saccharum officinarum),
variedade RB 72-454, tratada com 1% de uma mistura de uréia e sulfato de amonia (9:1

partes), na fase experimental, apds um periodo de adaptacdo, de uma semana, de todos
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0s animais com cana e 0,5% desta mistura. Os niveis de suplementacdo concentrada
foram definidos pelo balanceamento das dietas para conter nutrientes suficientes para
manutencdo e producéo de 15 Kg.dia™ de leite, de acordo com o NRC (2001), com base
nos dados da analise bromatoldgica da cana-de-acUcar, previamente feita no inicio do
periodo de adaptagdo. As proporgdes estimadas dos ingredientes nos concentrados séo
apresentadas na Tabela 2, na base de matéria seca (MS). A relacdo
volumoso:concentrado foi de 60:40, na base da MS. Os niveis de inclusdo de orégano
desidratado foram calculados baseando-se no nivel de incluséo do 6leo essencial da erva

na dieta de cordeiros, 0,055% da dieta, conforme Simitzis et al. (2008).

Tabela 2. Propor¢éo dos ingredientes da dieta nos concentrados e volumoso, com base

na matéria seca (%).

Niveis de inclusdo de orégano

Item (%)

0% 0,8% 1,6 % 2,4%
Cana-de-agucar 64,93 64,93 64,93 64,93
Milho 20,96 20,09 19,22 18,35
Soja 12,06 12,08 12,10 12,12
Orégano 0,00 0,84 1,69 2,54
Sal mineral* 0,90 0,90 0,90 0,90
Fosfato bicélcico 0,75 0,75 0,75 0,75
Calcario 0,41 0,41 0,41 0,41

1Composigéo: Célcio, 20,5%; Fosforo, 10%; Magnésio, 15 g; Enxofre, 12g; Sddio, 68 g;Selénio, 32mg; Cobre, 1.650
mg; Zinco, 6285 mg; Manganés, 1960 mg; lodo, 195 mg; Ferro, 560 mg;Cobalto, 200 mg.

Do 19° ao 21° dia de cada periodo experimental, amostras do alimento oferecido
foram congeladas. Ao final do periodo experimental, as amostras do alimento oferecido,
cana-de-agucar e concentrado, foram pré-secas e compostas, por animal e periodo, na
base do peso. Posteriormente, foram moidas, em moinho com peneira de malha de 1

mm, acondicionadas em vidro com tampa e armazenadas para realizacdo das analises.

4.3 Composi¢do Quimico-Bromatoldgica das Dietas

As analises de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), fibra detergente neutro livre de cinzas e proteinas (FDNcp), carboidratos ndo
fibrosos (CNF), hemicelulose (HEM) e lignina (Lig) das dietas, concentrado e

volumoso foram realizadas conforme Silva e Queiroz (2002).
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As amostras de alimentos foram acondicionadas em sacos de fibra sintética
TNT, gramatura de 100, com dimensédo de 7 X 7 cm, na quantidade de 2,5 g de MS/saco,
a fim de manter 20 g de MS/cm? de 4rea superficial do saco (NOCEK, 1988) para
incubacdo e determinacdo da FDN. O teor de carboidratos ndo fibrosos, devido a
presenca de uréia nas dietas, foi estimado segundo Hall (2001): CNF = 100 - ((%PB -
%PB derivado da uréia + peso da uréia) + %FDN + %EE + %Cinzas). Na Tabela 3
encontram-se apresentadas as composicOes da cana-de-agucar e dos concentrados e na

Tabela 4 a composicdo quimico-bromatoldgicadas das dietas.

Tabela 3. Composicao centesimal (g/100g) dos ingredientes da dieta com base na matéria
seca (MS).

Componente Cana-de-agucar Milho Farelo de soja Orégano
MS 24,81 85,81 86,08 80,45
MO 96,35 98,70 91,20 91,9
PB 13,63 7,11 44,50 10,48
EE 1,36 3,00 3,40 3,27
FDN 56,20 23,40 14,30 38,65
FDA 37,90 6,63 9,65 19,85
HEM 18,29 16,72 4,65 18,78
Lig 7,91 1,12 4,00 6,24

MS- Matéria Seca, MO- Matéria Organica, PB- Proteina Bruta, EE- Extrato Etéreo, FDN- Fibra em Detergente
Neutro, FDA - Fibra em Detergente Acido, HEM — Hemicelulose e Lig — Lignina.

Tabela 4. Composicdo centesimal (g/100g) das dietas utilizadas nos diferentes

tratamentos, com base na matéria seca (%).

Niveis de inclusdo de orégano

Componente

0 % 0,8 % 1,6 % 2,4%
MS 46,20 46,20 46,19 46,22
MO 93,08 93,43 93,56 93,74
FDN 49,92 50,05 50,06 49,98
FDA 27,50 28,01 28,41 27,43
FDNcp 44,09 44,27 44,27 44,13
PB 16,84 16,88 16,80 16,82
EE 2,03 2,12 2,12 2,16
CNF 33,72 34,10 33,42 33,37

MS - Matéria Seca, MO - Matéria Organica, FDN - Fibra em Detergente Neutro, FDA - Fibra em Detergente Acido,
FDNcp - Fibra Detergente Neutro Livre de Cinzas e Proteinas, PB - Proteina Bruta, EE - Extrato Etéreo, CNF -
Carboidrato Néo Fibrosos.
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4.4 Amostragem

As coletas de amostras individuais de leite de cada animal foram realizadas no
19° e 20° dias do periodo experimental. As amostras eram compostas do leite das
ordenhas da manhd e da tarde, sendo a proporcdo determinada pela produgdo nas
respectivas ordenhas.

Ap0s ordenha, aliquotas de leite in natura foram imediatamente congeladas e
aproximadamente 10 L de leite foram encaminhados para o campus da universidade
para pasteurizagéo e processamento dos queijos.

O leite foi submetido & pasteurizacdo lenta & 65°C/30 minutos sob agitacéo
constante, sendo em seguida retiradas aliquotas de 500 mL que foram imediatamente
resfriadas até ~ 4°C e entdo congeladas até a realizacdo das analises. Enquanto, o
restante do leite pasteurizado foi destinado a elaboracdo do queijo tipo Minas frescal.

O leite utilizado para elaboracdo do queijo foi resfriado até 42°C, esta
temperatura foi mantida até a adi¢do do cloreto de célcio (CaCl) e apds alguns minutos
adicionou-se o coagulante enzimatico (coalho). Apos a coagulacédo do leite (45-50 min),
foram realizados cortes transversais e horizontais na massa para liberacdo do soro,
sendo realizada a dessoragem parcial, salga e enformagem do queijo. Ap6s 30 minutos
foram realizadas viragens do queijo e, entdo, este permaneceu em repouso, Sob
refrigeracdo, por 24h. Os queijos tipo Minas frescal dos leites provenientes de cada vaca
foram embalados em embalagem de polipropileno e congelados até o momento das
analises. O fluxograma do processamento do queijo esta apresentado na Figura 4.

Pasteurizagéo a 65°C por 30 minutos

!

Resfriamento a 42°C e adicdo do cloreto de calcio

!
Adicdo do coalho

!

Coagulacao — repouso 45- 50 minutos

!

Corte da coalhada

!

Dessoragem

!

Enformagem

!

Armazenamento sob refrigeracédo
Figura 4. Fluxograma de producgéo do queijo tipo Minas frescal.
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4.5 Procedimentos Experimentais

4.5.1 Extracéo do Colesterol e Oxidos do Leite e Queijo

Apos diferentes testes para verificagdo da melhor condigdo para extracdo dos
analitos, a extracdo do colesterol e Oxidos foi realizada, em duplicata, atraves da
saponificacdo direta das amostras e posterior extracdo com hexano, segundo Saldanha,
Mazalli e Bragagnolo (2004), com modificacfes no tipo e tempo da saponificacdo
baseadas em Saldanha et al. (2006).

Para extracdo da matéria insaponificavel das amostras de leite, tomou-se 10 mL
de leite e adicionou-se 8 mL de solucdo aquosa de hidréxido de potéssio (KOH) a 50%
(p/v) e 12 mL de alcool etilico P. A. Apds agitacdo em vortex por 1 minuto, a mistura
permaneceu em repouso durante 22 h, no escuro e a temperatura ambiente, para que se
completasse a reacdo de saponificacdo. Decorrido este periodo, foram adicionados 10
mL de agua destilada e 10 mL de hexano P. A., e a mistura foi novamente agitada em
vortex (5 minutos). Ap6s completa separacdo de fases, a fase hexanica foi coletada,
evaporada a temperatura ambiente em evaporador rotativo e o residuo obtido diluido em
2,5 mL de acetonitrila e isoproponal na proporcao de 95:5 (fase mével).

O residuo diluido na fase movel foi filtrado através de uma membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) com diametro do poro de 0,45 um e analisado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos
(DAD).

Para extracdo da matéria insaponificavel das amostras do queijo, foram pesados
cerca de 0,5 g de amostra e adicionados 4 mL de solucdo aquosa de KOH a 50% (p/v) e
6 mL de alcool etilico P. A., conforme recomendado por Saldanha, Mazalli e
Bragagnolo (2004) para extracdo de amostras de carne, seguindo-se entdo, as mesmas
etapas de preparo descritas anteriormente para o leite.

4.5.2 Andlise Cromatogréafica

Para a analise das amostras, foi utilizado um cromatografo liquido da marca
Shimadzu, equipado com um sistema quaternario de bombas, degaseificador, valvula de
injecdo com alca de amostragem de 20 pL, forno de coluna e detector de arranjo de

diodos. O colesterol e os o6xidos, 25-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol, foram
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separados em coluna analitica de fase reversa Cig (15 ¢cm x 6 mm d.i. X 5um) da marca
Restek. Como fase movel foram utilizados os solventes, de grau cromatogréfico,
acetonitrila e isopropanol na proporgéo de 95:5 (v/v), sendo que antes da realizacdo das
corridas cromatograficas estes eram filtrados e degaseificados.

Os parametros de funcionamento do cromatografo foram estabelecidos apds
verificacdo da condicdo de melhor resolucéo, sendo a vazao ajustada para 2 mL.min™, a
temperatura do forno de 35°C e tempo de corrida de 15 minutos. As inje¢des foram
realizadas em duplicata e as areas dos picos do colesterol e 6xidos foram determinadas

através do software LCSolution®.

4.5.2.1 Identificagdo dos Analitos

A identificacdo do colesterol e dos 6xidos foi realizada tentativamente através da
comparagdo do tempo de retencdo dos picos das amostras com o tempo de retencdo dos
picos dos padrdes, colesterol (Cholesterol, cod. C8667), 7-cetocolesterol (5-Cholesten-
3p-ol-7-one, cdd. C2394) e 25-hidroxicolesterol (25-Hydroxycholesterol, c6d. H1015),
todos da Sigma-Aldrich® e também pelo comprimento de onda caracteristico de cada
substancia. Os cromatogramas foram processados a 202 nm para o colesterol e 25-

hidroxicolesterol e a 227 nm para o 7-cetocolesterol.

4.5.3 Validacdo do Método Analitico

A validacdo do método proposto foi realizada segundo Ribani et al. (2004)
através dos seguintes parametros analiticos: seletividade, linearidade e faixa de
aplicacdo, repetitividade, precisdo intermediaria, recuperacdo, limite de deteccdo e
limite de quantificacdo. A avaliacdo dos resultados foi realizada conforme recomendado
pela Resolucdo ANVISA RE nimero 899, de 29/05/2003 (BRASIL, 2003).

Para o processo de validacdo, foram adquiridos, na cidade de Itapetinga-BA,
produtos comerciais de leite pasteurizado desnatado e queijo tipo Minas frescal ligth.
Foram escolhidos produtos com baixo teor de gordura para que Se conseguisse uma
matriz semelhante aquela das amostras, porém com o minimo de quantidade do analito

foco, a fim de minimizar interferéncias durante as etapas do processo.
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4.5.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada, em triplicata, com o auxilio do detector de arranjo de
diodos, através da comparacao dos picos dos produtos com os picos dos padrdes dos
analitos, verificando-se a resolucéo e a separacdo dos compostos puros.

Primeiramente os produtos foram enriquecidos com colesterol, 7-cetocolesterol e
25-hidroxicolesterol, homogeneizados, extraidos e, entdo, injetados no cromatografo
para obtencdo dos cromatogramas e espectros de pureza dos picos. Essas informacoes
foram utilizadas para comparagdo com 0s cromatogramas e espectros de pureza de cada
composto, obtidos atraves da injecao de solugdes dos padrdes dos analitos.

4.5.3.2 Linearidade e Faixa de Aplicacéo

Para avaliacdo da linearidade e faixa de aplicacdo do método foram utilizados os
dados obtidos das curvas analiticas. A construcdo destas foi realizada através da injecéo
de solucdes dos padrBes do colesterol e dos dxidos de colesterol dissolvidos na fase
mével, nas seguintes concentracdes: 1, 10, 20, 100, 200, 1000 e 2000 pg.mL™ para o
colesterol e 0,1; 1, 10, 100 e 500 pug.mL™ para o 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol.
Estas solucBes foram analisadas em duas repeticdes, em quatro réplicas cada, em trés
dias ndo consecutivos, sendo as solugcdes armazenadas em freezer a -18°C durante o
intervalo dos dias.

A linearidade foi avaliada segundo o coeficiente de correlagdo de Pearson (R?)
para regressdo linear. Este parametro permite uma estimativa da qualidade da curva e
deve apresentar valor proximo a 1,0, que indica menor dispersdo dos pontos
experimentais e maior confiabilidade aos coeficientes de regressao estimados.

A faixa de aplicagdo da curva analitica foi obtida pelo método da resposta
relativa. Neste método, um gréafico é construido com as respostas relativas no eixo das
ordenadas e as concentragBes correspondentes em escala logaritmica no eixo das
abscissas. A faixa de aplicagcdo é definida como a faixa compreendida entre os pontos
onde a resposta relativa intercepta as linhas de intervalo de confianca, 95 e 105%, da

faixa linear.
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4.5.3.3 Repetitividade e Precisdo Intermediéria

A precisdo, tanto para repetitividade (intradia) quanto para precisdo
intermedidria (interdias), também foi avaliada pelos dados obtidos das curvas analiticas
de cada composto, sendo para isso, calculados, ponto a ponto, a estimativa das médias e
os Coeficientes de Variacdo (CV).

4.5.3.4 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacédo
O Limite de Deteccdo (LD) e o Limite de Quantificagdo (LQ) foram calculados

considerando-se as relagbes de sinal-ruido aceitas para cada limite e os parametros

estimados para curva analitica, conforme as Equacdes 1 e 2:

3
LQ =10 x ¢
(@)

Onde: LD é o limite de deteccdo, LQ é o limite de quantificacdo, s é a estimativa
do desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo e S € o coeficiente angular da curva

analitica.
4.5.3.5 Recuperacéo

A recuperacao foi avaliada, em triplicata, através da fortificacdo dos produtos
com quantidades suficientes de solucdes dos padrbes de colesterol, 7-cetocolesterol e
25-hidroxicolesterol, para obtencdo das seguintes concentraces apos andlise: 75, 150 e
300 pg.mL™ para o colesterol e 50, 75 e 100 pg. mL™ para os 6xidos de colesterol no
leite; e 100, 1000 e 2000 pg.g™ para o colesterol e 100, 200 e 300 ug.g™ para os 6xidos
de colesterol no queijo. Além da injecdo de amostras controle, sem a fortificacdo com o
padrdo. Apos a quantificacdo dos analitos nas amostras fortificadas e no controle o

percentual de recuperacdo (% REC) foi calculado de acordo com a Equacéo 3.
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o, REC — {Conc. Obtida - Conc. Controle) 100 3
" - Conc. Esperada (3)

4.5.4 Quantificacdo do Colesterol e Oxidos no Leite e Queijo

A quantificacdo do colesterol e dos OsC foi feita através de padronizagdo
externa (RIBANI et al., 2004).

Inicialmente, as amostras comerciais de leite desnatado e queijo ligth foram
extraidas para obtencdo das matrizes de cada produto, essas matrizes foram
enriquecidas com quantidades suficientes de solugdo dos padrbes para obtencdo das
seguintes concentracdes: 5, 25, 50, 75 e 100 pg.mL™ para os 6xidos e 10, 75, 150, 225,
300, 500 e 800 pg.mL™ para o colesterol no leite; e, 5, 100, 200, 300 e 400 pg.mL™
para os 6xidos e 10, 100, 1000, 2000 e 3000 pg.mL™ para o colesterol no queijo.

As curvas de quantificacdo foram construidas através dos dados obtidos pela
injecdo destas solucBes e dos controles (sem fortificacdo) e as quantidades de colesterol

e Oxidos das amostras foram calculadas utilizando-se as equac@es das retas.
4.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos a partir das andlises de colesterol e éxidos de colesterol foram
avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA) e analise de regressao,
utilizando-se Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG), versdo 9.1
(RIBEIRO JUNIOR, 2007). Os modelos estatisticos foram escolhidos de acordo com a
significancia dos coeficientes de regressao, utilizando-se o Teste F a nivel de 5%, e de
determinagéo (R?). Para comparacdo do teor de colesterol e 6xidos entre os tratamentos
térmicos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 2 tratamentos e 12
repeticdes para cada um dos niveis de orégano, os dados foram submetidos 8 ANOVA e
teste Tukey a 5% de probabilidade.

39



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacéo

5.1.1 Seletividade

As condi¢bes cromatograficas escolhidas mostraram-se adequadas para
separacdo do colesterol e dos Oxidos de colesterol tanto para as amostras de leite como
de queijo tipo Minas frescal. A seletividade do método foi comprovada, com auxilio do
software LCSolution®, através da boa resolucéo dos picos e da separacio dos compostos
puros (Figura 5), confirmando que nos tempos de retencdo do colesterol, 7-
cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol ndo houve coelui¢do de outro composto, definindo

a capacidade do método em detectar os analitos de interesse dentro da matriz dos

lacteos
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Figura 5. Cromatograma caracteristico das amostras de lacteos e espectros de pureza
dos picos referentes aos oxidos e ao colesterol; (1) 25-hidroxicolesterol; (2) 7-

cetocolesterol e (3) colesterol.

5.1.2 Linearidade e Faixa de Aplicacdo

Os dados relativos a linearidade demonstram que héa correlacéo fortissima entre
as concentragdes do colesterol e dos dxidos na faixa estudada e as respectivas areas. Os

coeficientes de determinacdo superiores a 0,999 encontrados para todas as curvas
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(Figura 6) confirmam que o método gera resultados proporcionais a concentracdo das
substancias em anéalise, dentro de uma faixa especifica, sendo possivel relacionar a
medida da area como dependente da concentracdo. Além disso, esses resultados
encontram-se em conformidade com as exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), que recomendam um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 ou
um valor acima de 0,90, respectivamente (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003).
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Figura 6. Curvas analiticas dos padrdes de colesterol (A), 7-cetocolesterol (B) e 25-

hidroxicolesterol (C).

Para avaliacdo da faixa de aplicacdo das curvas analiticas obtidas foram plotados
gréficos relacionando o logaritmo da concentragdo dos padrdes com a resposta relativa
do equipamento (area do pico dividida pela concentracdo respectiva do analito). Para

esses foram admitidos intervalos de confianga inferior e superior a 5% entre o valor
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médio das injecBes. Foram considerados como faixa de aplicacdo aceitivel todos 0s
pontos onde a resposta relativa esteve entre os intervalos de confianga (Figura 7).
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Figura 7. Faixa de aplicacdo das curvas analiticas de colesterol (A), 7-cetocolesterol
(B) e 25-hidroxicolesterol (C).

Além do método da resposta relativa, a faixa de aplicacdo pode ser obtida pelos
dados de precisdo, em que, a faixa de concentracdo onde a precisdo for garantida é
considerada como a faixa de aplicacdo da metodologia proposta para extracdo e analise
dos analitos de interesse (RIBANI et al., 2004; BRITO et al., 2003). Os resultados da
precisdo do método, que sdo apresentados a seguir, confirmam a faixa de aplicacdo
obtida.
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A legislacdo brasileira especifica que os pontos da curva analitica dentro da
faixa de aplicacdo devem compreender uma faixa de concentracéo entre 80-120% do
valor esperado (BRASIL, 2003). Esta exigéncia também foi atendida pelo método para
todas as curvas obtidas, uma vez que estas foram construidas com um intervalo amplo
de concentragdes, variando de muito inferiores até muito superiores aos valores

esperados para as amostras.

5.1.3 Repetitividade e Precisdo Intermediaria

Os coeficientes de variacdo obtidos no estudo da repetitividade e precisdo
intermediaria foram adequados para todas as concentracbes de colesterol, 7-
cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol, exceto para a concentracdo mais baixa do
colesterol, segundo o critério de aceitagcdo para o coeficiente de variacdo da legislacdo
brasileira. A legislacdo vigente considera aceitaveis valores de CV de até 15%, no
entanto, recomenda uma variacdo maxima de 5% para macroconstituintes, enquanto
para microconstituintes, como os Oxidos de colesterol, admitem CV de até 20%,
dependendo da complexidade da matriz (BRASIL, 2003). Os valores obtidos para
precisdo do método analitico para os analitos encontram-se nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Precisdo do método analitico para determinacdo de colesterol em leite e

queijo, expressa pelo coeficiente de variacao.

Colesterol
Repetitividade* Precisdo Intermediaria**
Concentracao
(Hg/mL) CV (%) CV (%)

1 16,99 72,56

10 5,41 5,04

20 5,03 4,70

100 2,07 1,95

200 1,20 1,09
1000 2,44 4,44
2000 1,18 1,21

*n=8,*n=24
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Tabela 6. Precisdo do método analitico para determinacdo de 6xidos de colesterol em
leite e queijo, expressa pelo coeficiente de variagéo.

7-cetocolesterol 25-hidroxicolesterol
i Preciséo s Preciséo
* *
5 Repetitividade Intermediaria** Repetitividade Intermediaria**
Concentracao
(Hg/mL) CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
1 10,56 20,28 10,27 12,41
10 2,20 12,52 3,44 3,53
100 1,20 12,11 1,27 1,34
500 1,81 12,95 2,61 2,20

*Nn=3g; 7N =24

Resultados semelhantes para precisdo foram encontrados por outros autores e
contribuem para a confirmacdo da precisdo da metodologia proposta para analise de
colesterol e 6xidos nas amostras de leite e queijo. Daneshfar, Khezeli e Lotfi (2009) em
validacdo de metodologia para quantificacdo do colesterol em amostras de leite por
CLAE-UV obtiveram CV inferiores a 5% e Morales-Aizpurua e Tenuta-Filho (2005),
também utilizando um sistema CLAE-DAD, obtiveram CV de 7,25 a 9,29% para
repetitividade avaliando o conteudo de colesterol, 7-cetocolesterol e 25-
hidroxicolesterol em maionese.

De acordo com os resultados apresentados para precisdo intermediaria, nota-se
uma diminuicdo da precisdo para o 7-cetocolesterol ao longo dos dias, 0 que pode estar
relacionado com a estabilidade deste composto durante a analise ou estocagem, como
demonstrado por Busch, Gross e King (2011). Os autores observaram que a estabilidade
deste oxido diminuiu ao longo do periodo estudado de 7 dias, além de também,
decrescer de acordo com o nimero de injecGes realizadas. Como no presente estudo as
mesmas solucdes padrdo foram utilizadas para injec@o nos diferentes dias, totalizando 6
dias de estocagem, sugere-se que possa ter ocorrido algum tipo de alteracdo nestas
solugdes, como por exemplo, transformacdo do 7-cetocolesterol em colesta-3,5-dieno-7-
ona, que no entanto, ndo prejudica o processo de validagdo do método, uma vez que

mesmo sendo diminuida, a preciséo foi garantida durante todo periodo.
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5.1.4 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacio

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) obtidos, foram,
respectivamente, 11,10 e 33,65 pg.mL™ para o colesterol; 1,35 e 4,10 ug.mL™ para o 7-
cetocolesterol; e 2,35 e 7,10 pg.mL™ para o 25-hidroxicolesterol.

Resultados diferentes foram encontrados por outros autores. Stroher et al.
(2012), utilizando sistema CLAE, semelhante ao utilizado nesta pesquisa, para analise
de colesterol em produtos carneos encontraram limite de deteccdo equivalente a 0,005
mg.g* e limite de quantificacdo de 0,016 mg.g*. Baggio e Bragagnolo (2004)
obtiveram respectivamente, LD de 4,8 pug.g’ e LQ de 16 pg.g” para analises de
colesterol e LD de 0,09 pug.gte LQ de 0,3 pg.g* para analises de 7-cetocolesterol.

Estas diferengas, provavelmente decorrentes dos diferentes métodos empregados
para preparo das amostras, diferentes sistemas CLAE utilizados para analise das
amostras, quanto distintas formas para o calculo dos limites, ndo prejudicaram 0s
resultados da analise de colesterol das amostras deste trabalho, uma vez que leite e
queijo apresentam concentragdes mais elevadas desta substancia.

Com relagdo aos oxidos, esses limites podem ser diminuidos melhorando-se as
condicdes operacionais durante a realizacdo das analises, principalmente com relacdo a
estabilidade elétrica do sistema cromatografico, uma vez que isto interfere diretamente
na relacdo sinal-ruido do equipamento, influenciando também nos desvios das respostas
analiticas.

Além disso, segundo Denobile e Nascimento (2004), o limite de quantificacdo
corresponde a menor concentracdo do analito que se pode determinar com precisao
adequada, levando-se este aspecto em consideracdo e o fato de que para analitos em
baixa concentracdo o coeficiente de variacdo admitido é de até 20%, pode-se também

considerar como LQ a menor concentracao estudada, 1 png.mL™, conforme Tabela 6.

5.1.5 Teste de Recuperacgéo

Os resultados do teste de recuperacdo para as amostras de leite e queijo tipo
Minas frescal estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Os resultados
obtidos comprovam a eficiéncia do método proposto para analise do colesterol e dos

oxidos no leite e para a analise do colesterol no queijo. A recuperacdo dos Oxidos de
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colesterol nas amostras de queijo foi inadequada, uma vez que os valores encontrados
ficaram abaixo dos aceitaveis, dentro da faixa 70-120% (LANCAS, 2004).
Porcentagens de recuperacdo do analito proximas a 100% sdo ideais, porém admitem-se
valores menores, desde que a recuperacdo seja precisa (BRASIL, 2003), sendo aceito
um coeficiente de variacao de até 5%.

Resultados semelhantes aos encontrados para a andlise de colesterol foram
encontrados por Saldanha, Mazzali e Bragagnolo (2004), comparando dois métodos
para sua analise em leite, sendo um método enzimatico e outro por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Outros autores também obtiveram recupera¢es semelhantes
para o colesterol estudando métodos de extracdo para diferentes amostras, como peixes
(VISENTAINER et al., 2005), maionese (MORALES-AIZPURUA & TENUTA
FILHO, 2005), ovo (MAZALLI, SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2003) e camardo
rosa (BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

Tabela 7. Resultados para recuperagédo (%) do colesterol e 6xidos nas amostras de leite.

Colesterol adicionado (ug.mL™) Recuperagéo (%) = DP* CV (%)*
75 100,63+0,56 0,55
150 100,77+1,63 1,62
300 103,90+1,68 1,62
25-hidroxicolesterol adicionado (ug.mL™)  Recuperagio (%) +DP* CV (%)*
50 80,40+1,54 1,92
75 78,94+2,11 2,67
100 72,32+2,58 3,57
7-cetocolesterol adicionado (ug.mL™) Recuperacéo (%) £DP* CV (%)*
50 70,76+0,003 0,005
75 72,57+2,32 3,20
100 72,69+0,50 0,68

*n=9; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao.

Embora nenhuma explicagdo tenha sido encontrada na literatura para baixa
recuperacdo dos oxidos de colesterol nas amostras de queijo, tais resultados podem estar
relacionados as caracteristicas do produto. Durante o processamento do queijo 0 soro é

removido e com isso diminui-se a umidade e aumenta-se a concentracdo de lipidios e
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proteinas havendo uma maior interacdo entre estes componentes e o0s Oxidos de

colesterol presentes no alimento prejudicando a recuperacdo dos mesmos.

Tabela 8. Resultados para recuperacdo (%) do colesterol e dxidos nas amostras de

queijo.

Colesterol adicionado (pg.mL'l) Recuperacéo (%) + DP* CV (%)*

100 108,87+0,76 0,70

1000 118,51+3,25 2,74

2000 95,31+4,62 4,85
25-hidroxicolesterol adicionado (ug.mL™)  Recuperagio (%) +DP* CV (%)*

100 60,57+0,95 1,56

200 59,68+2,70 4,52

300 56,85+4,39 7,72
7-cetocolesterol adicionado (ug.mL™) Recuperacao (%) tDP* CV (%)*

100 32,40+2,26 6,97

200 38,22+3,19 8,34

300 39,46+1,87 4,74

*n=9; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao.

Com relagdo aos Oxidos de colesterol, Saldanha et al. (2006), utilizando o
mesmo método de extracdo que o presente trabalho, encontraram resultados superiores
para amostras de peixe (bacalhau salgado e merluza fresca), entre 95 e 104% de
recuperacdo para 0xidos de polaridade moderada, onde se incluem o 7-cetocolesterol e
25-hidroxicolesterol, o que pode estar relacionado as diferencas na matriz dos alimentos

estudados.
5.2 Analise do Colesterol e Oxidos de Colesterol
5.2.1 Quantificagio do Colesterol e Oxidos no Leite e Queijo tipo Minas frescal

O oxido 7-cetocolesterol ndo foi detectado em nenhuma amostra analisada,
sendo identificados apenas o colesterol e 0 25-hidroxicolesterol nas amostras de leite in
natura, pasteurizado e queijo tipo Minas frescal. Os valores médios obtidos e o0s

coeficientes de variagéo (CV) para esses compostos podem ser observados na Tabela 9,
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com exceg¢do para as quantidades do 6xido nas amostras de queijo, pois uma vez que a
recuperacdo foi inadequada, ndo é possivel quantificad-lo com confiabilidade.

Tabela 9. Quantidade de colesterol e 25-hidroxicolesterol, em mg por 100 mL de leite e
mg por 100g de queijo, presentes nas amostras de leite in natura, pasteurizado e queijo

tipo Minas frescal

Niveis de Orégano Ccv Valor de P?

Compostos 0% 0.8% 1.6% 24% (%) L Q C

Leite in natura
Colesterol® 7,06 5,03 4,94 564 2785 Ns 0,013 ns
25-hidroxicolesterol 0,21 0,22 0,22 0,22 10,93 Ns ns ns

Leite Pasteurizado

Colesterol 3,91 3,99 3,71 4,08 21,07 Ns ns ns
25-hidroxicolesterol 0,20 0,20 0,21 0,21 10,93 Ns ns ns
Queijo Minas frescal

Colesterol 45,52 42,03 47,30 45,15 9,39 Ns ns ns

ICoeficiente de Variagdo; “ns: ndo significativo (P > 0,05); L, Q e C: efeitos de ordem linear, quadratica e ctbica para
aincluséo de orégano na dieta; y=10651x>-310,2x+7,004 (R?=0,98).

Com relacdo a ndo deteccdo do 7-cetocolesterol, isto pode ser aceito como um
resultado positivo, uma vez que este 0xido € considerado um indicador da oxidacdo do
colesterol em alimentos e um produto secundario da reagdo de oxidacdo (BUSCH &
KING, 2009; OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010). Estes resultados indicam que as
condicdes de processamento e armazenamento, tanto para o leite quanto para o queijo,
ndo contribuiram significativamente para oxidacdo do colesterol, concordando com
Orezewska-Dudek et al. (2012). Estes autores acreditam que o leite seja mais resistente
a autoxidacdo do colesterol, mesmo em condices desfavoraveis de armazenamento,
porque contém metais de baixa valéncia (Fe, Cu e Co), alto teor de gorduras saturadas e
substancias antioxidantes naturais, como vitaminas e grupos sulfidrilas.

Com relacéo a quantidade de colesterol no leite pasteurizado e queijo tipo Minas
frescal e a quantidade de 6xidos no leite in natura e pasteurizado, ndo foi observado
efeito significativo (P > 0,05) para inclusdo de orégano nas dietas. Resultados que
podem ser resultado da degradacdo do colesterol apds o processamento dos alimentos.

O colesterol do leite in natura apresentou efeito quadratico para a inclusdo de
orégano, ocorrendo reducdo no seu teor da dieta controle até o nivel de 1,6%, seguido
de um aumento para o maior nivel de inclusdo de orégano (2,4%), conforme Figura 8.
Esses resultados indicam uma possivel modificagdo no metabolismo animal, nas vias

que envolvem a producdo de lipidios. Diferentes trabalhos chamam atencdo para as
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modifica¢Oes que 6leos essenciais de plantas, inclusive o orégano, podem trazer para o
metabolismo animal, especialmente na microbiota do rimen. Estes 06leos tem sido

pesquisados na tentativa de melhorar o desempenho e producao animal.
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Figura 8. Efeito da inclusdo de orégano desidratado no contetido do colesterol do leite

in natura.

Calsamiglia et al. (2007), destacam, em artigo de revisdo, que 0s Oleos
essenciais podem interagir com a membrana das células microbianas inibindo o
crescimento de certas bactérias do rimen. Como resultado ocorre uma modificacdo no
metabolismo, com inibicdo da metanogénese e desaminacdo, resultando em baixas
concentracdes de nitrogénio amoniacal, metano e acetato e em concentracdes mais
elevadas de butirato e propionato, extremamente benéficas para producao de leite. Além
disso, os autores destacam que como 0s microrganismos degradam nutrientes para
produzir acidos graxos e proteinas microbianas como forma de fornecimento de energia
e proteinas para o ruminante, essas modificacbes podem levar a mudancas em todo
metabolismo animal, ndo somente no ecossistema ruminal.

Castillejos et al., (2008) realizaram estudos in vitro sobre a influéncia de
diferentes 6leos essenciais, entre eles o 6leo de orégano, sobre a fermentacdo ruminal.
Eles inocularam, durante 24 h, o liquido ruminal com trés concentragdes diferentes de
6leo essencial (5, 50 e 500 mg.L™), observando que, as concentracdes mais baixas do
oleo essencial de orégano foram capazes de aumentar entre 39-56% a concentracédo de
acidos graxos volateis, enquanto a concentracdo mais elevada inibiu a fermentacédo

microbiana do ramen. Resultados que demonstraram que o éleo de orégano é capaz de
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modificar a fermentacdo ruminal e permitir sua manipulacdo para melhorar o
desempenho animal.

Embora trabalhos como os citados acima demonstrem a capacidade do orégano
em influenciar o metabolismo ruminal, nenhum trabalho foi realizado in vivo, dessa
forma acredita-se que as modificagdes nas concentracdes do colesterol possam ter sido
resultado da suplementacdo com a erva, mas ainda S40 necessdrias maiores
investigacOes para comprovacao.

Outro ponto relevante, é que a concentracdo do colesterol esta intimamente
ligada & concentracdo de gordura e/ou ao tamanho dos glébulos de gordura do leite
(SWAISGOOD, 2010). Segundo Lacerda (2012) a suplementacdo, com orégano das
dietas de vacas leiteiras ndo influénciou na quantidade média de gordura do leite, assim,
supde-se que a diminuicdo na concentracdo de colesterol no leite in natura observada
neste trabalho pode estar relacionada ao tamanho dos glébulos de gordura, que podem
ou ndo ter sido influenciados pela suplementagdo da dieta, mas como o tamanho das
goticulas de gordura ndo foi medido, ndo é possivel chegar a esta confirmacéo.

Para as amostras de gueijo tipo Minas frescal ndo foram encontrados dados na
literatura para comparagéo, entretanto a tabela de composicdo centesimal de alimentos
brasileiros elaborada pela Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, indica um
conteddo total de colesterol para este tipo de queijo de 62mg/100g (TACO, 2012),
resultado superior ao apresentado neste trabalho, diferenca esperada, ja que o leite
utilizado para o processamento também apresentou resultado inferior ao descrito na

tabela, igual a12 mg por 100 mL .

5.2.2 Influéncia do Processamento Térmico sobre o Teor de Colesterol e 25-

hidroxicolesterol presentes no Leite

Os métodos de conservacdo, que utilizam o calor, visam principalmente a
eliminacdo dos microrganismos indesejaveis, que se encontram no alimento. A
intensidade e o tempo de exposicdo ao calor, além de sua agdo sobre os
microrganismos, podem alterar também o valor nutritivo do alimento, através da
promogéo da oxidagé@o de nutrientes, como gorduras e vitaminas lipossoliveis (SILVA,
2000). As alteracgdes do leite submetido ao aquecimento estdo relacionadas ndo somente

a temperatura alcancada, mas também com a duracdo do aquecimento, sendo que
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quanto maior a temperatura ou o tempo de exposi¢do, maiores também serdo as
alteracdes.

Nesta pesquisa, ndo foi observado efeito significativo (P > 0,05) da
pasteurizacdo lenta sobre a quantidade de 25-hidroxicolesterol, sendo estatisticamente
diferentes apenas os teores de colesterol para todas as amostras de leite das vacas
submetidas & suplementacdo com orégano. A quantidade de colesterol diminuiu no leite
pasteurizado quando comparado ao leite in natura (Figura 9), mostrando que o
tratamento térmico foi capaz de causar a degradacéo do lipidio no alimento.

Observando-se 0s resultados nota-se, ap6s a pasteurizagdo, uma diminuicdo mais
acentuada do contetdo de colesterol no tratamento controle (0%) (Figura 10) o que
sugere um efeito protetor do orégano com relacdo a degradacdo do colesterol nas
amostras de vacas suplementadas com a erva. O orégano possui em sua composicao
compostos antioxidantes, principalmente acidos fendlicos, que podem ter sido
incorporados ao leite através da alimentagdo das vacas e, assim, ter protegido o
colesterol da oxidacdo durante o tratamento e posterior armazenamento do leite,
semelhante ao que demonstraram MC Cluskey et al. (1997) avaliando a suplementacéo

de vacas leiteiras com outro antioxidante natural, vitamina E.

M Leite in natura

Leite Pasteurizado

Conteudo de colesterol {mg por 100 mL)
I

0,0% 0,8% 1,6% 2,4%

Niveis de inclusdo de orégano

Figura 9. Quantidade de colesterol (mg por 100mL de leite) para os diferentes

tratamentos antes e apés o0 tratamento térmico.

51



50%

40%

30%

20%

10%

0%

Dieta sem suplementacao

Dieta com suplementacdo

Figura 10. Diminuicdo média percentual do conteddo de colesterol no leite

pasteurizado em comparacéo ao leite in natura.

52



6 CONCLUSAO

A metodologia proposta para extracdo simultanea de colesterol e dos 6xidos de
colesterol, 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol, mostrou-se completamente
satisfatoria para as amostras de leite. Para queijo tipo Minas frescal, a metodologia pode
ser aplicada somente para analise do conteudo de colesterol, isso porque, para anélise de
queijo, o percentual de recuperacdo dos 0xidos foi baixo, considerado inadequado.

O oxido 7-cetocolesterol ndo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas,
sendo detectados, identificados e quantificados apenas o colesterol e o 25-
hidroxicolesterol.

A inclusdo de orégano desidratado na dieta de vacas leiteiras alterou
significativamente o contelddo de colesterol do leite in natura, o qual apresentou
decréscimo nos seus teores a partir da dieta controle para o nivel de 1,6% com pequeno
aumento até o nivel de 2,4% de suplementacéo.

As quantidades de colesterol no leite pasteurizado e queijo tipo Minas frescal e
as quantidades de 25-hidroxicolesterol nos leites in natura e pasteurizado, ndo foram
influenciadas pela inclusdo de orégano nas dietas das vacas.

O tratamento térmico de pasteurizacdo lenta influenciou nas quantidades de
colesterol dos leites. Houve uma reducdo dos conteddos de colesterol do leite
pasteurizado quando comparado ao leite in natura, sendo que para os leites provenientes
de vacas alimentas com orégano essa reducdo foi menor, evidenciando um possivel
efeito protetor do colesterol pela erva aromatica.

Assim, a inclusdo de 1,6% de orégano desidratado na dieta de vacas leiteiras
pode ser considerada positiva, uma vez que é capaz de diminuir o contetdo de

colesterol do leite e proteger este lipidio durante o tratamento térmico.
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