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RESUMO. Avaliação de diferentes métodos de extração lipídica
sobre a composição de ácidos graxos poliinsaturados em leite de
vaca. Estudos comparativos entre 4 (quatro) diferentes métodos de
extração de lipídios totais foram avaliados em relação à eficiência de
extração lipídica e as implicações sobre a composição de ácidos graxos
no leite de vaca. As extrações de lipídios totais foram realizadas de
acordo com métodos convencionalmente utilizados no mundo, essas
metodologias incluem os métodos de: Bligh e Dyer (BD), Folch et al.
(FLS), Roese-Goottlieb (RG) e Gerber (GE). Os resultados mostram
que não houve diferença significativa (p<0,05), no teor de lipídios totais
entre os métodos de extração. As menores concentrações de ácidos
graxos ômega-6 e ácidos graxos poliinsaturados foram observadas no
método GE, possivelmente devido à degradação pelo ácido sulfúrico,
o qual foi utilizado na metodologia. As maiores concentrações dos
ácidos graxos poliinsaturados da série ômega-3 (n-3) foi observada no
método BD, especialmente para a razão ômega-3/ômega-6 e os ácidos
alfa-linolênico (LNA, 18:3n-3), eicosapentaenóico (EPA, 20:5n-3) e
docosahexaenóico (DHA, 22:6n-3), com diferenças significativas das
demais metodologias. Os resultados das diferentes metodologias de
extração influenciaram decisivamente nos resultados da composição
quantitativa de ácidos graxos e, as avaliações indicaram o método BD
como o melhor e a o método de GE como a pior na determinação
quantitativas de ácidos graxos poliinsaturados em leite de vaca.
Palavras chave: Leite de vaca, lipídios totais, ácidos graxos, métodos
de extração.

SUMMARY. Different lipid extraction methods on fatty acids
composition in cow milk. Comparative studies among 4 (four) dif-
ferent methods of total lipids extraction were carried out to evaluate
the lipid extraction efficiency and fatty acids contents in cow milk.
Total lipids extraction methods were Bligh e Dyer (BD), Folch et al.
(FLS), Roese-Gottlieb (RG) and Gerber (GB). There were non-sig-
nificant (p<0.05) difference, in total lipids content among the ex-
traction methods. The smallest concentrations of omega-3 (n-3) fatty
acids and polyunsaturated fatty acids (PUFA) were observed on
method GE, possibly due degradation of PUFA immersed in sulfu-
ric acid used during analysis of total lipids. The highest concentra-
tions of n-3 PUFA were observed by BD method, especially to
omega-3/omega-6 ratio and alpha-linolenic acid (LNA, 18:3n-3),
eicosapentaenoic (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic (DHA,
22:6n-3), significant differences were observed among the meth-
ods. The results demonstrate that the different extractions influenced
decisively on quantitative fatty acids composition and evaluations
indicated the methods BD as better and GE as the worst to polyun-
saturated fatty acids determination.
Key words: Cow milk, total lipids, fatty acids, extraction methods.

INTRODUÇÃO

A gordura do leite de vaca é importante contribuinte na
ingestão de ácidos graxos essenciais e vitaminas,
especialmente as lipossolúveis (1), apresentando tipicamente
ácidos graxos saturados (AGS) os quais são apontados como
precursores da lipoproteína de baixa densidade (LDL),
responsável por doenças cardiovasculares (2). No entanto, há
de considerar a participação dos ácidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI) e
conjugados (CLA) que apresentam em baixas concentrações
(3), mas que são alimentos funcionais, promovendo dentre
eles a redução da incidência de doenças coronarianas, aumento
de lipoproteína de alta densidade (HDL) (4), redução de
gordura corporal (5), proteção contra o câncer (6), efeito
antidiabético (7) e antioxidante (8).

Estudos sobre a composição lipídica do leite de  vaca,
especialmente sobre a composição em ácidos graxos, vêm
sendo intensivamente realizados devido ao grande interesse
mundial pelos profissionais da saúde, tendo grande
importância para estudos bioquímicos, fisiológicos e
nutricionais (9,10). A extração dos lipídios é uma etapa critica
nas análises de lipídios totais especialmente sobre a
composição de ácidos graxos, podendo ocorrer erros na
análise química, assim como, contaminação ou extração
inadequada do componente de interesse e conseqüentemente
irá remeter a resultados e interpretações errôneas (11). Durante
a extração lipídica, as amostras devem ser preparadas e
analisadas cuidadosamente para evitar a oxidação dos lipídios,
hidrólises, pois a produção de artefatos pode comprometer a
identificação e quantificação dos componentes da fração
lipídica (12).
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Com objetivo de encontrar método eficiente para obtenção
da fração lipídica desejada, nos últimos anos, pesquisadores
vem realizando trabalhos comparando diferentes métodos de
extração de lipídios.

N extração de lipídios totais do leite de vaca, os métodos
mais utilizados no mundo são: Folch et al. (13) e Bligh e Dyer
(14), ambos utilizando solventes clorofórmio:metanol, no
entanto, os volumes de solventes utilizados no método de Folch
et al. (13) são muitos elevados em relação aos utilizados no
Bligh e Dyer (14). Os solventes usados para extração de
lipídios devem solubilizar todos os compostos lipídicos e serem
suficientemente polares para promoverem as dissociações das
membranas celulares ou com lipoproteínas sem que ocorra
reação química (15, 16). Outros métodos utilizados para
extração de lipídios do leite são os métodos Roese-Gottlieb
(17), que é realizado em meio alcalino (hidróxido de amônio)
e de Gerber (18) que envolve processo de separação físico
química meio ácido (ácido sulfúrico).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência de extração
dos lipídios totais em leite de vaca, utilizando quatro diferentes
métodos de extração, e avaliar o efeito destas metodologias
sobre a composição quantitativa de ácidos graxos.

MATERIAL E MÉTODOS

Matéria-prima
As amostras utilizadas para este experimento foram

constituídas 27 (vinte e sete) caixas de leite longa vida integral
(esterilizado por UHT), pertencentes à mesma marca e lote,
comercializados no Brasil. Amostras constituídas de 9 (nove)
caixas foram homogeneizadas e, a partir das alíquotas  foram
realizadas as análises em 6 (replicatas)/método.

Determinação de umidade
A determinação de umidade foi realizada conforme

técnicas da AOAC (17).

Extração de lipídios totais
As extrações de lipídios totais foram realizadas de acordo

com os métodos de Bligh e Dyer - BD (14), com clorofórmio,
metanol e água (1:2:0,8); Folch et al. - FLS (13), com
clorofórmio, metanol e água (2:1:1); Roese-Gottlieb - RG (17),
com NH3 a 25% e Gerber – GE (18), com ácido sulfúrico e
álcool isoamílico.

Análises dos ésteres metílicos de ácidos graxos
As transesterificações dos lipídios totais foram realizadas

conforme método 5509 da ISO (20). Os ésteres metílicos de
ácidos graxos foram separados utilizando um cromatógrafo
gasoso 14-A (Shimadzu, Japão), equipado com detector de
ionização de chama e coluna capilar de sílica fundida CP Sil-

88, coluna capilar (100 m, 0.25 mm e 0,25 μm de cianopropil
polisiloxano). Foi programada temperatura de coluna a 2oC /
min de 180oC a 240oC. O ponto de injeção e detector foi
mantido a 220oC e 245oC, respectivamente. Os fluxos dos
gases (White Martins), foram de 1,4 mL.min-1 para o gás de
arraste (H2);  30 mL.min-1 para o make-up (N2) e  30 mL.min-

1 e  300 mL.min-1 para o H2 e para o ar sintético da chama,
respectivamente. A razão de divisão da amostra (split) foi de
1/100. Identificação de ácidos graxos foi feita comparando
os tempos de retenção relativo dos picos de (EMAG) de
amostras com padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos
(Sigma), por co-eluição (spiking) de padrões junto com a
amostra. As áreas de picos foram determinadas pelo
Integrador-Processador CG-300 (CG Instrumentos
Científicos, Brasil). Dados como porcentagens de área
normalizada dos ácidos graxos.

Análise estatística
Os resultados obtidos foram submetidos á análise de

variância (ANOVA) a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey, através do software Statística, versão 5.0 (21).

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a composição em lipídios totais
(gordura), ácidos graxos, somatórios e razão entre os grupos
de ácidos graxos de leite de vaca submetido aos diferentes
métodos de extração de lipídios.

Nos valores encontrados na Tabela 1 em percentagem de
lipídios totais, não houve diferença significativa entre os
diferentes métodos de extração. Na composição lipídica do
leite foram detectados 24 ácidos graxos, sendo em média
64,44% de ácidos graxos saturados (AGS), 30,54%
monoinsaturados (AGMI) e, 4,02% poliinsaturados (AGPI).
As elevadas porcentagens de AGS no leite são conseqüências
da biohidrogenação microbial do rumem (3). Dentre os ácidos
graxos saturados, os predominantes para quatro métodos de
extração foram os ácidos graxos 12:0 (láurico), 14:0
(mirístico), 16:0 (palmítico) e 18:0 (esteárico) e com
diferenças significativas entre os métodos, exceto para o 16:0.

DISCUSSÃO

Dentre os ácidos graxos da série ômega-6, a concentração
do ácido linoléico (LA, 18:2n-6) e o somatório n-6 apresentou
os menores valores no método GE, possivelmente devido a
reatividade dos poliinsaturados com o ácido sulfúrico utilizado
na metodologia, este resultados refletiram no somatório dos
ácidos graxos poliinsaturados (AGPI), nestes somatórios
houve diferença significativa entre o método GE (menor valor)
e os métodos FLS, BD e RG (maiores valores), porém sem
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diferença significativa entre os três métodos. Desta forma, não
é recomendado o método GE para a determinação de ácidos
graxos poliinsaturados em leite. A escolha entre os métodos
FLS e BD, deve-se dar preferência para o método BD,
considerando o reduzido volume de solvente utilizado em
relação ao método FLS.

Nos ácidos graxos da série ômega-3, o método BD foi o
que apresentou os maiores resultados, dentre os ácidos os

teores de LNA (0,64%), EPA 20:5n-3 (0,15%), DHA (0,16%)
e o somatório de ômega-3 (0,93%) foram sempre superiores
e com diferença significativa em relação aos demais métodos,
deve se lembrar que estes ácidos são de importante valor
nutricional e sempre estudas nas pesquisas. O elevado valor
do somatório de ômega-3, encontrado pelo método de BD,
resultou na maior razão ômega-3/ômega-6 (n-6/n-3 = 0,51) e
com diferença significativa dos demais métodos, o que indica

TABELA 1
Composição de lipídios totais, ácidos graxos, somatórios e razão de grupos de ácido graxo

 em leite de vaca

Métodos
Composição Folch et al. Bligh eDyer Roese-Gottlieb Gerber

(FLS) (BD) (RG) (GE)
Lipídios totais (%) 3,51 ± 0,15 3,63 ± 0,43 3,41± 0,43 3,70 ± 0,29

Ácidos graxos

4:0 2,00 ± 0,07 a 1,93 ± 0,07 a 1,23 ± 0,08b 1,99 ± 0,03 a

6:0 1,62 ± 0,03 a 1,31 ± 0,03 ab 1,69 ± 0,11a 1,96 ± 0,07 ac

8:0 1,23 ± 0,10 a 1,01 ± 0,05 b 1,33 ± 0,08 c 1,21 ± 0,09 a

10:0 2,44 ± 0,23 a 2,66 ± 0,02 a 2,68 ± 0,07 a 3,11 ± 0,09 b

11:0 0,22 ± 0,01 a 0,24 ± 0,01 b 0,15 ± 0,01 c 0,20 ± 0,01 a

12:0 2,78 ± 0,06 a 2,66 ± 0,06 a 2,04 ± 0,10 b 3,20 ± 0,20 a

14:0 12,36 ± 1,06 a 10,20 ± 0,11b 11,21 ± 0,54 a 12,18 ± 0,94 a

14:1n-9 0,92 ± 0,08 0,71 ± 0,01 0,82 ± 0,04 0,91 ± 0,07
15:0 1,10 ± 0,05 a 1,21 ± 0,04 a 1,26 ± 0,08 a 0,98 ± 0,04 b

15:1n-9 0,28 ± 0,02 a 0,25 ± 0,01 a 0,21 ± 0,02 b 0,28 ±0,02 a

16:0 28,63 ± 1,37 27,80 ± 0,09 28,33 ± 0,61 28,24 ± 1,11
16:1n-9 1,04 ± 0,06 1,02 ± 0,01 1,02 ± 0,01 1,01 ± 0,05
17:0 0,69 ± 0,01 a 0,68 ± 0,01 a 0,18 ± 0,01 b 0,68 ± 0,01 a

17:1n-9 0,25 ± 0,01 a 0,31 ± 0,02 b 0,37 ± 0,02 b 0,33 ± 0,01 b

18:0 13,08 ± 0,75 a 13,87 ± 0,14 b 13,94 ± 0,20 b 12,92 ± 0,86 a

18:1n-9 26,63 ± 1,70 a 29,36 ± 0,08 b 28,48 ± 0,54 b 26,29 ± 1,91 a

18:1n-7 0,40 ± 0,02 0,45 ± 0,01 0,42 ± 0,02 0,39 ± 0,03
18:2n-6 1,53 ± 0,12 a 1,47 ± 0,13 ac 1,67 ± 0,03 b 1,35 ± 0,07 c

20:0 0,28 ± 0,25 a 0,39 ± 0,16 b 0,36± 0,08 b 0,30 ± 0,25 a

18:3n-3 0,56 ± 0,02 a 0,64 ± 0,01 b 0,58 ± 0,02 a 0,56 ± 0,03 a

18:2c9t11 1,29 ± 0,06 a 1,16 ± 0,08 b 1,35 ± 0,11 a 1,22 ± 0,01 ab

20:4n-6 0,43 ± 0,03 0,39 ± 0,02 0,42 ± 0,08 0,45 ± 0,02
20:5n-3 0,11 ± 0,06 a 0,15 ± 0,12b 0,12 ± 0,10 a 0,10 ± 0,01 a

22:6n-3 0,13 ± 0,32 a 0,16 ± 0,34 b 0,14 ± 0,05 a 0,14 ± 0,07 a

Somatórios e razão
AGS 66,43 ± 2,44 a 63,96 ± 0,24b 64,40 ±1,01 b 66,97 ±2,42 a

AGMI 29,52 ± 0,10 a 32,10 ± 0,04 b 31,32 ± 0,05 b 29,21 ± 0,09 a

AGPI 4,05 ± 0,75 a 3,97 ± 0,14a 4,28 ± 0,21a 3,82 ± 0,86 b

n-6 1,96 ± 0,75 ab 1,86 ± 0,14 b 2,09 ± 0,20 a 1,80 ± 0,86 b

n-3 0,80 ± 0,03a 0,95 ± 0,01b 0,84 ± 0,01a 0,80 ± 0,04a

n-3/n-6 0.44 ± 0,06 a 0,50 ± 0,09 b 0,40 ± 0,06 a 0,44 ± 0,07 a

Valores médios ± desvio padrão de 6 replicatas.
aLetras sobrescritas diferentes na horizontal representam valores estatisticamente diferentes (P < 0.05).
Abreviaturas: AGS - Ácidos Graxos Saturados; AGMI - Ácidos Graxos Monoinsaturados; AGPI - Ácidos
Graxos Poliinsaturados; n-3 –Ácidos Graxos ômega-3; n-6 – Ácidos Graxos Ômega-6.
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que diferentes metodologias de extração podem influenciar
decisivamente nos resultados e consequentemente nas
interpretações.

CONCLUSÃO

O conteúdo de lipídios totais extraído foi independente do
método utilizado na extração. O método Gerber foi o pior
método na avaliação do conteúdo lipídico, enquanto que o
método de Bligh e Dyer foi o que apresentou melhores
resultados em relação à composição de ácidos graxos
poliinsaturados, especialmente os ômega-3. Desta forma, o
método Bligh e Dyer é  recomendado paraas avaliações do
conteúdo lipídico, especialmente na determinação de ácidos
graxos em leite de vaca.
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