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Resumo Geral

RESUMO GERAL

Produtos carneos processados como lingtiica, salsicha, mortadela, presunto
e salame sdo muito apreciados pela populacdo, mas, em geral, sdo considerados
alimentos que apresentam altos teores de colesterol, lipidios totais e acidos graxos
saturados. O alto teor de colesterol sangliineo € uma das causas das doencas
cardiacas coronarianas e o colesterol sangliineo é influenciado nao sé pelo teor
de colesterol dos alimentos como também pela quantidade de acidos graxos
saturados. Além disso, o colesterol é um lipidio insaturado susceptivel a oxidacao,
levando a formacdo de varios produtos de oxidacdo, os quais sao considerados
mais prejudiciais que o proprio colesterol na formagéo de placas ateroscleréticas e
estao associados a varios efeitos bioldgicos indesejaveis. Os acidos graxos trans
também estdo relacionados com o desenvolvimento de ateroscleroses e doencas
cardiovasculares, sdo mais preocupantes que os acidos graxos saturados porque
além de aumentarem o nivel de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), diminuem
o nivel de lipoproteinas de alta densidade (HDL). Assim, o presente trabalho teve
por objetivo determinar os teores de éxidos de colesterol, colesterol, lipidios totais
e composicao de acidos graxos em produtos carneos processados e verificar o
efeito do preparo térmico e do armazenamento sobre estes componentes.

Foram analisados produtos processados de carne de peru (salsicha,
alméndegas, hamburguer, presunto defumado e ndao defumado, peito defumado,
blanquete e roulé); de chester (mortadela, salsicha, linglica e hamburguer); de
frango (mortadela, salsicha e lingtiica); suina (presunto, apresuntado e linguica),
bovina (jerked beef, alméndegas e hambuirguer) e de composi¢cdo carnea mista
(salsicha “hot-dog”, mortadela e salame). A partir da mesma extracao lipidica, de
acordo com FOLCH et al. (1957), foram determinados os lipidios totais por
gravimetria, os acidos graxos por cromatografia gasosa com coluna capilar CP-SIL
88 (50m x 0,25mm; 0,20um) e a determinacao simultanea de colesterol e éxidos
de colesterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O método para a determinagdo simultdnea de colesterol e Oxidos de
colesterol, utilizando detector por conjunto de diodos fixado a 210nm e detector

XXiii



Resumo Geral

por indice de refracdo, em série, foi validado utilizando-se amostras de produtos
carneos processados de peru. O método foi validado através da recuperagéo,
repetibilidade, limite de detecgdo, limite de quantificagdo e comparacédo dos
resultados obtidos pelos dois detectores utilizados. Nas condicdes cromatograficas
utilizadas, foram separados o colesterol e o0s seguintes éxidos de colesterol:
colesta-4,6-dieno-3-ona,  20a-hidroxicolesterol,  25-hidroxicolesterol,  5,6a-
epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-
cetocolesterol. A identificacdo do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi realizada
através da comparagdo do tempo de retencdo do padrdo e o da amostra,
espectros de absorbancia e co-cromatografia, e a confirmacao por espectrometria
de massas. Foram identificados e confirmados nas amostras analisadas o
colesterol, o 7-cetocolesterol e o 5,6B-epoxicolesterol. O colesterol e o 5,6p-
epoxicolesterol foram quantificados pelo detector por indice de refracdo e o 7-
cetocolesterol pelo detector por conjunto de diodos. O método mostrou-se
eficiente, exato e preciso, com recuperacoes e coeficientes de variacao de 90% e
0,55, 91% e 0,12, 94% e 0,30 para o colesterol, 7-cetocolesterol e 5,6p-
epoxicolesterol, respectivamente.

Nos produtos processados de carne de peru o 7-cetocolesterol variou de
nao detectado no blanquete, peito defumado e roulé a 1,84ug/g de amostra na
salsicha e o 5,6B-epoxicolesterol variou de ndo detectado nas alméndegas, no
blanquete, no hamburguer, no peito defumado, no presunto e na salsicha a
4,50ug/g de amostra no roulé. Nos produtos carneos processados bovinos e
mistos o 7-cetocolesterol foi o Unico 6xido de colesterol encontrado, sendo em
uma amostra de hamburguer bovino (3,2ug/g), em duas amostras de salsichas
“hot-dog” (1,6 e 2,0ug/g) e em uma amostra de mortadela (2,6pg/g). Os produtos
processados de carne suina, frango e chester ndo apresentaram o&xidos de
colesterol.

O teor de colesterol nao apresentou diferenca significativa entre os produtos
processados de carne de peru, variando de 32 no blanquete e no peito defumado
a 43mg/100g de amostra no presunto defumado. Entre os produtos processados
de carne de frango e de chester, o teor de colesterol variou de 31 no hamburguer
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de chester a 64mg/100g de amostra na salsicha de chester. Nos produtos carneos
processados bovinos, suinos e mistos o teor de colesterol variou de 22 no
apresuntado a 59mg/100g de amostra no salame.

Os teores de lipidios totais nos produtos processados de carne de peru
variaram de 1,1 no peito defumado a 149/100g de amostra nas almdndegas. Nos
produtos processados de carne de frango e de chester esta variacao foi de 8 na
salsicha de chester a 19,1g/100g de amostra na mortadela de frango. Nos
produtos carneos processados bovinos, suinos e mistos variaram de 3 no
presunto a 25¢g/100g de amostra no salame ltaliano.

Os principais &cidos graxos identificados nos produtos carneos
processados analisados foram: C18:1®09, C18:2w6, C16:0, C18:0 e C16:1®w7, mas
nem sempre na mesma ordem. Considerando o teor de lipidios totais das
amostras analisadas, o acido graxo C18:2w6 foi encontrado em maior
concentracdo nos produtos carneos processados mistos, seguido dos produtos
processados de carne de chester. O acido graxo C18:0 apresentou maior teor nos
produtos carneos processados suinos. Apenas o roulé e o peito defumado de peru
nao apresentaram acidos graxos trans. Nas demais amostras foram encontrados
os isdbmeros trans C18:109 e C18:2w6, sendo que o primeiro apresentou maior
incidéncia, variando de ndo detectado a 600mg/100g de amostra nos produtos
carneos de peru, de 8 a 40mg/100g de amostra nos produtos carneos de frango e
de chester, de 6 a 40mg/100g de amostra nos produtos carneos suinos, de 40 a
100mg/100g de amostra nos produtos carneos mistos e de 100 a 400mg/100g de
amostra nos produtos carneos bovinos. O acido graxo isémero trans C18:2w6
variou de nao detectado a 70mg/100g de amostra nos produtos carneos de peru,
de 10 a 90mg/100g de amostra nos produtos carneos bovinos e nao foi
encontrado nos produtos carneos de frango, chester, suinos e mistos.

Para o estudo realizado sobre o efeito do tempo de estocagem sobre os
produtos carneos processados, utilizou-se amostras de jerked beef, salame tipo
Italiano, mortadela de frango e mortadela de chester. As amostras de jerked beef e
de salame ltaliano foram armazenadas em suas embalagens originais e dentro de

caixas de papeldo a temperatura de 25°C, as amostras de mortadela de frango e
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de chester foram armazenadas nas mesmas condigdes, porém sob refrigeracéo a
6°C. Nao houve formacao de nenhum 6xido de colesterol durante o tempo total de
estocagem das amostras, sendo este de 90 dias para as amostras de mortadelas
e de 120 dias para as de jerked beef e salame ltaliano. Os teores de colesterol e
de lipidios totais ndo apresentaram diferenca significativa entre os diferentes
tempos de estocagem (zero, 30, 60, 90 e 120 dias). Nao houve alteragéao
significativa na composicdo de &acidos graxos entre os diferentes tempos de
estocagem.

O efeito do preparo térmico foi observado em amostras de almdndegas e
hamburguer (bovinos), lingtica toscana (suina), salsicha “hot-dog” (composicao
mista), salsicha e linglica (frango e chester) e hamburguer (chester). O preparo
das alméndegas foi realizado conforme as instru¢gdées contidas na embalagem do
produto para forno convencional a gas. O forno foi pré-aquecido a uma
temperatura de 250°C, as alméndegas congeladas foram colocadas em uma
assadeira de aluminio levemente untada com 6leo de soja e assadas por 20
minutos. Os hambuguers congelados foram retirados de suas embalagens
originais e foram grelhados em uma chapa a uma temperatura inicial de 165°C.
Cada lado dos hamburguers foi grelhado por 4 minutos, conforme instrugcoes de
preparo contidas na embalagem do produto. As amostras de linglica toscana
foram grelhadas em uma grelha por 30 minutos. As lingligas de frango e de
chester foram preparadas conforme uma das instru¢des contidas na embalagem
para forno convencional a gas. O forno foi pré aquecido a uma temperatura de
240°C, enfornou-se as lingliicas assando-as por 25 minutos. As salsichas foram
retiradas de suas embalagens originais e cozidas em agua destilada a 98°C numa
panela comum por cerca de 10 minutos. Nao houve formagao de nenhum éxido de
colesterol com o preparo térmico das amostras. Apenas os teores de colesterol
entre a linglica suina crua e grelhada e entre 0 hamburguer de chester cru e
grelhado foram significativamente menores nas amostras grelhadas, assim como
os teores de lipidios totais entre 0 hamburguer bovino cru e grelhado. Observou-se
alteragdes na composicao de acidos graxos somente entre as amostras de
hamburguer bovino cru e grelhado.
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INTRODUGCAO GERAL

O colesterol é largamente distribuido nos alimentos de origem animal e esta
presente em todas as membranas celulares. Concentracdes elevadas de
colesterol sangiiineo em individuos tém sido relacionado com ateroscleroses e
doencas cardiovasculares (KEYS, 1970; ANDERSON et al., 1973; REISER, 1978),
que sao a principal causa de morte natural no Brasil e em muitos outros paises.

A AMERICAN HEART ASSOCIATION (2003) recomenda, para individuos
com niveis normais de colesterol sangiiineo, uma ingestao diaria de lipidios totais
menor ou igual a 30% do total de calorias, gordura saturada menor que 10% e
colesterol menor que 300mg/dia. No entanto, a ingestdo de colesterol em
individuos que apresentam doencas cardiacas deve ser menor que 200mg/dia.
Niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) iguais ou maiores que 160mg/dL
aumentam o risco de doencas cardiacas. De acordo com McNAMARA (1990) o
colesterol sangiineo sofre maior influéncia da quantidade de gordura e da
composicao de acidos graxos ingeridos na dieta, principalmente os acidos graxos
saturados e os isdmeros trans, que do proprio colesterol.

O colesterol é susceptivel a oxidagao, podendo levar a formagéao de varios
oxidos de colesterol durante o processamento do alimento quando exposto a
temperaturas elevadas, ar, luz, radiacdo ou a combinagao destes fatores (SMITH,
1987; HUBBARD et al, 1989). Além disso, condicbes improprias de
armazenamento podem facilitar a formagdo dos produtos da oxidagdo do
colesterol (PANIANGVAIT et al, 1995). Geralmente, temperatura, pH, luz,
oxigénio, atividade de agua e a presenca de acidos graxos insaturados sao 0s
fatores que mais influenciam na formagdo dos Oxidos de colesterol durante o
processamento e o armazenamento dos alimentos (DIONISI et al., 1998). Embora
mais de oitenta 6xidos de colesterol sejam conhecidos, os éxidos de colesterol
comumente encontrados nos alimentos s&o: 20a-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, colestan-3p-5a-6p-triol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6[3-
epoxicolesterol, 7oa-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e
colesta-4,6-dieno-3-ona (FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983; SANDER et al.,
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1989). Destes 6xidos de colesterol, o 5,6a-epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol, 7-
cetocolesterol, 20a-hidroxicolesterol e o 25-hidroxicolesterol sao produtos
primarios da oxidacdo do colesterol, enquanto que o 7a-hidroxicolesterol, 7f3-
hidroxicolesterol, colesta-4,6-dieno-3-ona e 0 colestano-3B-5a-63-triol sao
produtos secundarios (TAI et al.,, 1999). O 25-hidroxicolesterol e o colestano-3f-
50-63-triol sdo os 6xidos de colesterol considerados mais citotéxicos, pois podem
inibir completamente o crescimento e desenvolvimento celular. Este efeito foi
observado em varios experimentos realizados “in vitro” com culturas de células
musculares aodrticas de coelhos, células embrionarias de hamsters, células
musculares de artérias e fibroblastos de ratos, macréfagos e células vasculares de
porcos. Alguns estudos “in vivo” com coelhos sugeriram um possivel mecanismo
relacionado com a alteragao do sistema imune induzido pelos 6xidos de colesterol,
observando uma inibicdo sobre os primeiros estdgios da divisdo dos linfécitos,
como também da proliferacdo e transformacao dos mesmos, podendo ocorrer
também a inibicao da atividade de enzimas celulares especificas (KANDUTSCH et
al., 1978; PENG et al., 1979; IMAI et al., 1980; ANSARI et al., 1982; ADDIS, 1986;
KUBOW, 1990; KUMAR & SINGHAL, 1991; BOSSINGER et al., 1993).

Os Oxidos de colesterol apresentam, possivelmente, um papel maior na
formagdo de placas ateroscleréticas do que o proprio colesterol (PENG &
TAYLOR, 1984; HUBBARD et al., 1989; KUMAR & SINGHAL, 1991). Desta forma,
a oxidacao do colesterol é considerada um fator de risco para a saude humana
(NOVELLI et al., 1998). Aléem disso, os Oxidos de colesterol estdo associados a
varios efeitos bioldgicos como mutagenicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade,
alteracao das propriedades das membranas celulares e inibicdo da atividade da
enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) redutase (SEVANIAN &
PETERSON, 1986; HUBBARD et al., 1989; KUBOW, 1990; GUARDIOLA et al.,
1996). BOSSINGER et al. (1993) relataram que culturas de células musculares de
aortas de coelhos apresentaram 25% de necrose dentro de 24 horas usando uma
concentragdo minima de 10ug/mL de meio de cultura para o 25-hidroxicolesterol e
para o colestano-3B-5a-6p3-triol, uma concentracao de 50ug/mL de meio de cultura

para o 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol e 100ug/mL de
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meio de cultura para o 5,6a-epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol e colesta-4,6-
dieno-3-ona. Estes autores também observaram que a adicdo de 7pB-
hidroxicolesterol, numa concentragdo de 33ug/mL de meio de cultura, em cultura
de células tumorais de figado de rato (células HTC) inibiu em até 50% o
crescimento celular, enquanto que no controle o crescimento foi de 200 a 800%.

Os procedimentos de processamento de produtos carneos podem levar a
oxidacdo dos lipidios presentes na carne por varias maneiras. O tratamento
térmico tem efeitos negativos na estrutura celular, pois provoca a desnaturacao
das proteinas, principalmente da globina, deixando o ion ferro*? mais susceptivel a
oxidacdo com liberagdo de oxigénio molecular da oximioglobina presente nos
musculos, produzindo desta maneira as condigdes para a produgao de peroxidos
de hidrogénio. Fragmentando, picando e misturando a carne, desfaz-se a estrutura
muscular da mesma, aumentando a superficie de exposicdo ao oxigénio e a
outros catalisadores da oxidacdo, o que pode dar origem a radicais livres
desencadeando as reagdes de oxidacao do colesterol (NOVELLI et al., 1998).

A formacédo dos produtos da oxidacdo do colesterol pode ser evitada ou
reduzida com o uso de antioxidantes, em uma concentragéo apropriada, e também
com o emprego de embalagens adequadas, proporcionando uma barreira fisica ao
are aluz (TAl et al., 1999).

Os 4cidos graxos também apresentam importante papel no tecido bioldgico,
pois como constituintes lipidicos das membranas celulares, influenciam
diretamente em certas propriedades, tais como, integridade, fluidificagao,
permeabilidade e atividades de ligacdo enzima-membrana. De acordo com o tipo
de &acido graxo consumido na dieta, importantes implicagdes para o coragao
humano podem ser geradas, principalmente no que se refere as concentragdes de
lipidios no plasma e ao risco de doencas cardiovasculares (EDER, 1995).

Os acidos graxos saturados sao considerados hipercolesterolémicos, sendo
os acidos graxos laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) os mais
preocupantes. Os 4acidos graxos saturados de cadeia curta (<C12) sao
metabolisados de maneira diferente dos &cidos graxos saturados de cadeia longa

e sao imediatamente consumidos antes de serem armazenados nos tecidos
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(SINCLAIR, 1993). Dos acidos graxos insaturados, merecem atengcao os acidos
graxos trans oriundos do processamento e da hidrogenacao dos 6leos e gorduras,
que sao considerados mais prejudiciais que os saturados (LAMBERTSON, 1992).
Os acidos graxos poliinsaturados naturalmente cis sao tidos como benéficos, pois
reduzem a agregacdo plaquetaria, reduzem os triacilgliceridios e,
consequentemente, reduzem o risco de doencas cardiovasculares (KINSELA et
al., 1990).

Os produtos carneos processados sao bastante consumidos pela
populacdo em geral. De acordo com o DATAMARK (2001), o mercado brasileiro
destes produtos teve um aumento de 49% durante a ultima década (1991 a 2000),
sendo os produtos charque (22%), mortadela (28%), salame (36%), apresuntado
(46%), presunto (51%), linglica (52%) e salsichas (60%) os que apresentaram
maior aumento.

Sendo o colesterol predominante nos produtos de origem animal e
considerando que o processamento e 0 armazenamento podem levar a formacao
de 6xidos de colesterol, é importante que os produtos carneos processados sejam

investigados.
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OBJETIVOS

Diante dos fatos expostos, 0s objetivos deste trabalho foram:
Otimizar e validar uma metodologia para produtos carneos processados com
determinacdo simultdnea de o&xidos de colesterol e colesterol, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando detector por conjunto de

diodos e detector por indice de refracao, em série.

Determinar os teores de colesterol, 6xidos de colesterol, lipidios totais e
composicao de acidos graxos em produtos carneos processados.

Verificar a incidéncia de acidos graxos trans.

Avaliar possiveis alteracdes no teor de lipidios, colesterol, éxidos de colesterol

e na composicao de acidos graxos com o preparo térmico e o armazenamento

de produtos carneos processados.
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RESUMO

A relagdo entre dieta e saude esta amplamente difundida e os
consumidores, cada vez mais, levam em consideracdo a qualidade dos produtos
quando fazem sua opc¢ao de compra. Produtos processados de carne como
lingUica, salsicha, mortadela, presunto e salame sdo muito apreciados pela
populacdo, mas, em geral, sdo considerados alimentos que apresentam altos
teores de colesterol, lipidios totais e acidos graxos saturados. O processamento
dos produtos carneos pode ocasionar a oxidacdo do colesterol levando a
formacao de varios compostos, os quais estdao associados a formacao de placas
ateroscleréticas e a varios efeitos biolégicos indesejaveis. Esta revisao integra
dados sobre o processamento dos produtos carneos, a oxidacao do colesterol e
teores de colesterol, éxidos de colesterol, lipidios totais e acidos graxos em
produtos carneos processados.

SUMMARY

The connection between diet and health has been widely divulged such that
consumers are taking product quality into consideration more and more before
making a purchase. Processed meat products such as sausage, frankfurters,
mortadela, ham and salame are highly appreciated by the population, but are
generally considered as foods showing high cholesterol, total lipid and saturated
fatty acid contents. The processing of meat products can result in oxidation of the
cholesterol leading to the formation of various compounds associated with the
formation of arteriosclerotic plaque and to various undesirable biological effects.
This survey integrates data on the processing of meat products with those of
cholesterol oxidation and the levels of cholesterol, cholesterol oxides, total lipids
and fatty acids in processed meat products.
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1 - INTRODUCAO

O colesterol estd presente em todas as membranas celulares,
apresentando fungbes importantes no organismo animal, pois é a chave
intermediaria na sintese de &cidos biliares, horménios sexuais masculinos e
femininos, hormdnios adrenocorticais e participa da sintese da vitamina Ds.
Porém, esta relacionado com aterosclerose e doencas cardiovasculares (KEYS,
1970; ANDERSON et al., 1973; REISER, 1978), que sdo a principal causa de
morte natural no Brasil e em muitos outros paises. A hipercolesterolemia crénica é
o primeiro e o mais importante fator de risco para a aterosclerose.

Ha uma relagdo direta entre o colesterol e gordura saturada, provenientes
da dieta, com o nivel do colesterol sanglineo e, consequentemente, o
desenvolvimento de aterosclerose. Varios estudos mostram que a aterosclerose e
as doengas coronarianas em pessoas com uma dieta rica em gordura saturada é
muito acentuada (KWITEROVICH, 1997). Os acidos graxos frans sao mais
preocupantes que o0s saturados porque além de aumentarem o nivel de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol), diminuem o nivel de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol) (LAMBERTSON, 1992).

O colesterol é instavel e passivel de sofrer oxidagdo quando exposto a
varias condigcbes como, temperaturas elevadas, ar, iniciadores de radicais livres,
luz ou a combinacgao destes fatores. A autoxidacdo do colesterol é um processo de
reagdes em cadeia, baseado na formagdo de radicais livres, idéntica a
autoxidagao dos lipidios insaturados (SMITH, 1987).

Os hidroperéxidos formados durante a oxidagéo lipidica dos &cidos graxos
podem ser necessarios para a iniciacao da oxidacao do colesterol. O alto teor de
acidos graxos poliinsaturados presente nos alimentos pode causar a oxidacao de
diferentes espécies de radicais livres dentro e fora das células. A oxidacao lipidica
€ iniciada na superficie da membrana intracelular. A oxidagao do colesterol em
alimentos e sistemas biol6gicos pode ser intermolecular ou intramolecular. Em
sistemas intermoleculares, o hidrogénio é extraido do colesterol por radicais
peroxidos ou Oxidos dos acidos graxos poliinsaturados (fosfolipidios) vizinhos na

14
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membrana celular. Em sistemas intramoleculares, a oxidagdo dos acidos graxos
ataca a porgao colesteril das moléculas de éster de colesterol (SMITH, 1987).

Os produtos da oxidagado do colesterol possuem estruturas semelhantes ao
colesterol, com grupos funcionais como hidroxilas, cetona e epdxido adicionados
no nucleo esterol e/ou na cadeia lateral da molécula. Estes compostos podem
entrar na circulagdo sanglinea como contaminantes de alimentos contendo
colesterol ou como resultado da oxidagdo de lipoproteinas ou ainda como
catabolismo intracelular (MOREL & CHEN, 1996). Os 6xidos de colesterol mais
freqientemente encontrados em alimentos s&o: 25-hidroxicolesterol, 20o-
hidroxicolesterol, colestano-3p-5a-6-triol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6[3-
epoxicolesterol, 7oa-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e
colesta-4,6-dieno-3-ona (FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983).

Os possiveis caminhos da formacao dos principais 6xidos de colesterol
encontrados nos alimentos, por autoxidagdo do colesterol, podem ser observados
na Figura 1 (TAl et al., 1999).

cadeia

lateral Hiz
—>
perdxidos
h a
+ R f
+ 9
OH
% Hy, h7 17
-H,0 -H,0
I OOH
b d e
—2H
-0
a - colesterol g - triol
H,, b - 7-O0H (alfa e beta) h - 20-OH
c- 7-OH (alfa e beta) i-250H
d- 7-ceto

e - 3,5-colesteroldien-7-ona
¢ f- 5,6-epoxicolesterol (alfa e beta)

Figura 1. Formagéao dos principais 6xidos de colesterol encontrados nos alimentos
por autoxidacao do colesterol.
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A formacado dos éxidos de colesterol nos alimentos € muito preocupante
devido as implicagbes a saude. Varios estudos realizados com 25-
hidroxicolesterol, 7pB-hidroxicolesterol e colestano-3p3,5a,6B-triol em animais
experimentais como coelhos, macacos e ratos e estudos “in vitro” com células
endoteliais humanas e de coelhos demonstraram os efeitos citotoxicos destes
oxidos de colesterol (HUBBARD et al., 1989). Estudos utilizando 12 6xidos de
colesterol em culturas de células musculares de aortas de coelhos brancos
revelaram que o 25-hidroxicolesterol e o colestano-3f3,5a,6p-triol, dentro de 24
horas, provocaram necroses em 25% das células, usando uma concentragao
minima de 10pg/mL de meio de cultura (BOSSINGER et al.. 1993).

Os produtos da oxidacao do colesterol apresentam, possivelmente, um
papel maior no desenvolvimento de placas ateroscleréticas do que o proéprio
colesterol (PENG & TAYLOR, 1984; HUBBARD et al., 1989; KUMAR & SINGHAL,
1991). Alteram as propriedades das membranas celulares como viscosidade,
provocando disturbios na interagdo entre o colesterol e os fosfolipidios das
membranas, afetando as fungdes basicas das mesmas, como transporte de
nutrientes, atividade das enzimas da membrana e equilibrio osmoético. Os 6xidos
de colesterol também inibem a atividade da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA) redutase (PENG & MORIN, 1987; HUBBARD et al.,1989;
BOSSINGER et al.. 1993; GUARDIOLA et al., 1996).

A modificacdo oxidativa da LDL é uma hip6tese da causa de aterosclerose
(DZELETOVIC et al., 1995). Recentes pesquisas em doencas cardiovasculares
identificaram varios derivados oxigenados do colesterol em LDL oxidada em
lesbes arteriais (BROWN et al.,, 1996; BROWN & JESSUP, 1999). Os 6xidos de
colesterol contribuem para a formacdo de lesdes arteriais “in vivo”, por
aumentarem a permeabilidade vascular a albumina e a outras macromoléculas,
estimulando a agregacdo de plaquetas por alteracbes no equilibrio das
prostaglandinas e alterando a composicao lipidica da LDL (GUARDIOLA, et al.,
1996; RONG, et al., 1998). Estes compostos também inibem a expressdao dos
receptores de LDL (PENG et al., 1996) e reprimem o relaxamento do endotélio
arterial (DECKERT et al., 1997).
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Estudos tém demonstrado que os éxidos de colesterol presentes no plasma
podem elevar diretamente a peroxidacdo de lipoproteinas. De acordo com
HUGHES et al. (1994) o 7-cetocolesterol e o 7B-hidroxicolesterol foram detectados
em LDL apdés a oxidagdo das mesmas “in vitro” na presenga de ions cobre.
CHISOLM et al. (1994) identificaram 7p-hidroxicolesterol como responsavel pela
oxidagao de LDL e demonstraram a presencga de lesdes ateroscleréticas humanas.
Quantidades significantes de 6xidos de colesterol foram identificados em tecidos
humanos das aortas, plasma e figado de individuos hipercolesterolémicos e
ateroscleréticos (BJORKHEM et al., 1981; JAVITT et al.,, 1981; SPENCER et al.,
1985; KUMAR & SINGHAL, 1991).

Os oOxidos de colesterol também apresentam efeitos mutagénicos e
carcinogénicos. Uma correlacao positiva entre a formacao de 5,6-epoxicolesterol e
a incidéncia de céancer foi evidenciada em experimentos onde observou-se o
desenvolvimento de cancer de ovario em ratas e de pele em ratos (BLACK &
DOUGLAS, 1972). Estudos “in vitro” também mostraram que o 5,6-epoxicolesterol
apresenta efeito mutagénico (SEVANIAN & PETERSON, 1984). Em estudos
epidemiolégicos, pacientes com um aumento de colestano-3p,5a,6p-triol no trato
gastrointestinal, apresentaram incidéncia de cancer de colon (SEVANIAN &
PETERSON, 1986).

Os acidos graxos também apresentam importante papel no tecido bioldgico,
como constituintes lipidicos das membranas celulares, influenciam diretamente em
certas propriedades, tais como, integridade, fluidez, permeabilidade e atividades
de ligacdo enzima-membrana. No entanto, de acordo com o tipo de acido graxo
consumido na dieta, importantes implicagcdes para o coracdo humano podem ser
geradas, aumentando o risco de doencas cardiovasculares (EDER, 1995).

Dietas contendo alto teor de colesterol, &cidos graxos saturados e acidos
graxos trans sao consideradas hipercolesterolémicas e estdo associadas com o
desenvolvimento de aterosclerose e doencgas cardiovasculares (ROBERTS, 1992).
Os acidos graxos saturados de cadeia longa podem afetar os niveis de lipidios
plasmaticos de maneiras diferentes, os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) e
palmitico  (C16:0) sdo considerados 0s mais preocupantes e
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hipercolesterolémicos. Segundo HAYES et al. (1991), desses trés acidos graxos
mencionados, o C14:0 é o mais hipercolesterolémico e o C16:0 é o menos. O
acido estearico (C18:0) tem efeito neutro no nivel de colesterol sangiiineo, uma
vez que é rapidamente convertido em &cido oléico (C18:1®9), um acido graxo
monoinsaturado considerado hipocolesterolémico. Os acidos graxos saturados de
cadeia curta (<C12) sdo metabolisados de maneira diferente dos acidos graxos
saturados de cadeia longa e sdo imediatamente consumidos antes de serem
armazenados nos tecidos. A reducao de acidos graxos saturados de cadeia longa
na dieta é desejavel porque estes acidos elevam a concentracdo de colesterol no
soro sanguineo e interferem com os receptores de LDL no figado (SINCLAIR,
1993).

Os acidos graxos presentes nos alimentos podem ser totalmente saturados
ou conter duplas ligagdes em numero variavel de 1 a 6. Os &cidos graxos
insaturados, portanto, compreendem tanto os &cidos graxos monoinsaturados
quanto os poliinsaturados, que por sua vez, sdo formados por duas familias de
acidos graxos: 3 e w6. A distincao entre eles é baseada na localizacdo da
primeira dupla ligagdo, contando a partir do ultimo grupo metil da molécula de
acido graxo. Os acidos graxos monoinsaturados sao representados pelo acido
oléico (C18:1m9), que pode ser sintetizado por todos os mamiferos, incluindo
humanos. Acidos graxos ®3 e w6 sdo considerados essenciais, porque 0S
humanos, assim como todos os mamiferos, ndo podem sintetiza-los e tém que
retira-los de sua dieta. O acido graxo linoléico (C18:2w6) representa os acidos
graxos w6 e o acido linolénico (C18:3w3) os acidos graxos o3 (CHRISTIE, 1988).

O acido linoléico, em humanos, pode ser convertido para acido
araquidoénico (AA = C20:4w6) e o acido linolénico, para acido eicosapentaendico
(EPA = C20:5w3) e acido docosahexaendico (DHA = C22:6w3), através de
enzimas A6, A5 e A4-desaturases e alongamento de cadeia. Ha evidéncias de que
a Ab6-desaturase decresce com a idade, e estudos afirmam que prematuros,
hipertensos e diabéticos tém limitacdes na conversao de acido linolénico para EPA
e DHA (DE GOMES & BRENNER, 1975; CARLSON et al., 1986).
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Numerosos estudos em animais, investigagdes epidemiolégicas e triagens
clinicas tém mostrado que os &cidos graxos poliinsaturados w3 sdo importantes
para as fungdes bioldégicas normais, além de regular o metabolismo das
prostaglandinas e reduzir o nivel de triacilgliceréis (GREENE & SELIVONCHICK,
1987; WEAVER & HOLOB, 1988; SIMOPOULQOS, 1991).

Os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, como o araquidénico € o
eicosapentaendico, localizados nas membranas celulares, sdo precursores de
diferentes eicosanodides (prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos) que atuam
como mensageiros da célula e reguladores metabdlicos, cujas fun¢des especificas
sao particularmente de grande interesse no estudo de doengas cardiovasculares
(METCALFE et al., 1966). Além deste fator, os beneficios destes acidos graxos
estdo associados a manutencdo da integridade da membrana celular e sua
capacidade em diminuir a quantidade de lipidios séricos (EDER, 1995).
OKUYAMA et al. (1997) associaram a reducdo da producdo de fatores
bioquimicos de risco ao cancer a suplementacao alimentar com EPA e DHA, que
diminui os niveis de prostaglandinas do grupo Eo.

Deve-se destacar que as duplas ligacées dos acidos graxos apresentam a
estrutura conformacional cis, isto é, os radicais em relagdo as duplas ligacoes
estdo do mesmo lado. No entanto, quando os acidos graxos cis ou 0s
triacilglicerdéis, que os contém, sdo submetidos a algum processo enzimatico,
oxidativo ou de hidrogenacao, ocorre a formacao de isdmeros geométricos em que
os radicais relacionados as duplas ligagbes mudam de posi¢do, ocorrendo a
formagéo dos acidos graxos trans.

Os &cidos graxos trans praticamente nao sao encontrados em oOleos e
gorduras de origem vegetal ndo refinados, podendo ser formados em reagbes
quimicas, como a oxidagao que ocorre durante os processos de extragao, refino e
estocagem e a hidrogenacao industrial de 6leos vegetais ou de pescados. No
entanto, na gordura das carnes e produtos lacteos de animais ruminantes, os
acidos graxos isbmeros trans sao componentes naturais, sendo formados pela
biohidrogenacao através de sistemas enzimaticos (isomerases e hidrogenases) da

flora microbiota presente no rumen de animais poligastricos, portanto, a carne

19



Capitulo 1

bovina e de cordeiro podem ser fontes de acidos graxos trans na dieta (SMITH et
al., 1978).

Sendo os 6leos vegetais parcialmente hidrogenados, margarinas e gordura
hidrogenada usados nas formulagées de muitos produtos alimenticios, os acidos
graxos trans, podem estar presentes em uma grande variedade de alimentos,

como os produtos carneos processados.

2 - PROCESSAMENTO DOS PRODUTOS CARNEOS

O processamento ou a industrializacdo consiste na transformagado das
carnes em produtos carneos. Sao varios os produtos carneos produzidos e para
cada um deles tem-se técnicas de processamento diferentes, as quais seguem
descritas de acordo com TERRA (1998).

2.1 — Hamburguer e Alméndegas: sdo aglomerados de carne picada e moida,
misturados com os ingredientes (gordura hidrogenada, proteina vegetal, sal,
condimentos naturais, glutamato monossodico e eritorbato de sodio) que sofrem
uma prensagem e uma subseqlente moldagem, sendo depois congelados e

embalados. O produto deve ser conservado congelado (-12°C a -18°C).

2.2 — Salsicha: A carne é moida e misturada com agua/gelo. Essa mistura deve
ser bem feita, ndo somente para a completa incorporagcao de todos os ingredientes
(proteina vegetal, amido, sal, condimentos naturais, glutamato monossédico,
nitrato e nitrito de sodio e eritorbato de sédio) como, principalmente, para extrair
as proteinas miofibrilares que irdo reter a agua dentro da massa carnea.
Concluida a mistura, a massa é embutida em tripa celuldsica, cozida e resfriada.
Apoés o resfriamento retira-se as tripas sintéticas e as salsichas sdo embaladas
nos sacos plasticos a vacuo e conservadas resfriadas até +8°C.
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2.3 — Mortadela: A mortadela é o produto constituido de carne bovina, suina e
toucinho picados e triturados ou de carne de ave e carne mecanicamente
separada de ave, adicionado de amido, proteina vegetal, glicose, sal, condimentos
e aromas naturais, glutamato monossaédico, nitrato e nitrito de sddio e eritorbato de
sodio. Apéds a mistura de todos os ingredientes a mortadela € embutida em bexiga
natural ou artificial, cozida em tanque ou estufa, iniciando-se com 60°C e
terminando com 80°C. O centro do produto deve atingir a temperatura de 73°C.

Apés o cozimento a mortadela é resfriada e embalada, e conservada em
temperatura de refrigeragao (até +8°C).

2.4 — Salame: é o produto constituido da mistura de carne bovina, carne suina e
toucinho picados, adicionados de ingredientes, tais como, leite em pd, sal,
condimentos e especiarias, nitrato e nitrito de sodio e eritorbato de sédio. Mistura-
se tudo muito bem para também extrair as proteinas miofibrilares que responderao
pela unido dos fragmentos de carne no salame. A cultura starter (pesada na
quantidade indicada na embalagem) apos ter sido misturada com 200ml de agua
nao clorada (repouso de 30 minutos para “acordar” a cultura starter) € misturada
cuidadosamente. Concluida a mistura, a massa é embutida em tripas e em
seguida submetido a defumacao, secagem e embalagem. O produto é conservado
em local seco, fresco e arejado.

2.5 — Linguica: é um produto preparado com carne picada bovina, suina, ou
mistura das duas e toucinho, ou de carne de ave (frango, chester, peru),
adicionado de sal, proteina de soja, condimentos naturais, glutamato
monossaodico, nitrato e nitrito de sddio e eritorbato de sodio. Apés a mistura dos
ingredientes é realizado o embutimento em tripas finas naturais, atada com cordao

em pequenos gomos, embaladas e conservadas sob refrigeracao (até +8°C).
2.6 — Presunto cozido: O pernil suino é desossado em cortes secundarios (coxao

mole, patinho, lagarto, coxao duro e alcatra). As por¢des carneas sao injetadas de
salmoura e a seguir sdo colocadas no tombador a vacuo. O processo de
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tombamento é realizado no interior de uma camara fria (4° a 6°C) durante o
periodo de 12 a 15 horas. A seguir as mesmas sdo embaladas, enformadas e
cozidas. ApO6s o cozimento sdo resfriadas, desenformadas, embaladas e
conservadas em temperatura de refrigeracéo (até +8°C).

2.7 — Apresuntado: A paleta suina é moida e incorporada a salmoura e o0s
ingredientes (amido, proteina de soja, nitrato e nitrito de sédio e eritorbato de
s6dio), mantendo em cura por 12 a 15 horas (4 a 6°C), depois é embutida,
enformada e cozida. Apds o cozimento as pecas sao desenformadas, embaladas
e conservadas em temperatura de refrigeracéo (até +8°C).

28 - Jerked beef: O dianteiro bovino é preparado em mantas com
aproximadamente 5 cm de espessura, procedendo a salga Umida, por
tombamento, com adicdo de nitrato e nitrito de sddio e antioxidante. Retirada da
salmoura, elabora-se pilhas de pecas de carne entremeadas de sal grosso (salga
seca). Apds 24 horas, inicia-se os tombos, invertendo a posi¢cdo das mantas nas
pilhas. Apds quatro tombos, as pegas sao lavadas para a retirada do excesso de
sal da superficie e expostas ao sol. Apés a secagem as pegas sao embaladas e

conservadas em local seco e arejado.

3 — COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTEROL EM PRODUTOS
CARNEOS PROCESSADOS

O colesterol € um componente importantissimo das membranas celulares
dos animais e tende a estar presente nas carnes em quantidades variaveis.

Varios sdo os fatores que influenciam o nivel de colesterol nas carnes,
como a espécie animal (bovino, suino, ovino, aves, etc.), a raga, 0 sexo, a idade e

a dieta.
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Alguns trabalhos sobre colesterol em produtos carneos processados foram
encontrados na literatura.

NOVELLI et al. (1998) determinaram colesterol em quatorze amostras de
salame tipo Milano e onze amostras de mortadela suina, variando de 34,29 a
119,01mg/100g de amostra no salame Milano e de 52,11 a 138,14mg/100g de
amostra na mortadela suina.

KING et al. (1998) quantificaram o colesterol em produtos processados de
carne de peru, sendo oito amostras de presunto, pastrame e carne moida
(“bologna”), com os teores de colesterol variando de 116 = 3 no presunto a 144 +
15mg/100g de amostra na “bologna”.

RODRIGUEZ-ESTRADA et al. (1997) realizaram um estudo onde
verificaram o efeito de diferentes métodos de cozimento (assado, microondas,
microondas e assado, grelhado, cozido e frito) sobre o teor de colesterol em
hamburguer bovino. O teor de colesterol nas amostras de hamburguer cruas foi de
83,4mg/hamblrguer e nas amostras cozidas este teor variou de 49,1 no
hamburguer cozido a 72,5mg/hamburguer no hambarguer frito.

LARKESON et al. (2000) determinaram teores de colesterol em amostras
de alméndegas (50% de carne bovina + 50% de carne suina) e hamburguers
bovinos crus e pré-fritos. Nas amostras de alméndegas cruas e pré-fritas os teores
de colesterol obtidos foram 38,9 e 32,7mg/100g de amostra, respectivamente, e
encontraram teores de 46,1mg/100g nas amostras de hamburguers crus e
28,6mg/100g de amostra nos hamburguers pre-fritos.

PEREIRA et al. (2000) quantificaram colesterol em lingligas tipo comum e
em lingligcas de carne de frango, chester e peru. Encontraram teores maiores nas
amostras de lingticas tipo comum (50,9 + 12,63mg/100g de amostra) e menores
nas amostras de linglicas de frango (43,6 + 14,81mg/100g de amostra) e de
chester (43,6 + 6,65mg/100g de amostra).

LERCKER & RODRIGUEZ-ESTRADA (2000) obtiveram teores de colesterol
variando de 100 a 300mg/100g de amostra em dez amostras de salame.

Os 6xidos de colesterol podem ser formados durante o processamento e 0
preparo do alimento quando exposto a temperaturas elevadas, ar, luz, radiagcao ou
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a combinacgao destes fatores (SMITH, 1987; HUBBARD et al., 1989). Geralmente,
temperatura, pH, luz, oxigénio, atividade de agua e a presenca de acidos graxos
insaturados sdo os fatores que mais influenciam na formagcdo dos éxidos de
colesterol durante o processamento € o armazenamento dos alimentos (DIONISI
et al., 1998). Além disso, condigdes imprdprias de armazenamento podem facilitar
a formacéo dos produtos da oxidacao do colesterol (PANIANGVAIT et al., 1995).

Os procedimentos de processamento podem levar a oxidagao dos lipidios
presentes na carne e em seus produtos processados por varias maneiras. O
tratamento térmico tem efeitos negativos na estrutura celular, pois provoca a
desnaturacdo das proteinas, principalmente da globina, deixando o ion ferro*?
mais susceptivel a oxidacao com liberacao de oxigénio molecular da oximioglobina
presente nos musculos, produzindo desta maneira as condicbes para a producao
de peréxidos de hidrogénio. Fragmentando, picando e misturando a carne, desfaz-
se a estrutura muscular da mesma, aumentando a superficie de exposicdo ao
oxigénio e a outros catalisadores da oxidacao, o que pode dar origem a radicais
livres desencadeando as reacbes de oxidagdo do colesterol (NOVELLI et al.,
1998).

Varios Oxidos de colesterol foram encontrados em produtos céarneos
processados.

NOVELLI et al. (1998) encontraram 7B-hidroxicolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol, 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol em amostras de salame
tipo Milano e de mortadela suina. O 7B-hidroxicolesterol foi detectado em duas
amostras de salame (13,46 e 15,82u9/g de amostra) e uma amostra de mortadela
(6,41ug/g de amostra); o 5,6a-epoxicolesterol foi encontrado em cinco amostras
de salame (0,50 — 9,47ug/g de amostra) e esteve ausente em apenas uma
amostra de mortadela (1,62 — 6,18ug/g de amostra); o 7-cetocolesterol foi
determinado em sete amostras de salame (0,42 — 2,56ug/g de amostra) e cinco
amostras de mortadela (0,57 — 18,69ug/g de amostra) e o 25-hidroxicolesterol nao
foi detectado nas amostras de mortadela, sendo encontrado em apenas trés

amostras de salame (0,74, 1,42 e 2,64u19/g de amostra).
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SCHMARR et al. (1996) analisaram dois tipos de salame, os quais foram
designados como salame (A) e salame (B) e encontraram 7a-hidroxicolesterol
(2,21 + 0,42 no salame A e 0,38 = 0,08ug/g de amostra no salame B), 7B-
hidroxicolesterol (0,88 = 0,07 no salame A e 0,36 £ 0,13ug/g de amostra no
salame B), 20a-hidroxicolesterol (0,34 + 0,03ug/g de amostra no salame A e nao
detectado no salame B), 5,6a-epoxicolesterol (0,74 + 0,19ug/g de amostra no
salame A e nado detectado no salame B), 5,6B-epoxicolesterol (0,50 + 0,04 no
salame A e 0,35 * 0,04ug/g de amostra no salame B) e 7-cetocolesterol (1,09 *
0,01 no salame A e 0,57 £ 0,01ug/g de amostra no salame B).

HIGLEY et al. (1986) detectaram 7a-hidroxicolesterol em salsicha cozida
(1640ug/g de amostra) e hambuarguer cozido (72ug/g de amostra), 7pB-
hidroxicolesterol em hamburguer cru (3,6ug/g de amostra), tracos de 7-
cetocolesterol em salsicha, hamburguer cru e cozido, colestan-3,5a,63-triol em
salsichas cozidas (1335ug/g de amostra), “bologna” de peru (86ug/g de amostra) e
hamburguer cru (1298ug/g de amostra), 5-colesten-33-ol-22-one em salsicha
cozida (1869ug/g de amostra), hambudrguer cru (210ug/g de amostra), bacon
cozido (668g/g de amostra) e carne salgada de porco (247ug/g de amostra).

RODRIGUEZ-ESTRADA et al. (1997) determinaram 7-cetocolesterol em
amostras de hamburguer bovino, verificando o efeito de diferentes métodos de
preparo térmico sobre a oxidacao do colesterol. Embora o preparo térmico tenha
diminuido o conteudo de 7-cetocolesterol, em relacdo a amostra crua, o0 7-
cetocolesterol foi detectado em maior teor quando os hamburguers foram
preparados através da combinagao microondas + assado (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito do preparo térmico sobre o conteudo de 7-cetocolesterol em

hamburguer bovino.

7-cetocolesterol

Preparo térmico (ng/g de lipidios)*
Cru 25,2°
Assado 18,0°
Microondas 19,6°
Microondas + assado 22,0°
Grelhado 19,5°
Cozido 16,4°
Frito 18,6°

* Valores médios das triplicatas. Valores na mesma coluna com letras iguais sobrescritas
nao apresentaram diferenca significativa (P = 0,05).

LARKESON et al. (2000) também encontraram Oxidos de colesterol (7a-
hidroxicolesterol, 7p-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,603-
epoxicolesterol e colestan-3p,5a,6pB-triol) em amostras de hamburguer bovino e
alméndegas (50% de carne bovina + 50% de carne suina) cruas e pré-fritas, com
os teores aumentados quando foram fritas e estocadas no escuro a 4°C por uma e

duas semanas. O maior aumento foi determinado nos hamburguers pré-fritos
(Tabela 2).

Tabela 2. Oxidos de colesterol totais (ug/g lipidios) em almoéndegas (50% de carne

bovina + 50% de carne suina) e hamburguer bovino crus e fritos.

Cruas Pré-fritas
Alméndegas Hambdurguer Alméndegas Hambdurguer
Tempo zero 3,3 5,5 5,5 8,4
Fritas 10,4 6,7 8,2 29,4
1 semana* 11,0 6,9 14,3 41,9
2 semanas™* 10,8 7,2 16,1 49,5

* Amostras fritas e estocadas a 4°C por uma semana; ** amostras fritas e estocadas a 4°C
por duas semanas.
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TORRES et al. (1989) determinaram O6xidos de colesterol em amostras de
charque preparadas com sal refinado, sal grosso e sal refinado com adigédo de
BHA/BHT apdés trinta dias de estocagem em temperatura ambiente. No charque
preparado com sal refinado encontraram 7-cetocolesterol (5,54ug/g de amostra) e
colestan-3p,5a,6B-triol (1,82ug/g de amostra), no charque preparado com sal
grosso 7B-hidroxicolesterol (3,16ug/g de amostra), 7-cetocolesterol (5,12ug/g de
amostra) e colestan-3p,50,63-triol (3,92ug/g de amostra), no charque preparado
com sal refinado + BHA/BHT encontraram 7B-hidroxicolesterol (0,38ug/g de
amostra), 7-cetocolesterol (0,88ug/g de amostra), 4B-hidroxicolesterol (0,78ug/g de
amostra) e 5,6a-epoxicolesterol (0,96ug/g de amostra).

OSADA et al. (2000) detectaram 7B-hidroxicolesterol + 5,6p-epoxicolesterol,
5,6a-epoxicolesterol, colestan-33,5a,6p-triol e 7-cetocolesterol em amostras de
linglica, presunto cru e assado, salame e bacon. Os teores de 7B3-hidroxicolesterol
+ 5,6B-epoxicolesterol variaram de 1,11 + 0,29 no bacon a 4,74 + 1,75ug/g de
amostra na linglica, o 5,6a-epoxicolesterol variou de 0,80 *+ 0,26 no presunto cru a
3,83 + 0,64ug9/g de amostra na linglica, o colestan-3f3,5a,6p-triol variou de 0,51 *
0,48 no presunto cru a 3,68 + 2,41ug/g de amostra na linglica e os teores de 7-
cetocolesterol variaram de 7,08 £ 1,36 no bacon a 12,04 £ 0,61ug/g de amostra no
presunto assado.

SANDER et al. (1989) analisaram amostras de carnes liofilizadas, sendo
sete amostras de carne de frango e bovina e duas amostras de carne de peru.
Obtiveram 7o-hidroxicolesterol em duas amostras de carne de frango (4 e 8ug/g
de amostra) e bovina (6 e 17ug/g de amostra) e nao foi encontrado nas amostras
de carne de peru; o 7B-hidroxicolesterol foi determinado em quatro amostras de
carne de frango (3 — 6ug/g de amostra), duas de carne bovina (9 e 14ug/g de
amostra) e uma de carne de peru (18ug/g de amostra); o 7-cetocolesterol néo foi
detectado em somente uma amostra de carne de frango (4 — 22ug/g de amostra) e
de carne bovina (3 — 27ug/g de amostra) e esteve presente nas duas amostras de
carne de peru (8 e 20ug/g de amostra); o 5,6a-epoxicolesterol esteve presente

nas sete amostras de carne de frango (2 — 43ug/g de amostra) e nas duas
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amostras de carne de peru (7 e 21ug/g de amostra), nao foi encontrado em
apenas uma amostra de carne bovina (3 — 21ug/g de amostra); o 5,6p-
epoxicolesterol ndo foi detectado em apenas uma amostra de carne de frango (4 —
27ug/g de amostra) e bovina (1 — 9ug/g de amostra) e esteve presente nas duas
amostras de carne de peru (6 e 8ug/g de amostra); o colestan-3f3,5a,6B-triol foi
encontrado em somente uma amostra de carne bovina (2ug/g de amostra) e o 25-
hidroxicolesterol nao foi detectado em nenhuma das amostras analisadas.

LERCKER & RODRIGUEZ-ESTRADA (2000) determinaram 7-
cetocolesterol em dez amostras de salame, variando de 0,7 a 4,5u9/g de amostra.

MOURA & TENUTA-FILHO (2002) obtiveram 7o-hidroxicolesterol, 7f3-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol em dois lotes de
hamburguers de frango e bovino congelados, irradiados e estocados sob
atmosfera de oxigénio e sob vacuo (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Colesterol e 6xidos de colesterol em hamburguer de frango congelado.

Oxidos de colesterol (ug/g de amostra)

Oxigénio 70-OH 7B-OH 7-Ceto 25-OH

1 ONI 7,8+0,4 6,3+1,6 11,3+0,7 43+0,5
o3 7,310,3 6,5+04 95+t14 48+1,1

2 ONI 7,6+0,5 58+0,3 13,3+£0,8 3,9+0,4
03 7,210,2 5,6+0,2 15,1+2,7 3,7+0,6
Vacuo 70-OH 7B-OH 7-Ceto 25-OH

1 VNI 7,1£0,1 6,6+0,8 55+0,1 3,8+0,5
V3 7,6 0,4 7,7£1,.2 11,2£0,7 4,0£0,4

2 VNI 7,2%0,1 54+0,2 58+0,5 3,9+04
V3 7,4£0,4 5,3%0,1 14,7+£0,5 3,5%£0,5

ONI = atmosfera de oxigénio e nao irradiado

O8 = atmosfera de oxigénio e irradiado com dose de 3KGy
VNI = atmosfera a vacuo e néo irradiado

V3 = atmosfera a vacuo e irradiado com dose de 3KGy
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Tabela 4. Colesterol e 6xidos de colesterol em hamburguer bovino congelado.

Oxidos de colesterol (ng/g de amostra)

Oxigénio 70-OH 7B-OH 7-Ceto 25-OH
ONI 2,4£0,3 11,2£0,5 10,6 £ 0,1 nd
1 035 1,9+0,4 11,710 11,510 nd
o7 3,7£0,6 12,6 £ 0,3 14,8+0,6 nd
ONI 1,4+0,4 53+£0,3 1,4+0,1 1,1£0
2 035 1,9+0,1 10,0£0,3 1,1£0,1 1,9+0,1
o7 44104 8,6t£1,6 0,7£0,1 3,6 £2,1
Vacuo 70-OH 7B-OH 7-Ceto 25-OH
VNI 2,5+0,1 125+1,3 10,9 +0,1 nd
1 V35 2,1£0,3 11,8104 11,21£0,7 nd
V7 3,2+0,1 11,9+0,5 13,9 +0,1 nd
VNI 2,510,1 6,210 0,7£0,1 2,0£0,3
2 V3,5 1,210 3,7+0 1,9+0,5 3,6+1,8
V7 3,210 tr 2,1+£0,8 52+£3,3

ONI = atmosfera de oxigénio e nao irradiado

03,5 = atmosfera de oxigénio e irradiado com dose de 3,5KGy
07 = atmosfera de oxigénio e irradiado com dose de 7KGy
VNI = atmosfera a vacuo e néo irradiado

V3,5 = atmosfera a vacuo e irradiado com dose de 3,5KGy

V7 = atmosfera a vacuo e irradiado com dose de 7KGy

tr = valores abaixo do limite de quantificagao

nd = ndo detectado

Destes trabalhos citados, somente os trabalhos de NOVELLI et al. (1998),
de SCHMARR et al. (1996) e de SANDER et al. (1989) relatam a realizacdo da
confirmacéao dos 6xidos de colesterol através da espectrometria de massas. PARK

& ADDIS (1985) ndo encontraram Oxidos de colesterol nas amostras analisadas

de figado fresco, cérebro fresco, musculo bovino, frango frito, hamburguer

grelhado, jerked beef e lingtica de figado.

Os estudos sobre 6xidos de colesterol em produtos carneos processados

sao escassos na literatura e os resultados as vezes conflitantes. Em geral pode-se
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dizer que: 1) entre os Oxidos de colesterol formados, o 7-cetocolesterol é o de
maior predominancia; 2) os 6xidos de colesterol considerados mais citotdxicos, 25-
hidroxicolesterol e colestan-3f3,50,63-triol, sdo encontrados apenas em algumas
amostras; 3) diferentes 6xidos de colesterol sdo encontrados, os quais divergem
de autor para autor.

Desta forma, maiores estudos sdo necessarios no sentido de elucidar

melhor as condi¢des que produzem estes 6xidos de colesterol em alimentos.

4 — LIPiDIOS TOTAIS E COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS EM
PRODUTOS CARNEOS PROCESSADOS

Os lipidios podem sofrer transformag¢des quimicas tanto durante o seu
armazenamento como no seu processamento. As transformagdes quimicas mais
importantes sao as reagdes de rancidez, tanto a hidrolitica como a oxidativa. Estas
transformacdes podem afetar profundamente as qualidades organolépticas dos
alimentos, prejudicando a aceitagcdo dos mesmos e a ingestdo continua e
prolongada de produtos rancificados podem ser prejudiciais ao organismo
humano.

A relacao dieta e saude estd amplamente difundida e os clinicos gerais,
cardiologistas e nutricionistas recomendam uma dieta equilibrada, ou seja, com
baixo teor de lipidios totais e acidos graxos saturados e maior taxa de acidos
graxos monoinsaturados e poliinsaturados.

Dentre os &cidos graxos insaturados, merecem atencao os acidos graxos
frans oriundos do processamento e da hidrogenacado dos 6leos e gorduras, que
sdo considerados mais aterogénicos que os saturados. Os 4&cidos graxos
poliinsaturados naturalmente cis sdo tidos como benéficos, pois reduzem a
agregacdo plaquetaria, reduzem os triacilgliceridios e, consequentemente,
reduzem o risco de doencas cardiovasculares (LAMBERTSON, 1992).

30



Capitulo 1

Alguns trabalhos contendo lipidios totais e composi¢cao de acidos graxos em
produtos carneos processados foram encontrados na literatura.

NOVELLI et al. (1998) determinaram lipidios totais em quatorze amostras
de salame tipo Milano e onze amostras de mortadela suina. Os teores de lipidios
variaram de 26,41 a 35,979/100g no salame e de 22,74 a 34,499/100g na
mortadela.

LARKESON et al. (2000) determinaram lipidios e composicdo de acidos
graxos em amostras de alméndegas (50% de carne bovina + 50% de carne suina)
e hamburguers bovinos crus e pré-fritos (Tabela 5).

Tabela 5. Teores de lipidios totais e principais acidos graxos em amostras de
alméndegas (50% de carne bovina + 50% de carne suina) e hamburguer bovino

crus e fritos.

Lipidios
Amostras (%) Acidos graxos (% de area)
C14:.0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 Outros
ALCR 6,6 24 282 32 135 43,7 52 0,4 3,5
ALFR 11,3 29 30,2 34 125 427 4,6 0,3 3,4
HACR 17,0 36 284 48 133 405 1,0 0,2 8,2
HAFR 12,6 26 288 29 133 421 6,7 0,5 3,4

ALCR = alméndega crua; ALFR = alméndega frita; HACR = hamburguer cru; HAFR =
hamburguer frito.

RODRIGUEZ-ESTRADA et al. (1997) realizaram um estudo verificando o
efeito de diferentes métodos de cozimento sobre os teores de lipidios e alteracdes

na composicao de acidos graxos em amostras de hamburguer bovino (Tabela 6).
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Tabela 6. Efeito do tratamento térmico sobre os teores de lipidios e a composigao

de &cidos graxos em hamburguer bovino.

Tratamento Lipidios (%)* Acidos graxos totais*
AGS (%) AGM (%) AGP (%)

Cru 13,8¢ 49,02 47 9° 3,28
Assado 10,8 48,72 47,8° 3,5°
Microondas 11,1° 48,8° 47,8° 3,5°
Microondas + 11,5° 48,4° 48,12 3,6°
assado

Grelhado 10,62 48,47 47,9 3,6°
Cozido 10,62 48,5° 47,9 3,6
Frito 12,2° 49,0° 47 ,5a 3,5°

* Média dos valores das triplicatas. AGS = acidos graxos saturados; AGM = 4cidos graxos
monoinsaturados; AGP = acidos graxos poliinsaturados. Valores na mesma coluna com
letras iguais sobrescritas ndo apresentaram diferenga significativa (P = 0,05).

PEREIRA et al. (2000) realizaram um trabalho com amostras de linguicas
tipo comum, linglicas de carne de frango, chester e peru, onde verificaram os
teores de lipidios totais e a composicao de acidos graxos. Os teores de lipidios
totais foram menores nas amostras de linglica de carne de peru (4,06 +
0,079/100g) e maiores nas amostras de linguica tipo comum (17,0 + 4,8g9/100g9).
Os principais acidos graxos encontrados, em ordem decrescente, foram: C18:19,
C16:0, C18:2m6, C18:0 e C16:1m7.

LERCKER & RODRIGUEZ-ESTRADA (2000) determinaram lipidios totais
em dez amostras de salame, com teores variando de 19,3 a 24,99/100g.

TORRES et al. (1989) determinaram a composicdo de acidos graxos em
amostras de charque preparadas com sal refinado, sal grosso e sal refinado com
adicdo de BHA/BHT, durante sessenta dias de estocagem. Encontraram, em
ordem decrescente, os principais acidos graxos C18:1®9, C16:0, C18;0, C14:0 e
C18:2w6.
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Como os produtos carneos processados sdo altamente consumidos e sao
fontes importantes de lipidios e &cidos graxos saturados, maiores estudos sao
necessarios para verificar a presenca de tais compostos e suas respectivas

implicagdes nutricionais a saude.
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VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA
DETERMINACAO SIMULTANEA, POR CLAE, DE
COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTEROL EM

PRODUTOS CARNEOS PROCESSADOS
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RESUMO

Alguns 6xidos de colesterol de importancia biolégica como 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol e colestan-33-5a-6B-triol ndo possuem
caracteristicas adequadas de absor¢cdo na luz ultravioleta (UV). No entanto,
podem ser determinados pelo detector por indice de refracdo, embora seja menos
sensivel que o detector por UV. No presente trabalho foi validado um método para
a determinagdo simultdnea de colesterol e 6xidos de colesterol em produtos
carneos processados, por CLAE, utilizando detector por conjunto de diodos e
detector por indice de refragdo, em série. Foram utilizadas amostras de produtos
processados de carne de peru. O preparo das amostras foi realizado de acordo
com SANDER et al. (1989), o qual apresenta as seguintes etapas: extracao dos
lipidios, saponificagéo a frio e extragao da matéria insaponificavel. As condi¢oes
cromatogréficas foram: coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um); temperatura
da coluna 32°C; fase movel de hexano/isopropanol (96+4) com vazdo de
1,0mL/min, de acordo com BAGGIO et al. (2002). O método foi validado através
da recuperacdo, repetibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e
comparagdo dos resultados obtidos pelos dois detectores utilizados. A
identificacao do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi feita por comparagéao do
tempo de retengcédo do padrdo com o da amostra, espectros de absorbancia e co-
cromatografia, e a confirmagdo por espectrometria de massas. Nas condi¢coes
cromatograficas utilizadas, foram separados o colesterol e os seguintes 6xidos de
colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol,
5,6a-epoxicolesterol, 5,6p-epoxicolesteroal, 7o-hidroxicolesterol, 7B-
hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol. Sendo identificados e confirmados nas
amostras analisadas de produtos carneos processados de peru o colesterol, o 7-
cetocolesterol e 0 5,63-epoxicolesterol. O colesterol e 0 5,63-epoxicolesterol foram
quantificados pelo detector por indice de refracdo e o 7-cetocolesterol pelo
detector por conjunto de diodos.
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SUMMARY

Some cholesterol oxides of biological importance such as 5,6a-
epoxicholesterol, 5,6B-epoxicholesterol and cholestan-3p-5a-63-triol do not
possess the necessary characteristics for ultraviolet (UV) absorption. However they
can be determined using a refractive index detector, although this is less sensitive
than UV detector. This study validated a method for the simultaneous
determination of cholesterol and cholesterol oxides by HPLC in processed meat
products, using diode array and refractive index detectors. The samples were
prepared according to SANDER et al. (1989), including the following steps: lipid
extraction, cold saponification and extraction of the unsaponifiable matter. The
following chromatographic conditions were used: HP Nova Pak CN column (300 x
3.9mm, 4pum); column temperature of 32°C; mobile phase of hexanol/isopropanol
(96+4) with a flow rate of 1.0mL/min., according to BAGGIO et al. (2002). The
method was validated according to recovery, repeatability, detection limits,
quantification limits and comparison of the results obtained with the two detectors.
Identification of cholesterol and the cholesterol oxides was by comparison of the
retention times with those of the standard, absorption spectra and co-
chromatography, and confirmation was by mass spectroscopy. Under the
chromatographic conditions used, cholesterol, and the following cholesterol oxides
were  separated:  cholesta-4,6-dien-3-one,  20a-hydroxycholesterol,  25-
hydroxycholesterol, 5,6a-epoxycholesterol, 5,6B-epoxycholesterol, 70
hydroxycholesterol, 7B-hydroxycholesterol. Only 7-cetocholesterol, and cholesterol,
7-cetocholesterol and 5,6B-epoxycholesterol were identified and confirmed in the
samples from processed turkey meat products. Cholesterol and 5,6B-
epoxycholesterol were quantified using the refraction index detector and 7-
cetocholesterol by the diode array detector.
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1 - INTRODUCAO

O colesterol é um lipidio presente na fracao insaponificavel, de origem
animal, encontrado em todas as células vivas. Ele é necessario para a estrutura
das membranas celulares, é precursor da sintese de acidos biliares, da sintese da
vitamina D3 e de horménios (estradiol, testosterona, progesterona, estrona,
aldosterona, cortisol). Porém, esta relacionado com ateroscleroses e doencgas
cardiacas coronarianas.

A oxidacdo dos lipidios presentes nos alimentos de origem animal é
considerada um fator de risco para a saude humana. O colesterol, sendo um
lipidio insaturado, € susceptivel a oxidacdo quando exposto ao ar, altas
temperaturas, iniciadores de radicais livres, luz ou a combinagao destes (SMITH,
1987). Os produtos da oxidagdo do colesterol sdo considerados agentes mais
prejudiciais que o proprio colesterol na formagao de placas ateroscleréticas, bem
como mutagénicos, carcinogénicos e citotoxicos (GUARDIOLA et al., 1996).

Os principais 6xidos de colesterol encontrados em alimentos sao: 25-
hidroxicolesterol, 200-hidroxicolesterol, colestan-3B-5a-6f-triol, 5,60
epoxicolesterol, 5,6p-epoxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7p-hidroxicolesterol, 7-
cetocolesterol e colesta-4,6-dien-3-ona (FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983).

A determinagao de 6xidos de colesterol em produtos alimenticios pode ser
realizada através de varias metodologias, sendo as mais utilizadas a
cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Discrepancias nos resultados tém sido observadas, as quais podem ser atribuidas
aos diferentes procedimentos utilizados. Em alimentos contendo baixos niveis de
oxidos de colesterol, a quantificagdo dos mesmos torna-se um problema analitico
dificil, uma vez que a extracao e a separacao destes compostos é freqlientemente
dificultado pela presenca de interferentes, como colesterol e outros esterais,
triacilgliceridios e fosfolipidios (McCLUSKEY & DEVERY, 1993).

Os produtos da oxidag&o do colesterol foram primeiramente separados por
cromatografia em camada delgada (CCD) (ANSARI & SMITH, 1979). Porém,
TENG et al. (1973) obtiveram a separacao dos hidroxicolesterois mas nao dos
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hidroperoxicolesterois. Além disso, com esta técnica cromatografica pode ocorrer
maior exposicao das amostras a oxidagao devido a grande area de superficie e a
menor velocidade de eluicdo dos compostos (CSALLANY et al., 1989).

A CG, embora seja eficiente para separar alguns éxidos de colesterol, pode
destruir termicamente o colesterol e os hidroperdxidos (FINOCCHIARO et al.,
1984; YAN & WHITE, 1990). Além dos procedimentos de saponificacdo do extrato
lipidico e subsequente extragdo da fragdo insaponificavel contendo os oxidos de
colesterol, a cromatografia gasosa requer uma derivacao adicional. Estas varias
etapas analiticas podem levar a reducdo da recuperacdo e a formacao de
artefatos (CARERI et al., 1998). A CG com espectrometria de massas (CG-MS) é
também uma técnica eficaz para a confirmacao dos 6xidos de colesterol (PARK &
ADDIS,1987; OSADA et al., 1993; ROSE-SALIN et al., 1995).

A determinacao simultanea dos 6xidos de colesterol por CLAE nao é uma
tarefa facil, considerando que a maioria deles tém estruturas semelhantes. A maior
parte destes analitos ndo possuem grupos cromoforos adequados que permitem
uma deteccéo facil pelos métodos convencionais e na maior parte dos casos a
quantidade destes compostos é pequena em relacdo a sensibilidade do detector
(CARERI et al., 1998). O uso do detector UV € limitado devido a absorgao fraca e
nao especifica na luz ultravioleta de alguns éxidos de colesterol de importancia
biolégica como o 5,6a-epoxicolesterol, 5,6p3-epoxicolesterol e o colestan-3p3-5a-603-
triol (ANSARI & SMITH, 1979; CSALLANY et al., 1989; SMITH, 1993), exigindo
determinagbes mais complexas. O detector por indice de refracdo tem sido
utilizado por alguns autores, embora possua menor sensibilidade que o detector
por UV (CHEN et al., 1994; NIELSEN et al., 1995). A combinagado da CLAE com
espectrometria de massas (CLAE-MS) para a identificagdo e quantificacdo dos
oxidos de colesterol, melhora as possibilidades analiticas, principalmente dos
compostos termolabeis, e aumenta a sensibilidade (CARERI et al., 1998).

A determinagdo dos Oxidos de colesterol e do colesterol requer uma
metodologia analitica branda para evitar a formacao de artefatos, uma vez que o
colesterol, sendo instavel e susceptivel a oxidacado, pode levar a formacao de
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oxidos de colesterol durante a analise, devido a presenca do ar, luz, solventes
contendo peréxidos ou temperaturas elevadas (ROSE-SALIN et al., 1995).
Considerando que a CLAE simplifica os procedimentos de quantificagéo e
diminui o niumero de artefatos, o objetivo do presente trabalho foi otimizar e validar
uma metodologia por CLAE para a determinacao simultanea de colesterol e 6xidos
de colesterol em produtos carneos processados, utilizando dois sistemas de
deteccdo em série: detector por conjunto de diodos e detector por indice de

refracéo.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material e Reagentes

Para a validacao e otimizagdo da metodologia, foram utilizadas amostras de
produtos processados de carne de peru, sendo peito defumado, alméndegas,
blanquete, hamburguer, presunto, presunto defumado, roulé e salsicha. Para cada
um destes produtos foram analisados quatro lotes com diferentes datas de
validade, cada lote foi composto por trés unidades. As amostras foram adquiridas
em supermercados de Campinas e imediatamente analisadas. As amostras foram
trituradas e homogeneizadas em multiprocessador até obtencao de uma massa
homogénea. Subamostras de 50g foram tomadas para analises em duplicata.

O colesterol e os 6éxidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20o-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,603-
epoxicolesterol, 6-cetocolesterol e 7p-hidroxicolesterol foram adquiridos da Sigma
Chemical Company (St. Louis, EUA). O 7a-hidroxicolesterol foi obtido da
Steraloids Inc. (Wilton, EUA).

Todos os solventes usados para a extracdo e preparo da amostra foram
grau analitico e para andlise cromatogréafica foram de grau cromatografico, os
quais foram filtrados em filtro Millipore (0,45um) e degaseificados em ultra-som

antes do uso.
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2.2 - Métodos

A extracdo dos lipidios foi realizada de acordo com o método de FOLCH et
al. (1957). Aliquotas do extrato lipidico foram secas em evaporador rotatério,
saponificadas a frio e a matéria insaponificavel foi extraida com éter etilico
(SANDER et al., 1989). O método para extracdo do colesterol e dos éxidos de

colesterol estd sumariamente descrito na Figura 1.

Tomar 50mL do extrato lipidico e secar sob Ny
\2
Adicionar 10mL de KOH 1M em metanol e agitar a temperatura ambiente de 20°C
durante 18 horas
\2
Extrair a matéria insaponificavel com 3x10mL de éter etilico e lavar com 5mL de
KOH 0,5M e 2x5mL de agua destilada
\2
Filtrar com NaxSO4 anidro e lavar com mais 10mL de éter etilico
\2
Secar sob N»
\2
Dissolver em 2mL de hexano/isopropanol (96+4)
\2
CLAE

Figura 1. Fluxograma da determinagdo simultdnea de colesterol e éxidos de
colesterol de acordo com SANDER et al. (1989).
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Para a determinacao simultdnea de colesterol e 6xidos de colesterol em
produtos carneos processados, por CLAE, utilizando detector por conjunto de
diodos e detector por indice de refracdo, em série, foram testadas algumas
alteragdes nas condigdes cromatograficas estabelecidas por BAGGIO et al
(2002). Estas modificacbes foram realizadas na tentativa de obter uma melhor
separacao dos isémeros 5,60~ e 5,6B-epoxicolesterol, 7a- e 7B-hidroxicolesterol.
Foi também modificada para separar o 6-cetocolesterol, o qual seria utilizado
como padrao interno, do 7-cetocolesterol. Os testes realizados com as condigbes
cromatogréaficas consistram em algumas modificagcbes como temperatura da
coluna, fase mével e vazdo. Mantendo-se a fase mével de hexano/isopropanol
(96+4), trabalhou-se variando a temperatura da coluna para 25, 30 e 35°C e para
cada uma dessas temperaturas, utilizou-se vazdes de 0,8 e de 1,0mL/min. Foram
testadas também outras propor¢des para a fase moével de hexano/isopropanol,
sendo (90+10), (95+5) e (98+2), testando varias temperaturas da coluna (25, 30,
32 e 35°C) e trabalhando também com vazées de 0,8 e 1,0mL/min.

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido (Shimadzu) com sistema quaternario
de solventes (LC-10ATVP), valvula "Rheodyne" com alga de amostragem de 20uL,
forno de coluna (CTO-10ASVP), detector por conjunto de diodos (SPD-M10AVP) e
detector por indice de refracdo (RID-10A), e software (CLASS-VP). Os espectros
de absorbancia foram obtidos entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram
registrados a 210nm.

A identificacdo dos picos do colesterol e dos 6éxidos de colesterol
determinados nas amostras analisadas pelo detector por indice de refracao foi
através da comparacao dos tempos de retengcdo do padrdo e o da amostra e co-
cromatografia, e quando determinados pelo detector por conjunto de diodos, além
dos parametros utilizados pelo indice de refracdo, os picos também foram
identificados através dos espectros de absorbancia.

A confirmacdo da identidade de cada pico foi realizada por cromatografia
gasosa com espectrometria de massas (CG-MS), usando um CG modelo HP 6890
acoplado a um MS HP 5973. A temperatura de interface foi de 320°C e a energia

de impacto de elétrons foi de 70eV. Injetor splitless a 290°C, coluna capilar de
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silica fundida HP-5MS (30m x 0,25mm; espessura do filme 0,25um) com
temperatura programada: temperatura inicial 110°C/2min, elevou-se para 235°C
numa escala de 40°C/min, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos, apds
elevou-se a temperatura a 310°C/5min numa escala de1°C/min. O fluxo do gas de
arraste (hélio) foi de 0,7mL/min. Os padrées de colesterol e de Oxidos de
colesterol e as amostras foram derivatizados de acordo com o método de
SCHMARR et al. (1996).

A quantificacdo do colesterol e de seus produtos da oxidagéo foi realizada
por padronizagdo externa, com a concentragdo do colesterol variando de 0,5 a 2,5
mg/mL e a concentragdo dos 6xidos de colesterol de 1 a 60ug/mL.

A recuperacdo do método para produtos carneos processados foi feita
utilizando-se amostras de peito de peru defumado, adicionando-se 10mg de
colesterol e 40ug de 7-cetocolesterol e 5,6p3-epoxicolesterol.

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo para o colesterol e para os
oxidos de colesterol foram calculados de acordo com CHAIRMAN et al. (1983). A
média do desvio padrao de dez repeticoes multiplicado por trés é igual ao limite de
deteccao e multiplicado por dez é igual ao limite de quantificacao.

2.2.1 — Analise estatistica

Para verificar as diferengas entre os dois sistemas de deteccao, os teores
de colesterol e de 7-cetocolesterol obtidos nos produtos carneos processados de
peru foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a nivel de 5%.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinagdo simultanea, por CLAE, de colesterol e Oxidos de
colesterol em produtos carneos processados, utilizando detector por conjunto de
diodos e detector por indice de refracdo, em série, a condicdo cromatogréafica que
apresentou melhor resultado, isto €, maior seletividade, resolucao e eficiéncia foi a
estabelecida por BAGGIO et al. (2002) para carne de peru, sendo: coluna de
guarda Hypersil BDS CN (7,5 x 4,6mm, 5um); coluna Nova Pak CN HP (300 x
3,9mm, 4um, Watters, USA); temperatura da coluna de 32°C; fase movel
composta de hexano/isopropanol (96+4) com vazdo de 1,0mL/min. Nestas
condi¢gdes cromatograficas, conseguiu-se detectar o colesterol e os 6xidos de
colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-
cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7o-hidroxicolesterol, pelo detector por
conjunto de diodos e todos estes compostos mais 0 5,6a-epoxicolesterol e 0 5,6[3-
epoxicolesterol, pelo detector por indice de refracdo. Cromatogramas e espectros
de absorbéncia caracteristicos podem ser observados nas Figuras 1 a 5 do Anexo
1.

A quantificagdo do colesterol e de seus produtos de oxidacdo nao foi
possivel por padronizacdo interna. Tentou-se utilizar o éxido de colesterol 6-
cetocolesterol como padréo interno, porém, este composto apresentou 0 mesmo
tempo de retencdo do 7-cetocolesterol quando determinados pelo detector por
conjunto de diodos, 0 que pode ser observado nos cromatogramas da Figura 1 do
Anexo 2.

Nas amostras de produtos processados de carne de peru analisadas foram
identificados o colesterol, o 7-cetocolesterol e o 5,6B-epoxicolesterol, os quais
foram confirmados por espectrometria de massas, cujos espectros de massas
estao apresentados nas Figuras 1 a 3 do Anexo 3.

Os resultados obtidos pelo detector por conjunto de diodos e pelo detector
por indice de refracdo para colesterol e 7-cetocolesterol identificados nas

amostras de alméndegas, blanquete, peito defumado, hamburguer, presunto,
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presunto defumado, roulé e salsicha estdo apresentados na Tabela 1. Os teores
de colesterol obtidos pelo detector por indice de refracao foram maiores que os
conseguidos pelo detector por conjunto de diodos, embora ndo apresentassem
diferenca significativa entre eles (Tabela 1). No cromatograma obtido pelo detector
por indice de refracdo, o pico do colesterol esta melhor separado do pico do
solvente e dos interferentes presentes nas amostras que o cromatograma obtido
pelo detector por conjunto de diodos (Figuras 1, 2 e 3 do Anexo 1).

Os valores de 7-cetocolesterol variaram grandemente entre as amostras
analisadas e entre os dois sistemas de deteccao. Foi o éxido de colesterol mais
freqUente entre as amostras analisadas. Pelo detector por conjunto de diodos os
valores variaram de nao detectado no blanquete, no peito defumado e no roulé a
1,84u9/g na salsicha. No detector por indice de refracao, esta variacao foi de nao
detectado nas alméndegas, no blanquete, no peito defumado, no hamburguer, no
roulé e na salsicha a 17,32ug/g no presunto defumado. Os valores determinados
pelo indice de refragdo foram maiores que os valores determinados pelo detector
por conjunto de diodos, o que pode ser devido a presenca de algum interferente.

Os teores de 5,6B-epoxicolesterol obtidos nas amostras analisadas
variaram de ndo detectado nas almbéndegas, no blanquete, no peito defumado, no
hamburguer, no presunto e na salsicha a 4,50ug/g no roulé. Este 6xido de
colesterol apresentou maior incidéncia nas amostras de presunto defumado e

roulé.
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Tabela 1. Teores de colesterol (mg/100g), 7-cetocolesterol e 5,6B-epoxicolesterol
(ug/g) em produtos processados de carne de peru obtidos pelos detectores por

conjunto de diodos e indice de refragao.

Colesterol 7-cetocolesterol 5,6B-epoxicolesterol
Amostras* DAD IR DAD IR IR
Almoéndegas
1 36,0 a 40,5 a 0,50b 2,77 a 3,39
2 40,2 a 43,7 a 1,19b 2,41 a nd
3 39,2a 421 a 0,44 nd nd
4 30,0 a 33,5a 0,65 nd nd
Blanquete
1 35,0 a 37,8 a 0,88 Db 6,96 a 1,86
2 29,6 a 32,2a 0,48b 1,64 a 1,70
3 27,3 a 28,1 a 0,51 nd nd
4 25,1 a 27,7 a nd 6,62 1,19
Peito defumado
1 31,4 a 34,2 a nd nd nd
2 33,3 a 40,7 a nd nd 1,81
3 25,5a 29,0 a 0,55Db 0,73 a 0,87
4 29,5 a 32,6 a 0,35 nd nd
Hambdurguer
1 35,7 a 38,5a 0,82Db 9,05a nd
2 37,0a 41,2 a 1,73 nd 2,30
3 38,8 a 40,0 a 0,35 nd nd
4 35,1a 38,5a 0,32b 7,47 a 2,06
Presunto
1 38,3 a 42,4 a 1,12b 7,61 a nd
2 38,0 a 43,1 a 0,62b 3,16 a 2,49
3 29,0 a 32,0a 0,31 Db 9,78 a 1,30
4 31,8a 35,0 a 0,44 Db 5,25a 2,13
Presunto defumado
1 415a 48,0 a 1,40 b 12,65 a 0,92
2 44,4 a 53,1 a 0,47 b 17,32 a 1,54
3 30,3 a 33,3a 0,34 b 6,61 a 0,80
4 35,2 a 39,0 a 0,66 b 2,37 a 3,40
Roulé
1 42,0 a 452 a 1,00 nd 1,40
2 35,8 a 37,0a 0,38 nd 2,42
3 28,0 a 32,1a nd nd 4,50
4 345a 38,0 a 0,67 b 8,79 a 1,92
Salsicha
1 37,1a 40,2 a 1,13 nd nd
2 38,5a 413 a 1,84 Db 9,38 a 1,12
3 27,7 a 31,0a 0,71 b 8,19 a 1,30
4 29,7 a 33,1a 0,70 b 9,12 a 0,97

DAD = detector por conjunto de diodos, IR = detector por indice por refracdo. *Amostras = quatro
lotes com diferentes datas de produgdo analisados em duplicata. Valores na mesma linha com
letras iguais nao apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%. nd = nao detectado
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Os resultados dos testes de recuperacao, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo realizados para o colesterol e para os éxidos de colesterol pelo
método inteiro, ou seja, extracdo dos lipidios segundo FOLCH et al. (1957),
saponificacdo, extracdo da matéria insaponificavel e determinacdo por CLAE,
utilizando detector por conjunto de diodos e detector por indice de refragéo,
encontram-se nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Observa-se também a

repetibilidade do método através do coeficiente de variagao.

Tabela 2. Taxas de recuperagao, limite de deteccao e limite de quantificacdo do
colesterol (mg/100g) e do 7-cetocolesterol (ug/g) em amostras de peito de peru

defumado, determinados pelo detector por conjunto de diodos.

% DP Limite de Limite de
Compostos n Recuperacéao % CV  Detecgdo Quantificacao
Colesterol 10 88,81 0,16 0,40 0,48 1,60
7-ceto- 10 91,15 0,03 0,12 0,09 0,30

colesterol

n = numero de repeti¢cdes; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

Tabela 3. Taxas de recuperacao, limite de detecgéo e limite de quantificagédo do
colesterol (mg/100g) e dos 6xidos de colesterol (ug/g) em amostras de peito de

peru defumado, determinados pelo detector por indice de refracao.

% DP Limite de Limite de
Compostos n Recuperagao % CV  Deteccdo  Quantificagao
Colesterol 10 90,23 0,24 0,55 0,72 2,40
7-ceto- 10 111,44 0,06 0,25 0,18 0,60
colesterol
5,6B-epoxi- 10 93,90 0,04 0,30 0,12 0,40
colesterol

n = nimero de repeticdes; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao
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Observa-se que o resultado obtido no presente trabalho para a recuperacao
do colesterol pelo detector por indice de refragcao foi ligeiramente maior que pelo
detector por conjunto de diodos. Resultados semelhantes foram obtidos na
comparacao entre os dois sistemas de deteccdo em amostras de produtos
processados de carne de peru. A melhor separagédo do colesterol detectada pelo
indice de refragao é responsavel por valores mais elevados.

A recuperacdo do 7-cetocolesterol com o detector por indice de refragao
(111,44%) foi maior que o valor obtido com o detector por conjunto de diodos
(91,15%), o0 que pode ser devido a deteccao de algum interferente. O valor mais
elevado para a recuperacao do 7-cetocolesterol com o detector por indice de
refracdo esta de acordo com os resultados obtidos nas amostras, demonstrando
mais uma vez que este Oxido, nas condicbes de anadlise, € melhor quantificado
pelo detector por conjunto de diodos.

A recuperagdo do 7-cetocolesterol, tanto pelo detector por conjunto de
diodos (91,15%) como pelo detector por indice de refracao (111,44%) foram
maiores que os valores encontrados por CSALLANY et al. (1989) com detector UV
(88%) e por NIELSEN et al. (1995) utilizando detector por indice de refragdo
(100%). De acordo com estes autores, como a quantidade de 6xidos de colesterol
€ muito pequena, altas recuperag¢des podem nao ser encontradas.

Os limites de deteccao do colesterol e dos Oxidos de colesterol foram
menores para o detector por conjunto de diodos que para o indice de refragéo,
como esperado, uma vez que o indice de refracao tem menor sensibilidade.

O limite de detecgdo encontrado para o colesterol no presente trabalho,
utilizando o detector por conjunto de diodos (0,48mg/100g), foi maior que o valor
encontrado por CSALLANY et al. (1989) (1,10ug/g), enquanto que para o
7-cetocolesterol foi encontrado valor menor (0,09ug/g) do que o encontrado pelos
referidos autores (0,38ug/g). ROSE-SALIN et al. (1993) encontraram também valor
maior para o 7-cetocolesterol, sendo 0,9u9/g.

Os trabalhos realizados com detector por indice de refragdo, encontrados
na literatura, ndo apresentaram limites de detec¢do para o colesterol e para os
oxidos de colesterol.
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A repetibilidade do método foi excelente para os dois detectores, embora o
indice de refracdo tenha apresentado valores maiores, provavelmente devido a
dificuldade de manter o sistema de deteccao estavel. Os coeficientes de variagdo
obtidos para o 7-cetocolesterol foram inferiores aos encontrados por PENAZZI et
al. (1995), os quais encontraram 3,9 e 3,7% em amostras de massas com o0vos,
biscoitos, lanches, queijos gratinados, leite e ovos em pé, utilizando dois métodos
por CLAE. ROSE-SALIN et al. (1993) consideram que obtiveram boa repetibilidade
com valores para coeficiente de variagdo de 0,5 a 1,2% nos 6xidos encontrados
(25-hidroxicolesterol,  20a-hidroxicolesterol,  colestan-33,5a-diol-6-ona, 7a-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol) em amostras de produtos

lacteos.

4 — CONCLUSAO

Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel quantificar
com precisao e exatidao o colesterol e o 5,6B-epoxicolesterol pelo detector por

indice de refragédo e o 7-cetocolesterol pelo detector por conjunto de diodos.
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF
CHOLESTEROL OXIDES, CHOLESTEROL AND
FATTY ACIDS IN PROCESSED TURKEY MEAT

PRODUCTS
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ABSTRACT

Total lipids, cholesterol, cholesterol oxides and fatty acids were determined
in the lipid extracts from eight processed turkey meat products (blanquet,
frankfurter, ham, meatball, smoked breast, smoked ham and roule). Cholesterol
and cholesterol oxides were determined simultaneously by high performance liquid
chromatography using a diode array detector at 210 nm and a refractive index
detector. Two cholesterol oxides were identified, 7-ketocholesterol (not detected up
to 184 ug/100g) and B-epoxycholesterol (not detected up to 450 ug/100g). The
cholesterol content (mg/100g) showed no significant difference between the turkey
meat products, varying from 32 in the blanquet and smoked breast to 43 in the
smoked ham. The total lipid contents (g/100g) varied from 1.1 in the smoked breast
to 14 in the meatballs. Twenty fatty acids were identified, the main ones being
C18:109, C18:2w6, C16:0, C18:0 and C16:1w7.

KEYWORDS: processed turkey meat products; cholesterol oxides; cholesterol;
total lipids; fatty acids
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INTRODUCTION

World consumption of turkey meat increased by 10% from 1997 to 2002 (1),
due to its alleged characteristic of presenting low levels of cholesterol, total lipids
and saturated fatty acids. Apart from this, good acceptability due to its neutral taste
and smooth texture is another important factor responsible for its growing place on
the market. The United States and the European Union are the greatest
consumers (1). However, processed turkey meat products contain considerable
amounts of polyunsaturated fatty acids (PUFA), and undergo heat processing and
disintegration of the meat during processing (2), making them highly susceptible to
oxidation. On the other hand, the PUFA are considered anticholesterolemic
although the beneficial effects of PUFA depend on the ratio of omega 6 (w6) to
omega 3 (®3) fatty acids. The recommended value is 4.0 for the diet as a whole
(3).

Although cholesterol is a relatively stable compound, it can be oxidized
under harsh conditions. Oxidation of cholesterol in muscle foods can be influenced
by many factors such as processing temperature, storage time, packaging
conditions and lipid composition (4). Smith (5) suggested that hydroperoxides of
polyunsaturated fatty acids, formed during lipid oxidation, might be necessary to
initiate cholesterol oxidation, and unsaturated fat could increase the oxidation of
cholesterol synergistically.

Eight common oxysterols have been identified in foods: 25-
hydroxycholesterol, cholestanetriol, o- and p-epoxycholesterol, 7a- and 78-
hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol and cholesta-3,5-dien-7-one, which is
actually an artifact derived from 7-ketocholesterol during isolation (6). These
compounds possibly contribute to the initiation of the formation of arteriosclerotic
deposits, principally cholestanetriol and 25-hydroxycholesterol (7, 8). Furthermore,
these compounds have received much attention due to their undesirable biological
effects such as cytotoxic, mutagenic and carcinogenic effects (7, 9, 10) and the
inhibition of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, (HMG-CoA
reductase), activity (9).
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Since human plasma cholesterol is dependent not only on the dietary
cholesterol level but also on the fatty acid composition, the simultaneous
determination of these food components and oxysterols was carried out in
processed turkey meat products.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Cholesterol, cholesta-3,5-dien-7-one, 20a-hydroxycholesterol, 25-
hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol, o and B-epoxycholestrol and 78-
hydroxycholesterol were purchased from Sigma Chemical Company (St. Louis,
USA). 7a-Hydroxycholesterol was obtained from Steraloids Inc. (Wilton, USA). A
total of 36 saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acid standards
(Sigma, St. Louis, USA) were used.

Sample preparation. Eight processed turkey products were examined, these
being blanquet, frankfurter, ham, meatball, smoked chest, smoked ham and roule.
Blanquet and roule are chunked and formed turkey meat products (breast for
blanquet and drumstick for roule). The basic compositions of each product are
listed in Table 1. The samples were packaged in vacuum packs. Five different
batches of each sample were acquired from supermarkets in Campinas, State of
Sao Paulo, Brazil. Each batch, consisting of three units, was taken at random. The
samples were ground and blended in a multiprocessor. Samples of 50g were taken
for analysis, each being carried out in duplicate.

Lipid extraction. The lipids were extracted according to Folch et al. (77). From this
extract, an aliquot of 10 mL was taken and the total lipid content determined
gravimetrically. Another aliquot (50 mL) was taken for the determination of
cholesterol and its cholesterol oxides by high performance liquid chromatography
(HPLC). A further aliquot, containing approximately 100 mg of lipid was taken, and
the fatty acid composition determined by gas chromatography (GC).
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Simultaneous determination of cholesterol and cholesterol oxides by high
performance liquid chromatography. Aliquots of the lipid extracts (50 mL) were
dried in a rotary evaporator, saponified in the cold (10 mL of 1 N KOH in methanol
for 18 h at 20°C) and the non-saponifiable matter extracted with deperoxided
diethyl ether (12, 13). The diethyl ether extract was dried in a vacuum evaporator
and freed of solvent by using a nitrogen flush before dissolving in 2 mL of mobile
phase and injecting into the HPLC (13).

For HPLC, a Shimadzu chromatograph was used, equipped with a
quaternary solvent delivery system (LC-10ATVP), rheodyne injector with a 20uL
loop, photodiode array (SPD-M10AVP) and refractive index (RID-10A) detectors,
oven heated column (CTO-10ASVP) and software (CLASS — LC 10). The
analytical column was a Nova Pak CN HP, 300 x 3.9 mm column, 4 um (Waters,
USA); preceded by a Hypersil BDS CN 7.5 x 4.6 mm, 5 um guard column; and the
column temperature was 32°C. The mobile phase consisted of hexano/isopropanol
(96+4) at a flow rate of 1.0 mL/min. Absorption spectra were taken from 200 to 400
nm and the chromatograms at 210 nm.

Quantification was done by external standardization, with a concentration
range from 0.5 to 2.22 mg/mL for cholesterol and from 0.5 to 64.0 ug/mL for the
cholesterol oxides. Cholesterol and B-epoxycholesterol were quantified using a
refractive index detector (Figure 2), the cholesterol because it is better separated
from interfering substances in this case and the B-epoxycholesterol because it
does not absorb ultraviolet light. 7-ketocholesterol was quantified using the
photodiode array detector. Characteristic chromatograms of the cholesterol and
cholesterol oxide standards and of the blanquet samples can be seen in Figures 1
and 2. The order of chromatographic elution of cholesterol and its oxides and their
chemical and common names are given in Table 2.

Identification of cholesterol and its oxides was performed by comparison of
the retention times of the samples with those of the standards, co-chromatography
and the characteristics of the absorption spectrum. Confirmation of the identity was
carried out using a gas chromatograph-mass spectrometer (GC-MS) Hewlett
Packard 6890 GC and 5973 MS. The GC/MS conditions were as follows: HP-5MS
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(Palo Alto, USA) fused-silica capillary column (30 m x 0.25 mm i.d., film thickness
0.25 mm); carrier gas of helium at 0.7 mL/min; splitless injection at 290°C. The
oven temperature program was as follows: 110°C (2 min), increasing to 235°C at
40°C/min (5 min) and then at 1°C/min to 310°C (5 min); interface temperature,
320°C. The mass spectrometers were operated under electron ionization
conditions with an electron energy of 70eV. The samples and standards of
cholesterol and its oxides were derivatized according to Schmarr et al. (14).

The accuracy of the method was evaluated from the recovery by adding 10
mg of the cholesterol and 40 ug of 7-ketocholesterol and B-epoxycholesterol to 50
g of the smoked breast. The percent recoveries for cholesterol, 7-ketocholesterol
and B-epoxycholesterol were 90.2 + 0.2%, 91.2 + 0.0% and 93.9 + 0.0%,
respectively. The values for the coefficient of variation between duplicates of the
samples varied from 0.0 to 0.03% and from 0.0 to 0.04% for B-epoxycholesterol
and 7-ketocholesterol, respectively, demonstrating the good precision of the
method. The detection and quantification limits for cholesterol, B-epoxycholesterol
and 7-ketocholesterol were 0.72 mg/100g and 2.40 mg/100g, 12 png/100g and 40
ug/100g and 9 pg/100g and 30 ug/100g, respectively, calculated according to
Chairman et al. (15). During the analysis care was also taken to avoid the
formation of artifacts and it appears this did not occur since when fresh chilled

turkey meat was analyzed, no cholesterol oxides were found.

Determination of the fatty acid composition. The dried lipid extract was
esterified with a solution of ammonium chloride and sulfuric acid in methanol (76).
Fatty acid methyl esters were separated on a gas chromatograph (Philips, PU
4550) equipped with a split injector (100:1), fused silica capillary column (50 m x
0.25 mm i.d., 0.20 um film thickness of polyethylene glycol) (CP-SIL 88, Cromapak,
Netherlands), flame ionization detector and workstation (Borwin, France). The
column temperature was 180°C (isothermal), the injector temperature was set at
270°C and the detector temperature at 300°C. The carrier gas was hydrogen at a
flow rate of 0.5 mL/min and nitrogen was used as the make-up gas at 30 mL/min.

The fatty acids were identified by comparison of the retention times of the sample
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with those of the standards and by spiking. Quantification was done as area

percentages.

Statistical analysis. To verify the differences among the processed turkey meat
products, the results for cholesterol, total lipid and fatty acids were submitted to an
analysis of variance (ANOVA) at the 5% level of confidence.

RESULTS AND DISCUSSION

Total lipids and cholesterol

Table 3 shows the results for cholesterol and total lipids found in the
samples of turkey meat products.

The cholesterol content showed no significant difference between the
products, varying from 32 mg/100g in the blanquet and smoked breast to 43
mg/100g in the smoked ham. Although there was no significant difference amongst
the products, the blanquet and smoked breast, made from white meat, presented
lower values than the remaining products, all of which were formulated with dark
meat.

The total lipid content varied from 1.1 g/100g in the smoked breast to 14
g/100g in the meatballs. There was no significant difference in total lipid content
between the meatballs and the hamburger, nor between the samples of blanquet,
roule, ham and smoked ham. The smoked breast showed the lowest values for
total lipids and cholesterol, whilst the greatest values were found in the meatballs
and hamburger. The higher lipid values found in the meatballs and hamburger are
due to the addition of hydrogenated vegetable fat, whilst those of the frankfurters
were due to the addition of mechanically deboned poultry meat and those of the
blanquet to the addition of turkey fat. The lipid content of the remaining products
reflected the amount of fat present in the turkey meat. According to data in the
literature, the lipid content of the white meat varies from 0.5 to 2.0% and that of the
dark meat from 1.0 to 6.65% (13, 17, 18, 19).
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Higher cholesterol values were found in turkey ham according to both Al-
Hassani et al. (20) (68.2 mg/100g) and the USDA Database (18) (64 mg/100g).
King et al. (21) found higher values for cholesterol in some turkey meat processed
products, these being 116 + 3 mg/100g for ham, 118 + 5 mg/100g for pastrami and
114 £ 15 mg/100g for bologna. Similar value for cholesterol was reported in turkey
sausages by Pereira et al. (22). The value for lipid in the ham was, however,
similar to that described in the USDA Database (78).

Comparing the total lipid and cholesterol contents of the turkey meat
products obtained in this study with those of other processed meat products, it can
be seen that in general the turkey products have lower total lipid contents, but the
values for cholesterol are similar in some samples. Novelli et al. (2) found values
for mortadella and salame Milano samples (both are pork products) which varied
from 22.74 to 35.97 g/100g for lipids and from 34.29 to 138.14 mg/100g for
cholesterol. Pereira et al. (22) found values for lipids of 11.4 and 9.54 g/100g in
chicken and chester sausages respectively and 43.6 mg/100g for cholesterol in
both products.

A comparison was made between the values found for total lipids in this
study, and the values shown on the respective product packages (Table 4). It can

be seen that the values are similar.

Cholesterol oxides

The total amount of cholesterol oxides varied from not detected in a sample
of smoked turkey breast to 450 pug/100g in the roule. Of the cholesterol oxides
analyzed (cholesta-3,5-dien-7-one, 20a-hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol,
7-ketocholesterol, 7 and 7a-hydroxycholesterol and o and B-epoxycholesterol),
only two were found in the turkey meat products analyzed, these being 7-
ketocholesterol and 5,6B-epoxycholesterol, their identities being confirmed by
mass spectroscopy.

The values obtained for the cholesterol oxides varied considerably between
samples and between batches, and thus the values were presented separately

(Table 5). 7-ketocholesterol varied from not detected in the blanquet, smoked
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breast and roule to 184 pg/100g in the frankfurter, and B-epoxycholesterol varied
from not detected (meatballs, blanquet, hamburger, smoked breast, ham and
frankfurter) to 450 ug/100g in the roule. Some factors, such as cooking, mincing,
packaging, irradiation and storage time and conditions, are important in the
formation of cholesterol oxides. Miinch and Arneth (23) verified in their studies on
heated meat products that curing salt possessed a strong effect in lowering
oxidation in some products. Nam et al. (79) observed that vacuum packaging of
raw meats was sufficient to protect cholesterol and fatty acids from oxidation.

Higley and Taylor (24) analyzed for cholesterol oxides in selected meat
samples and found 8600 ung/100g of cholestanetriol and traces of 22-S-
hydroxycholesterol in the turkey bologna. Nam et al. (719) found 7a plus 78-
hydroxycholesterol (239.4 ng/100g), and 7-ketocholesterol (18 ng/100g) in raw,
non-irradiated turkey leg meat after 7 days of storage in vacuum packaging.
However, in cooked turkey leg meat, under the same conditions, 6 cholesterol
oxides were found (25) and the total amount of cholesterol oxides was higher.
Baggio et al. (73) found 7-ketocholesterol (33 to 765 pg/100g) and 7pB-
hydroxycholesterol (nd to 370 ug/100g) in different turkey meat cuts. Sander et al.
(12) found B and a-epoxycholesterol, 7-ketocholesterol and 7p3-hydroxycholesterol
in freeze-dried turkey meat, and the values obtained were always higher than
those found in this study.

Although the meat products analyzed were not made from turkey meat, a
comparison was made. Higher values of 7-ketocholesterol were found in eight
commercial species of meat products (26), and similar values for 7-ketocholesterol
in mortadella and Milano salami (2), except for three samples. Lower values for -
epoxycholesterol were found in raw hamburger (100% beef) and meatballs (50%
pork + 50% beef) (27). The following were also found, 7a-hydroxycholesterol (27),
7B-hydroxycholesterol (2), 5,6a-epoxycholesterol, (26, 27), cholestanetriol (26, 27),
25-hydroxycholesterol (2) and 20a-hydroxycolesterol (714).
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Fatty acid composition

The main fatty acids found in the products were: C18:1®9, C18:2w6, C16:0,
C18:0 and C16:1w7 as shown in Table 6. Considering the total lipid content of the
processed meat products, the samples of meatball showed higher values for
C18:109, C16:0 and C18:0, and the samples of frankfurter higher values for
C16:1w7 and C18:2mw6. With respect to the minor fatty acids, the fatty acid C14:0,
C18:3w3 and C20:2mw6 was lower in the smoked breast and C20:4w6, C22:503,
C22:5m6 and C22:6w3 were higher in the smoked ham. The value for C20:406
were lowest in the blanquet. The trans fatty acids C18:1w9 and C18:2w6 (9c¢,12t +
9t,12t) were present in high amounts in the samples of meatball and hamburger.
The trans fatty acid contents found in the hamburger and meatballs were probably
due to the addition of hydrogenated vegetable oils. Insignificant trans fatty acids
were found in some samples which can be attributed to the poultry diet (77).

The saturated fatty acids content varied from 0.4 g/100g of sample in the
smoked breast to 4.2 g/100g of sample in the hamburger, the fatty acid C16:0
being found in the greatest concentrations, followed by C18:0. The saturated fatty
acids are considered to be hypercholesterolemic and the most worrying are lauric
(C12:0), myristic (C14:0) and palmitic (C16:0) acids. According to Hayes et al. (28),
C14:0 is the most hypercholesterolemic fatty acid and C16:0 the least. Stearic acid
(C18:0) has a neutral effect on the blood cholesterol level, since it is quickly
converted into oleic acid (C18:1®9), a monounsaturated fatty acid considered to be
hypocholesterolemic. A reduction in saturated fatty acids is desirable since these
acids, coming from the diet, raise the blood cholesterol level and that of LDL (low
density lipoprotein) (29).

The lowest monounsaturated fatty acids value was found in the smoked
breast (0.4 g/100g of sample) and the greatest in the meatballs (7.7 g/100g of
sample). The fatty acid found in greatest proportions was C18:1®9, followed by
C16:1w7. The total polyunsaturated fatty acids content was lowest in the smoked
breast (0.3 ¢g/100g of sample) and greatest in the frankfurter (2.6 g/100g of

sample), the C18:2w6 fatty acid being that found in greatest amounts.
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Ferreira et al. (30) found means of 35, 38 and 26% of saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids, respectively, in processed
turkey meat products. These values, in general, were similar to those found in this
study, except that the values for saturated acids in the meatballs and hamburger
were higher and the monounsaturated acids lower. Pereira et al. (22) also found
similar values to those found in this study for the saturated, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids in turkey sausages.

From the results it can be concluded that from the nutritional point of view,
with the exception of the meatballs, hamburger and frankfurters, all the turkey meat
products showed less than 5% fat, and could thus be considered as low fat foods
(31). The ratio of polyunsaturated:saturated varied from 1.1 to 1.8, being above the
recommended minimum value of 0.45. The ratio of w6:03 was much higher than
the maximum recommended value of 4.0 for the whole diet (3). This implies that it
is necessary to compensate for this deficiency with other components of the diet.
Trans fatty acids were present in low amounts in the samples. Two oxysterols were
found in the majority of the samples. However, the total oxide concentrations were

below the levels considered necessary to give a toxic response in cell cultures (9).
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TABLE 1 — Basic composition of processed turkey meat products

Product

Ingredients

Blanquet

Ham

Hamburger

Frankfurter

Meatball

Roule

Smoked
breast

Smoked
ham

White breast meat, turkey fat, water, soy protein, malt dextrin, cassava
starch, salt, natural spices, sugar, sodium polyphosphate (INS 452i),
carrageenan (INS 407), sodium nitrite (INS 250) and sodium erythorbate
(INS 316).

Dark meat from whole drumstick, salt, malt dextrin, soy protein, natural
spice, sugar, carmine natural color (INS 120), sodium nitrite (INS 250),
carrageenan (INS 407), sodium polyphosphate (INS 452i), monosodium
glutamate (INS 621) and sodium erythorbate (INS 316).

Dark meat from drumstick, white breast meat, water, soy protein, malt
dextrin, hydrogenated vegetable oils, natural spices, salt, sodium lactate
(INS 325), sodium polyphosphate (INS 452i), natural pepper aroma and
monosodium glutamate (INS 621).

Turkey meat, mechanically deboned poultry meat, soy protein, glucose, salt,
starch, natural color, natural spices, sodium nitrite (INS 250), sodium
polyphosphate (INS 452i), monosodium glutamate (INS 621).

White breast meat, dark meat from drumstick, water, soy protein, malt
dextrin, hydrogenated vegetable oils, wheat flour, natural spices,
breadcrumbs, vegetable protein, salt and sodium erythorbate (INS 316).
Dark meat from drumstick, water, cassava starch, salt, natural spices, soy
protein, malt dextrin, natural pepper aroma, carrageenan (INS 407), sodium
polyphosphate (INS 452i), sodium nitrite (INS 250) and. sodium erythorbate
(INS 316).

White meat from whole breast, sugar, salt, malt dextrin, soy protein, natural
spice, carrageenan (INS 407), sodium nitrite (INS 250), sodium
polyphosphate (INS 452i) and sodium erythorbate (INS 316).

Dark meat from whole drumstick, salt, malt dextrin, soy protein, natural
spice, sugar, carmine natural color (INS 120), sodium nitrite (INS 250),
carrageenan (INS 407), sodium polyphosphate (INS 452i), monosodium
glutamate (INS 621) and sodium erythorbate (INS 316).
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TABLE 2. List of cholesterol oxides and their common names

Order of

Chromatographic elution*

Systematic name

Common name

1

2
3
4
5

Cholest-5-ene-3f-ol
Cholesta-4,6-dien-3-one
Cholest-5-ene-3p3,20a-diol
Cholest-5-ene-3p,25-diol
5,6-a-epoxy-50.-
cholestan-33-ol
5,6-B-epoxy-5B-cholestan-
3p-ol
3B-hydroxycholest-5-ene-
7-one
Cholesta-5-ene-3, 73-
diol
Cholesta-5-ene-3p, 7a-
diol

cholesterol
diene
20a-hydroxycholesterol
25-hydroxycholesterol
a-epoxycholesterol**
B-epoxycholesterol™*
7-ketocholesterol

7B-hydroxycholesterol

7a-hydroxycholesterol

*As shown in Figures 1 and 2.
**Only using the refractive index detector
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TABLE 3. Cholesterol (mg/100g) and total lipid (g/100g) contents of the processed

turkey meat products

Samples Cholesterol* Total Lipids™*
Blanquet 32+5a 53+04c
Frankfurter 36+5a 9.8+0.7b
Ham 38+5a 3.7+05¢c
Hamburger 39+3a 12+2a
Meatball 40+ 4 a 14+2a
Roule 38+5a 46+04c
Smoked breast 32+2a 1.1+0.1d
Smoked ham 43+8a 51+08¢c

*Mean and standard deviation of 4 samples in duplicate.
**Mean and standard deviation of 5 samples in duplicate.

Values in the same column with the same letter do not present significant

differences (p>0.05).

78



Capitulo 3

TABLE 4. Comparison between the values for total lipids found and those declared

on the packages of the processed turkey meat products

Processed turkey meat Values obtained” Values declared on the
products packet
Blanquet 53+04 5
Frankfurter 9.8+0.7 11

Ham 3.7£0.5 4.5
Hamburger 12+2 10

Meatball 14+ 2 13

Roule 46104 5

Smoked breast 1.1+0.1 1.5

Smoked ham 51+0.8 4.5

*Mean and standard deviation of 5 samples in duplicate.
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TABLE 5. Cholesterol oxide (ug/100g) contents of the processed turkey meat

products
Samples* 7-ketocholesterol 5,6B-epoxycholesterol Total oxides
M** M**
Blanquet
1 88 186 274
2 48 170 218
3 51 nd 51
4 nd 119 199
Frankfurter
1 113 nd 113
2 184 112 296
3 71 130 201
4 70 97 167
Ham
1 112 nd 112
2 62 249 311
3 31 130 161
4 44 213 257
Hamburger
1 82 nd 82
2 173 230 403
3 35 nd 35
4 32 206 238
Meatlball
1 50 339 389
2 119 nd 119
3 44 nd 44
4 65 nd 65
Roule
1 100 140 240
2 38 242 280
3 nd 450 450
4 67 192 259
Smoked breast
1 nd nd nd
2 nd 181 181
3 55 87 142
4 35 nd 35
Smoked ham
1 140 92 232
2 47 154 201
3 34 80 114
4 66 340 406
*Samples = four batches with different production dates. **Mean of duplicate

determinations, nd = not detected (detection limit <9 ng/100g for 7-ketocholesterol and
12 ug/100g for 5,6Bepoxycholesterol)
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TABLE 6. Fatty acid compositions (% area) of the processed turkey meat products

Fatty acids Hamburger Frankfurter Smoked ham Ham
M + SD* M + SD* M £+ SD* M + SD*
C12:0 0.1+00a trb trb nd
C14:0 0.7x+0.0ab 0.7+0.0ab 0.7+0.0ab 0.7+0.0ab
C15:0 04+0.0c 04+00c 0.8 0.1 bc 09+0.0b
C16:0 21.9+0.8 ab 22.8+05a 22.3+04a 22604 a
C18:0 6.5+0.3 cd 6.9 £ 0.4 bcd 7.6 £0.3 bc 8.5+0.1ab
C20:0 0.1+£0.0b 0.1£0.0c 0.1+£0.0c 0.1£0.0c
C21:0 0.1+£0.0b 0.1 £0.0ab nd 0.1+0.0b
Ci16:1w7 40+0.1c 57+03a 55+0.3ab 5.3+0.2 abc
C18:1m9t 50x£0.0a 02+0.0b 02+0.0b 0.3+x0.0b
C18:1m9 40.2+3.6b 36.5+0.5cd 34.0£0.7 cd 32.8 £0.4 de
C20:1m11 0.1+£0.0b 0.1+0.0b 02+0.0b nd
C18:2m61** 0.6+0.1b nd nd nd
C18:2mw6 19.0+1.4b 25.0x03a 26.0t1.2a 254 +02a
C18:3mw3 0.7+02b 1.1+£02a 1.0£0.0a 1.1+£0.1a
C18:3mw6 0.1+£0.0b 0.1 £0.0ab 0.1 +£0.0ab 0.1 £0.0ab
C20:2m6 0.1+0.0c 0.1 £0.0 bc 0.1+0.0b 0.1+£0.0b
C20:4m6 05+0.1b 0.7+0.1b 1.6+£0.3b 1.8+£0.0ab
C22:5m3 trb trb 0.1+0.0b 0.1+0.0b
C22:5m6 0.1 £0.0 bc trb 0.1+0.0b 0.1+£0.0b
C22:6m3 nd trb 0.1+0.0b 0.1+0.0b
SFA 35 31 32 33
MUFA 44 42 40 38
PUFA 20 27 29 29
PUFA/SFA 1.7 1.2 1.1 1.2
Total ®3 0.7 1.2 1.2 1.3
Total 6 19.7 25.4 27.5 27.5
06/03 28.1 21.2 22.9 21.2

* Mean and standard deviation of five samples in duplicate; **18:2w6t (9¢, 12t + 9t, 121);
SFA = saturated fatty acid, MUFA = monounsaturated fatty acid, PUFA = polyunsaturated
fatty acid, t= trans, nd = not detected, tr < 0.1%; values in the same line with the same
letter do not present significant differences at the 5% level.
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TABLE 6 - Continued

Fatty acids Roule Blanquet Meatball Smoked breast
M + SD* M + SD* M + SD* M + SD*
C12:0 trb trb 0.1+0.0a trb
C14:0 0.7+£0.1a 0.6+0.1ab 05+0.1b 0.6 +£0.0ab
C15:0 0.7+£0.1 bc 0.6 £0.0 bc 0.2+0.0¢c 26+0.7a
C16:0 23.3+0.6a 23.6+0.6a 201 £1.1b 21.9+1.1ab
C18:0 7.7 £0.8 bc 6.9 £ 0.6 bcd 6.1+£0.5d 96+1.1a
C20:0 nd 0.1£0.0¢c 0.2+0.0a nd
C21:0 nd nd 0.1+£0.0a nd
Cl16:1w7 5.2+0.9 abc 6.1+£04a 24+04d 5.0+ 0.6 bc
C18:109t nd nd nd nd
C18:109 32.7 4.4 de 386+25¢c 528 +2.5a 28.1+24¢e
C20:1m11 0.2+0.0a 0.1£0.0¢c nd nd
C18:2mw6¢* nd trc 1.4+04a nd
C18:2w6 266 +3.4a 21.3+1.8b 148+1.2c 264+1.0a
C18:3w3 1.2+0.1a 1.1+0.1a 0.7+0.1b 1.0+0.1a
C18:3w6 0.1+0.0ab 0.2+0.0a 0.1+£0.0ab 0.1+£0.0b
C20:206 0.1 £0.0 bc 0.1£0.00b trc 0.2+0.0a
C20:406 1.2+0.4Db 06+0.1b 04+00Db 3.7+0.7a
C22:5m3 0.1+0.0b tr b trb 0.3+£0.0a
C22:5mw6 0.1 £0.0 bc tr bc trc 0.3+0.1a
C22:6m3 0.1+0.0b trc trc 0.3+0.0a
SFA 33 32 29 35
MUFA 38 45 55 33
PUFA 29 24 16 32
PUFA/SFA 1.1 1.4 1.8 1.1
Total ®3 1.3 1.2 0.7 1.7
Total 06 28.1 22.3 15.3 31
06/m3 21.6 18.6 21.9 18.2

* Mean and standard deviation of five samples in duplicate; **18:2w6t (9¢, 12t + 9t, 120);
SFA = saturated fatty acid, MUFA = monounsaturated fatty acid, PUFA = polyunsaturated
fatty acid, t= trans, nd = not detected, tr < 0.1%; values in the same line with the same
letter do not present significant differences at the 5% level.
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FIGURE 1. Typical HPLC chromatogram of the cholesterol and cholesterol oxide
standards. Nova Pak CN column (4 um, 300 x 3.9 mn) with hexane/isopropanol
(96+4) as mobile phase at 1 mL/min (a) photodiode array detector (b) refractive

index detector. Cholesterol and cholesterol oxides numbered as in Table 2.
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FIGURE 2. Typical HPLC chromatogram of the cholesterol and cholesterol oxides
in the blanquet. Nova Pak CN column (4 wm, 300 x 3.9 mn) with
hexane/isopropanol (96+4) as mobile phase at 1 mL/min (a) photodiode array
detector (b) refractive index detector. Cholesterol and cholesterol oxides numbered

as in Table 2.
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CAPITULO 4

PRODUTOS CARNEOS PROCESSADOS BOVINOS,
SUINOS E MISTOS: TEORES DE OXIDOS DE
COLESTEROL, COLESTEROL, LIPIDIOS TOTAIS E
ACIDOS GRAXOS
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RESUMO

O consumo elevado de colesterol, de gordura, de acidos graxos saturados e
de acidos graxos isbmeros trans esta relacionado com as doencas cardiacas, as
quais sao responsaveis pelo maior numero de mortes naturais no pais. Os
produtos da oxidacdo do colesterol sdo considerados mais prejudiciais que o
proprio colesterol na formacéao de placas ateroscleréticas e estdo associados a
varios efeitos biolégicos indesejaveis. A partir da mesma extracao lipidica foram
determinados os 6xidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e a composicao de
acidos graxos em produtos processados de carne bovina (alméndegas,
hamburguer e jerked beef), suina (linglica toscana, apresuntado tradicional e
presunto tradicional) e mistos (salsichas “hot-dog”, mortadela tradicional e salame
ltaliano). A extracdo e a determinacdo do teor de lipidios foram realizadas de
acordo com o método de FOLCH et al. (1957). O colesterol e os Oxidos de
colesterol foram determinados simultaneamente por cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando detector por conjunto de diodos fixado a 210nm e indice de
refracdo. A composicado de acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa
com coluna capilar CP-SIL 88 (50m x 0,25mm; 0,20um de polietilenoglicol). O
unico 6xido de colesterol encontrado foi o 7-cetocolesterol (ug/g), em uma amostra
de hamburguer (3,2), em duas amostras de salsichas “hot-dog” (1,6 e 2,0) e em
uma amostra de mortadela (2,6). O teor de colesterol variou de 22 no apresuntado
a 59mg/100g no salame. Os teores de lipidios totais obtidos no presente trabalho
variaram de 2,8 no presunto a 259/100g no salame. Os principais acidos graxos
identificados nos produtos carneos processados foram: C18:1w9, C16:0, C18:0,
C18:2mw6, C16:1w7 e C14:0. De acordo com os teores de lipidios totais obtidos, as
amostras de salsichas “hot-dog” e de mortadela tradicional apresentaram maiores
teores de acidos graxos poliinsaturados.
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SUMMARY

A high consumption of cholesterol, fat, saturated fatty acids and trans
isomer fatty acids is related to heart disease, which is responsible for the greatest
number of natural deaths in the country. Cholesterol oxidation products are
considered more prejudicial than cholesterol itself in the formation of
arteriosclerotic plaque and are associated with various undesirable biological
effects. Using the same lipid extract, cholesterol oxides, cholesterol, total lipids and
the fatty acid composition were determined in processed beef products (meat balls,
hamburger and jerked beef), processed pork products (toscana sausage,
traditional spam and traditional ham) and mixed meat products (frankfurters,
traditional mortadella and Italian salame). Extraction and determination of the lipid
content were carried out using the methodology of FOLCH et al. (1957).
Cholesterol and the cholesterol oxides were determined simultaneously by high
performance liquid chromatography using a diode array detector at 210nm and a
refractive index detector. The fatty acid composition was determined by gas
chromatography using a CP-SIL 88 capillary column (50m x 0.25mm; 0.20pum
polyethyleneglycol). The only cholesterol oxide found was 7-cetocholesterol (ug/g)
in one sample of hamburger (3.2), two samples of frankfurter (1.6 and 2.0) and in
one sample of mortadella (2.6). The cholesterol content varied from 22 in the spam
to 59mg/100g in the salame. The total lipid contents varied from 2.8 in the ham to
259/100g in the salame. The main fatty acids identified in the processed meat
products were: C18:1@w9, C16:0, C18:0, C18:2w6, C16:1w7 and C14:0. The

frankfurter and mortadella showed highest polyunsaturated fatty acid content.

88



Capitulo 4

1 - INTRODUCAO

Os produtos carneos processados sao altamente consumidos pela
populacdo em geral. O aumento do mercado brasileiro destes produtos foi de 49%
durante a ultima década (1991 a 2000), sendo os produtos charque (22%),
mortadela (28%), salame (36%), apresuntado (46%), presunto (51%), linglica
(52%) e salsichas (60%) os que apresentaram maior aumento (DATAMARK,
2001).

O colesterol encontra-se no alimento associado a outros lipides e acidos
graxos. A extensdo da oxidacdao do colesterol em alimentos depende da
composicao lipidica, principalmente do conteudo de &cidos graxos poliinsaturados
(PANIANGVAIT, et al., 1995). Os acidos graxos poliinsaturados sao muito
susceptiveis a oxidacao e sdo facilmente incorporados na reacdo em cadeia da
peroxidacdo de lipidios originando radicais livres como os radicais peroxilas.
Segundo SMITH (1987), os hidroperdxidos dos acidos graxos poliinsaturados
formados durante a oxidacdo lipidica podem ser necessarios para iniciar a
oxidagdo do colesterol e podem aumentar a oxidagdo do colesterol
sinergicamente. OHSHIMA et al. (1993) relataram que o aumento continuo da
concentracao de 6xidos de colesterol foi acompanhado por um notavel decréscimo
de acidos graxos poliinsaturados.

A oxidagdo do colesterol em alimentos processados merece uma
consideravel atenc&o devido a relevancia toxicologica destes produtos. H4 grande
interesse e preocupacao a respeito das implicacbes que os 6xidos de colesterol
podem causar a saude humana. Varios estudos realizados em sistemas modelos
celulares e com animais tém demonstrado o potencial destes componentes na
producao de efeitos adversos a saude humana (IMAI et al., 1976; TAYLOR et al.,
1979). Os éxidos de colesterol sao considerados mais prejudiciais que o préprio
colesterol na formacdo de placas ateroscleréticas, bem como mutagénicos,
carcinogénicos e citotoxicos (SEVANIAN & PETERSON, 1986; KUBOW, 1990;
GUARDIOLA et al., 1996).
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Os 6xidos de colesterol sdo um grupo de esterdis semelhante ao colesterol,
0s quais possuem um grupo funcional adicional, como hidroxila, cetona ou um
grupo epdxido no nucleo esterol e/ou na cadeia lateral da molécula. Mais de
oitenta 6xidos de colesterol sdo conhecidos, no entanto, os 6xidos de colesterol
mais encontrados nos alimentos s&o: 20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol,
colestan-3pB-5a-6B-triol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 70-
hidroxicolesterol, 7pB-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e colesta-4,6-dien-3-ona
(FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983; SANDER et al, 1989). O 7-
cetocolesterol tem sido utilizado como indicador da oxidagédo do colesterol por ser
produzido nos estagios iniciais do processo oxidativo (PENAZZI, et al., 1995;
RODRIGUEZ-ESTRADA, et al., 1997; ZUNIN, 1995; ZUNIN, et al., 1997).

Alguns produtos cérneos processados, como alméndegas e hamburguer,
possuem gordura hidrogenada em sua composicdo, tornando-os uma fonte
potencial de acidos graxos trans. Os acidos graxos trans sao formados, além da
hidrogenacao industrial de 6leos vegetais, pela acdo de bactérias presentes no
rimen dos animais ruminantes (KEPLER et al., 1966). Desta forma, séao
encontrados na carne e gordura do leite destes animais e em produtos que
contém gordura vegetal hidrogenada. Dietas contendo alta concentragcao de
acidos graxos trans sao consideradas hipercolesterolémicas e estdo associadas
com o desenvolvimento de aterosclerose e doencgas cardiovasculares (ROBERTS,
1992).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo integrado
sobre éxidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e composi¢cdo de &cidos

graxos em produtos carneos processados bovinos, suinos e mistos.
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2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Material

Foram analisados trés tipos de produtos processados de carne bovina
(alméndegas, hamburguer e jerked beef), trés tipos de produtos processados de
carne suina (linglica toscana, apresuntado tradicional e presunto tradicional) e
trés produtos carneos processados de composicao carnea mista (salsichas “hot-
dog”, mortadela tradicional e salame tipo ltaliano). Estes ultimos produtos foram
chamados de mistos porque a composi¢do carnea dos mesmos é composta de
carne bovina, suina e carne mecanicamente separada de aves, como é 0 caso
das salsichas “hot-dog”, ou por carne bovina e suina como a mortadela tradicional
e o salame tipo ltaliano. A composi¢cao basica destes produtos carneos encontra-
se na Tabela 1.

Os prazos de validade destes produtos sado de 60 dias para salsicha “hot-
dog”, 90 dias para alméndegas, linglica toscana, apresuntado, presunto e
mortadela e de 120 dias para hambdrguer, jerked beef e salame Italiano. As
condicbes de armazenamento para linglica toscana, apresuntado, presunto,
salsicha “hot-dog” e mortadela sdo em temperatura de refrigeracdo (até +8°C); as
almondegas e o hamburguer sdo conservados congelados (-12°C a -18°C); os
produtos jerked beef e salame Italiano sdo conservados em local seco, fresco e
arejado.

Para cada um destes produtos foram analisadas cinco marcas diferentes,
com excecao do jerked beef, que foram duas marcas. Para cada marca foram
analisados trés lotes com diferentes datas de validade. Cada lote foi composto por
trés unidades.

As amostras foram analisadas imediatamente apds a aquisicdo das
mesmas nos supermercados de Campinas. Os produtos processados foram
integralmente triturados e homogeneizados em multiprocessador até obtengéo de
uma massa homogénea. Aliquotas de 50g foram tomadas para analises em

duplicata.

91



Capitulo 4

Tabela 1. Composigéo basica dos produtos carneos processados.

Produtos

Ingredientes

Bovino

Almdndegas

Hambarguer

Jerked beef

Carne bovina, gordura hidrogenada, farinha de rosca,
proteina vegetal, sal, condimentos naturais, glutamato
monossddico e eritorbato de sédio.

Carne bovina, gordura hidrogenada, proteina vegetal, sal,
condimentos naturais, glutamato monossédico e eritorbato
de sddio.

Carne bovina, salmoura, nitrato e nitrito de so6dio e

eritorbato de sédio.

Suino

Lingtica Toscana

Carne suina, toucinho, gordura suina, sal, proteina de soja,

condimentos naturais, nitrato e nitrito de sdédio e eritorbato

de sodio.

Apresuntado Carne suina (pernil/paleta), salmoura, amido, proteina de
soja, nitrato e nitrito de sédio e eritorbato de sédio.

Presunto Pernil suino, salmoura, glicose, nitrato e nitrito de sddio,
aromas naturais e eritorbato de sddio.

Mistos

Salsicha “hot-dog”

Mortadela

Salame ltaliano

Carne mecanicamente separada de aves, carne suina,
carne bovina, pele suina/aves, toucinho, middos suinos,
proteina vegetal, amido, sal, especiarias, nitrato e nitrito de
sodio e eritorbato de sédio.

Carne bovina, carne suina e carne mecanicamente
separada de suino e ave, pele de suino, toucinho, miudos
de suino, proteina vegetal, amido, sal, condimentos
naturais, nitrato e nitrito de sédio e eritorbato de sédio.
Carne suina, carne bovina, toucinho, leite em pd, sal,

especiarias, nitrato e nitrito de sédio e eritorbato de sodio.
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2.2 — Métodos

A extracao dos lipidios foi realizada como descrito por FOLCH et al. (1957).

Aliquotas do extrato lipidico foram tomadas para a determinagéo de lipidios
totais, por pesagem apds a evaporagdo do solvente; 6xidos de colesterol e
colesterol, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); e, a composicao de
acidos graxos por cromatografia gasosa. Os trés métodos estdo sumariamente
descritos na Figura 1.
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EXTRACAO DOS LIPIDIOS
segundo FOLCH et al. (1957)

Tomar 10mL do extrato

Tomar 50mL do extrato
lipidico

lipidico e concentrar em
d evaporador rotatério
Secar sob Nz d
d Adicionar 10mL de KOH
Pesar metandlica 1M e agitar a
d

temperatura ambiente
LIPIDIOS TOTAIS (20°C) for 18h

Extrair a matéria

insaponificavel com
3x10mL de éter etilico e
lavar com 5mL de KOH
0,5M e 2x5mL de 4gua
destilada

d
Filtrar com Na>SO4 anidro
e lavar com mais 10mL
de éter etilico
d
Secar sob N2
d
Dissolver em 2mL de
fase mével, filtrar e injetar
20uL
d
CLAE
d
COLESTEROL E
OXIDOS DE
COLESTEROL

100mg de lipidios
d

Adicionar 5mL de NaOH
metandlica (2%)

Aquecer em BM a 70°C
por 15min
2
Adicionar 10mL de uma
solucao de NH4Cl e
H>SO4 em metanol
2
Deixar no BM por
30min
2
Esfriar e adicionar 2mL
de éter de petréleo e
solucdo saturada de
NaCl
!
Injetar a fase superior
(Tul)
!
CG
, !
ACIDOS GRAXOS

Figura 1. Fluxograma para determinagao de lipidios totais, colesterol, éxidos de

colesterol e acidos graxos.
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2.2.1 — Determinacao simultdnea de o6xidos de colesterol e
colesterol

Aliquotas do extrato lipidico foram secas em evaporador rotatério,
saponificadas a frio e a matéria insaponificavel foi extraida com éter etilico
(SANDER et al., 1989).

Utilizou-se um cromatégrafo liquido (Shimadzu) com sistema quaternario de
solventes (LC-10ATVP); valvula "Rheodyne" com alca de amostragem de 20uL;
forno de coluna (CTO-10ASVP); coluna de guarda Hypersil BDS CN (7,5 x 4,6mm,
5um); coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um); temperatura da coluna de
32°C; fase moével composta de hexano/isopropanol (96+4) com vazdo de
1,0mL/min; detector por conjunto de diodos (SPD-M10AVP); detector por indice de
refracdo (RID-10A) e software (CLASS-VP). Os espectros de absorbancia foram
tirados entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram registrados a 210nm.

O colesterol e os Oxidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,603-
epoxicolesterol, e 7B-hidroxicolesterol foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). O 7a-hidroxicolesterol foi obtido da Steraloids Inc.
(Wilton, EUA).

Todos os solventes usados para a extragao e preparo da amostra foram de
grau analitico e para analise cromatografica de grau cromatografico, os quais
foram filtrados em filtro Millipore (0,45um) e degaseificados em ultra-som antes do
uso.

A identificacdo dos picos do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi feita
por comparacdo dos tempos de retencdo do padrdao e o da amostra, por co-
cromatografia e espectros de absorbancia.

A confirmagdo da identidade foi realizada por cromatografia gasosa com
espectrometria de massas (CG-MS), usando um CG modelo HP 6890 acoplado a
um MS HP 5973. A temperatura de interface foi de 320°C e a energia de impacto

de elétrons foi de 70eV. Injetor splitless a 290°C, coluna capilar de silica fundida

95



Capitulo 4

HP-5MS (30m x 0,25mm; espessura do filme 0,25um) com temperatura
programada: temperatura inicial 110°C/2min, elevou-se para 235°C numa razéo de
40°C/min, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos, apds elevou-se a
temperatura a 310°C/5min numa razdo de 1°C/min. A vazdo do gas de arraste
(hélio) foi de 0,7mL/min. Os padrdes de colesterol e de 6xidos de colesterol e as
amostras foram derivatizados de acordo com o método de SCHMARR et al.
(1996).

A quantificagdo do colesterol e de seus produtos da oxidacao foi feita por
padronizacdo externa. O colesterol foi quantificado pelo detector por indice de
refragdo, por estar mais separado dos interferentes. O 7-cetocolesterol foi

quantificado pelo detector por conjunto de diodos.

2.2.2 — Determinacao da composicao de acidos graxos

Para a analise dos acidos graxos, uma aliquota do extrato lipidico contendo
aproximadamente 100mg de lipidios, foi seca em evaporador rotatério. A
transmetilacao foi realizada de acordo com o método de HARTMAN & LAGO
(1973), usando solucao de cloreto de amédnia e acido sulfurico em metanol como
agente esterificante.

A cromatografia gasosa, para a analise de acidos graxos, foi realizada em
cromatégrafo KONIK, modelo HRCG 4000A, equipado com: injetor split, razao
75:1; coluna capilar CP-SIL 88, 50m de comprimento x 0,25mm de didmetro
interno e contendo 0,20um de polietilenoglicol; detector por ionizagdo em chama e
uma workstation com software BORWIN. As condi¢bes cromatograficas foram:
temperatura da coluna programada, temperatura inicial 180°C/2min, elevando-se
para 225°C numa escala de 5°C/min, permanecendo nesta temperatura por 15
minutos; gas de arraste, hidrogénio numa vazao de 0,5mL/min; gas “make-up”,
nitrogénio a 30mL/min; temperatura do injetor, 270°C; e temperatura do detector,
300°C.
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A identificacdo dos acidos graxos foi realizada através da comparagao do
tempo de retencédo dos acidos graxos das amostras e padrdes e co-cromatografia.
Foram utilizados no total 36 padrdes de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados da Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA).
A quantificacdo foi realizada por normalizagdo de area e os resultados foram

expressos em porcentagem de area.

2.2.3 — Analise estatistica

Para verificar as diferencas entre os produtos carneos processados, 0s
resultados obtidos para colesterol, lipidios totais e acidos graxos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) a nivel de 5%.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Produtos processados de carne bovina

Na Tabela 2 estdo apresentados os teores de colesterol e de lipidios totais
nas amostras de almoéndegas, hamburguer e jerked beef.

Os teores de colesterol e de lipidios totais foram significativamente
diferentes entre as marcas de alméndegas, variando de 23,6 a 33,7mg/100g e de
9,8 a 19,59/100g, respectivamente.

Nas amostras de hamburguer o teor de colesterol variou de 17,7 a
37,7mg/100g e o de lipidios totais de 10,9 a 16,59/100g, ndo havendo diferenca
significativa entre duas marcas.

Para as amostras de jerked beef ndo houve diferenga significativa para os
teores de colesterol entre as duas marcas analisadas. Ja o teor de lipidios totais
foi significativamente diferente, variando de 3,5 a 6,69/100g.
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Tabela 2. Teores de colesterol (mg/100g de amostra) e lipidios totais (g/100g) em

produtos processados de carne bovina.

Colesterol Lipidios Totais
Amostras M + DP* M + DP*
Almoéndegas
Marca 1 236+24ef 10,1+1,3d %
Marca 2 290+1,7¢c® 11,1£1,4c
Marca 3 257+0,4d' 98+0,8e®
Marca 4 33,7+46a° 195+1,5a?
Marca 5 30,9+4,0b¢ 142+22b"
Hamburguer
Marca 1 17,7+3,1d" 16,5+0,6a”
Marca 2 30,4+1,3b° 13,7+1,6¢°
Marca 3 30,0+0,5b¢ 10,9+1,6d°
Marca 4 37,7+3,7a’ 146+0,0b"
Marca 5 271+87c¢® 144+22b"
Jerked beef
Marca 1 425+452a? 6,6+36a°
Marca 2 427+36a? 35+09b'

*Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata. Valores na mesma coluna
com letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% para as marcas. Valores
na mesma coluna com letras iguais sobrescritas nao apresentaram diferenga significativa ao nivel
de 5% para os produtos processados de carne bovina.

Dentre os produtos processados de carne bovina analisados, o teor de
colesterol foi significativamente menor no hamburguer (17,7mg/100g) e maior no
jerked beef (42,7mg/100g), enquanto o conteudo de lipidios totais foi menor no
jerked beef (3,59/100g) e maior nas alméndegas (19,5g/1009).

As variacgOes entre os lotes das amostras analisados podem ser observadas
através dos valores altos das estimativas dos desvios-padrao.
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A Tabela 3 relaciona os &cidos graxos (% de area) encontrados nos
produtos processados de carne bovina. Os principais acidos graxos encontrados
foram: C18:1®9, C16:0, C18:0, C18:2w6, C16:1w7 e C14:0.

Considerando os teores de lipidios totais das amostras analisadas, os
acidos graxos C16:0, C18:0 e C18:1®9 foram encontrados em maiores teores nas
amostras de hambuarguer. As amostras de alméndegas apresentaram teores
maiores para o C18:2w6 e as de jerked beef teores menores para os principais
acidos graxos encontrados.

Em relagdo aos acidos graxos minoritarios, os acidos graxos C21:0 e C22:0
nao foram detectados nas amostras de alméndegas. Nas amostras de jerked beef
0 C21:0 e 0 C18:3w6 estiveram ausentes.

As concentracdes de acidos graxos saturados e monoinsaturados no jerked
beef, alméndegas e hamburguer foram cerca de 2,6 ¢ 2,3; 58 e 5,3; 6,6 €
5,99/100g de amostra, respectivamente. O teor de acidos graxos poliinsaturados
foi menor nas amostras de jerked beef (0,29/100g de amostra) e maior nas
amostras de alméndegas (1,89/100g de amostra).

O Unico acido graxo @3 encontrado nas amostras de produtos processados
de carne bovina analisadas foi o C18:3w3, variando de 2mg/100g de amostra no
jerked beef a 9mg/100g de amostra nas alméndegas.

A razao entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados, encontrada no
presente trabalho, foi menor nas amostras de jerked beef (0,08) e maior nas
amostras de alméndegas (0,31). A razdo w6/®m3 foi menor nas amostras de jerked
beef (6,8) e maior nas amostras de hamburguer (20,8).

Os acidos graxos isémeros trans C18:109 e C18:2w6 (9c, 12t, 9t, 12¢)
foram detectados nas amostras analisadas. Os teores de C18:1w9t variaram de
0,19/100g de produto no jerked beef a 0,49/100g de produto no hambuarguer. O
maior teor de C18:2w6t (9¢, 12t, 9f, 12¢) foi encontrado nas amostras de
alméndegas (0,099/100g de produto) e 0 menor teor nas amostras de jerked beef
(0,019/100g de produto).
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Tabela 3. Composicao de &cidos graxos (% de area) em produtos processados de

carne bovina.

Acidos Graxos Alméndegas Hambdarguer Jerked beef
M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 22+0,5a 25+04a 29x0,0a
C15:0 1,1£0,2b 1,1£0,2b 22+0,1a
C16:0 246t1,7a 240x14a 246x0,0a
C17:0 1,0x0,2a 1,1£0,2a 1,4+£0,1a
C18:0 12,6 6,9 a 143+18a 17,4+0,1a
C20:0 0,2+0,0a 0,2+0,0b 0,2+0,0a
c21:0 nd 0,3+0,1 nd
C22:0 nd 0,1+0,0b 0,2+0,0a
C16:1w7 3,7+0,7b 3,6+03b 44+0,0a
C171w7 0,5+0,1b 0,5+0,1b 1,0x£0,0a
C18:1w9t 25+19a 2,7+23a 24+0,1a
C18:1m9 36,2t2,7a 37,3x1,0a 38,6 +0,3a
C20:1m11 0,5+02b 0,3+0,1b 0,7+£0,0a
C18:2mw61 0,7+0,3a 0,3+0,1 b 0,2+0,0b
C18:2mw6 13,3+5,1a 10,1+t14a 26+04Db
C18:3w6 0,1+x0,0a 0,1+0,0a nd
C18:3w3 0,7+0,3a 0,5+0,1a 0,5+0,1a
C20:406 0,2+0,0b 0,2+0,0b 0,8+x0,2a
Saturados 45 a 47 a 51a
Monoinsaturados 41 a 42 a 45 a
Poliinsaturados 14 a 11b 4c
Poliinsaturados/ 0,31 0,23 0,08
Saturados
Total ®3 0,7 0,5 0,5
Total w6 13,5 10,4 3,4
06/03 19,3 20,8 6,8

* Média e desvio padrao de 30 amostras (5 marcas, 3 lotes analisados em duplicata). **
(9¢, 12t + 9t, 12¢); nd = nado detectado; Valores na mesma linha com letras iguais nao
apresentaram diferencga significativa ao nivel de 5%.
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3.2 — Produtos processados de carne suina

Os teores de colesterol e de lipidios totais obtidos nas amostras de linglica
toscana, apresuntado e presunto estdo expressos na Tabela 4.

Os teores de colesterol nas amostras de linglica variaram de 27,4 a
36,7mg/100g, ndo havendo diferenga significativa entre duas marcas. Os teores
de lipidios totais variaram significativamente entre as marcas de lingliga, variando
de 13,4 a 29,0g/100g. Teores maiores de colesterol e de lipidios totais foram
encontrados na Tabela da USDA (2003), sendo 68mg/100g e 40,299/100g,
respectivamente.

Nas amostras de apresuntado o teor de colesterol variou de 17,3 a
26,2mg/100g, ndo havendo diferenga significativa entre duas marcas. O teor de
lipidios totais nas amostras de apresuntado variou de 3,9 a 8,09/100g, sendo duas
marcas com valores maiores e trés com valores menores.

Os teores de colesterol obtidos nas amostras de presunto néo
diferenciaram significativamente entre as marcas, variando de 23,0 a
26,2mg/100g. Os teores de lipidios totais variaram de 2,1 a 3,79/100g, nao
havendo diferenca significativa entre as marcas 1 e 3 e entre 4 e 5. Teores
maiores de colesterol e de lipidios totais foram encontrados na Tabela da USDA
(2003), sendo, respectivamente, 47mg/100g e 4,969/100g.

Em geral, as amostras de lingliica apresentaram maior teor de colesterol e
lipidios totais e as amostras de apresuntado os menores teores de colesterol e as
de presunto os de lipidios totais.
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Tabela 4. Teores de colesterol (mg/100g de amostra) e lipidios totais (g/100g) em
produtos processados de carne suina.

Colesterol Lipidios Totais

Amostras M + DP* M + DP*
Linglica

Marca 1 27,4+33d° 18,5+5,3d°
Marca 2 358+53a? 215+43c°
Marca 3 36,7+0,3a°? 259+30b°
Marca 4 336+1,6b° 134+18e°
Marca 5 28,7+3,0c° 290+39a?

Apresuntado

Marca 1 228+1,6b' 45+13b"
Marca 2 220+6,4b" 80+05a’
Marca 3 20,3+4,9b¢ 39+0,6b"
Marca 4 173+41¢c" 42+02b"
Marca 5 262+23a° 74+11a¢
Presunto

Marca 1 26,1+3,0a° 30+0,4b"
Marca 2 250+1,3a° 3,7+10a"
Marca 3 232+21a' 27+0,8b'
Marca 4 230+20a 2,1+02¢'
Marca 5 262+2,7a“ 23+0,2¢'

*Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata. Valores na mesma
coluna com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% para as
marcas. Valores na mesma coluna com letras iguais sobrescritas ndo apresentaram
diferencga significativa ao nivel de 5% para os produtos processados de carne suina.
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A Tabela 5 relaciona os acidos graxos (% de area) obtidos nos produtos
processados de carne suina.

Em relacdo aos teores de lipidios totais das amostras analisadas, as
amostras de lingliga toscana apresentaram teores maiores para 0s principais
acidos graxos encontrados (C18:1w9, C16:0, C18:2mw6, C18:0, C16:1w7 e C14:0) e
as amostras de presunto valores menores.

Teores maiores de acidos graxos saturados (8,89/100g de amostra),
monoinsaturados (10,1g/100g de amostra) e poliinsaturados (3,1g/100g de
amostra) foram encontrados nas amostras de linglica toscana. Estes valores
foram menores para as amostras de presunto, sendo, respectivamente, 1,1; 1,4 e
0,59/100g de amostra.

Os teores de &cidos graxos o3 variaram de 0,02 no presunto a 0,1g/100g
de amostra na lingliga toscana. A razdo w6/w3 foi semelhante entre as amostras.

Com relagédo aos acidos graxos minoritarios, o acido graxo C18:3w6 néo foi
detectado nas amostras de lingUiga.

A razao entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados foi a mesma
nas amostras de linguica toscana e de presunto (0,4) e maior no apresuntado
(0,5).

Apenas o acido graxo isémero trans C18:1w9 foi encontrado nas amostras
analisadas de produtos processados de carne suina, variando de 6 no presunto a

40mg/100g de amostra na lingiica toscana.
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Tabela 5. Composicao de &cidos graxos (% de area) em produtos processados de

carne suina.
Acidos Graxos Lingtiica Toscana Apresuntado Presunto
M + DP* M + DP* M + DP*
C14:0 1,5+0,1a 1,3£0,1b 1,3£0,1b
C15:0 0,2+0,0c 04+0,0b 0,8+0,2a
C16:0 255+0,7a 23,9+0,2a 244+0,5a
C17:0 0,4+0,0a 0,4+0,1a 0,4+0,1a
C18:0 11,8+ 0,3 a 10,8+ 0,4 a 10,7+ 0,3 a
C20:0 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,1£0,0a
C24:0 0,1+0,0b 0,2+0,0b 0,3+x0,0a
C16:1w7 25+0,3a 28+0,2a 29+0,2a
C171w7 05+0,1a 04+0,0a 0,4+0,1a
C18:1w9t 0,2+0,0a 0,3+0,1a 0,2+0,1a
C18:1m9 421+0,7a 423+16a 428+12a
C20:1m11 0,7+0,0a 0,7+0,1a 0,6+0,1a
C18:2mw6 13,2+1,1a 14,7+2,0a 12,9+1,0a
C18:3w6 nd 05+0,1a 0,6+0,1a
C18:3w3 0,5+0,1a 0,6+0,1a 0,5+0,1a
C20:2m6 05+0,1a 05+0,0a 0,4+0,1a
C20:406 04+£0,1c 0,7+£0.2b 1,2+0,2a
Saturados 40 a 37b 38b
Monoinsaturados 46 a 46 a 47 a
Poliinsaturados 14 a 17 a 15a
Poliinsaturados/ 0,4 0,5 0,4
Saturados
Total ®3 0,5 0,6 0,5
Total w6 14 16 15
06/®03 28 27 30

*Média e desvio padrao de 30 amostras (5 marcas, 3 lotes analisados em duplicata).

nd = ndo detectado

Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de 5%.
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3.3 — Produtos carneos processados mistos

Os teores de colesterol e lipidios totais obtidos nas amostras de salsichas
“hot-dog”, mortadela e salame ltaliano encontram-se na Tabela 6.

Os teores de colesterol nas amostras de salsichas variaram de 44,3 a
71,1mg/100g, ndo apresentando diferenca significativa entre quatro marcas. Os
teores de lipidios totais variaram de 15,0 a 24,99/100g, sendo que duas marcas de
salsichas nao diferenciaram significativamente entre si. Teor semelhante de
colesterol e teor maior de lipidios totais foram encontrados na Tabela da USDA
(2003), sendo 50mg/100g e 27,649/100g, respectivamente.

Os teores de colesterol e lipidios totais nas amostras de mortadela nao
apresentaram diferenca significativa entre quatro marcas, variando de 39,4 a
49,8mg/100g e de 18,5 a 23,69/100g, respectivamente. Valores maiores de
colesterol e de lipidios totais foram encontrados na Tabela da USDA (2003), sendo
56mg@/100g e 25,399/100g, respectivamente.

Nas amostras de salame os teores de colesterol variaram de 52,4 a
65,5mg/100g, ndo havendo diferenca significativa entre as marcas 1 e 3 e entre 2,
4 e 5. Os teores de lipidios totais variaram de 22,5 a 27,89/100g, duas marcas nao
apresentaram diferenca significativa entre si. Teor maior de colesterol e teor
semelhante de lipidios totais foram encontrados na Tabela da USDA (2003),
sendo 89mg/100g e 26,409/100g, respectivamente.

Em geral, os teores de colesterol foram maiores no salame tipo ltaliano e
menores na mortadela. As amostras de salsichas apresentaram teores de lipidios

totais menores, enquanto que as de salame apresentaram valores maiores.
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Tabela 6. Teores de colesterol (mg/100g) e lipidios totais (g/100g) em produtos

carneos processados mistos.

Colesterol Lipidios Totais
Amostras M + DP* M + DP*
Salsicha
Marca 1 46,0+ 11,1b 15,0+0,5d"
Marca 2 46,0+ 5,6 b 249+06a®
Marca 3 71,1+58a? 16,8+0,7¢c°®
Marca 4 51,6+1,7b" 18,1£0,3b ¢
Marca 5 443+8,0b 16,6 £0,5¢°®

Mortadela

Marca 1 421+6,8b 18,5+1,5b¢
Marca 2 41,1+55b° 23,1+15a°
Marca 3 498+0,5a° 229+222a°
Marca 4 394+16b° 236+1,1a°
Marca 5 42,0+3,8b 212+0,1a“
Salame
Marca 1 52,4+25b" 275+18a?
Marca 2 655+t4,4a? 23,5+0,6c°
Marca 3 53,0+ 5,3 b ™ 225+4,8d°
Marca 4 60,8+6,7a" 27,8+0,7a%
Marca 5 642+21a%® 242+1,7b"

*Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata. Valores na mesma coluna
com letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% para as marcas. Valores
na mesma coluna com letras iguais sobrescritas ndo apresentaram diferencga significativa ao nivel
de 5% para os produtos carneos processados mistos.
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A Tabela 7 relaciona os &cidos graxos (% de area) encontrados nos
produtos carneos processados mistos.

Os principais acidos graxos encontrados nas amostras de salsichas “hot-
dog”, mortadela tradicional e salame tipo Italiano foram: C18:1®9, C16:0,
C18:2mw6, C18:0 e C16:1w7. Considerando os teores de lipidios totais das
amostras analisadas, as amostras de salame ltaliano apresentaram maiores
teores para os &cidos graxos C16:0, C18:0 e C18:1w9, enquanto que os &cidos
graxos C16:1w7 e C18:2w6 tiveram maiores valores nas amostras de mortadela.

As concentracbes de 4&cidos graxos saturados e monoinsaturados,
variaram, respectivamente, de 5,9 e 7,7 na salsicha “hot-dog” a 9,7 e 11,59/100¢g
de amostra no salame ltaliano. Os teores de acidos graxos poliinsaturados foram
semelhantes entre as amostras de salsicha “hot-dog” (4,39/100g de amostra) e de
mortadela (4,49/100g de amostra) e menores nas amostras de salame Italiano
(3,79/100g de amostra).

As amostras de salsicha “hot-dog” e mortadela apresentaram teores de
acidos graxos ®3 ao redor de 0,29/100g de amostra e o salame ltaliano de
0,19/100g de amostra.

A razéo entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados foi menor nas
amostras de salame ltaliano (0,38) e maior nas amostras de salsicha “hot-dog”
(0,73). A razao de w6/®w3 apresentou menor valor nas amostras de salsicha (17,8)
e valor maior nas amostras de salame (30,0).

Somente o acido graxo isébmero trans C18:1w9 foi encontrado nos produtos
carneos processados mistos analisados, apresentando teores semelhantes nas
amostras de salsicha e de mortadela (0,049/100g de amostra) e maiores nas

amostras de salame Italiano (0,19/100g de amostra).
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Tabela 7. Composicdo de acidos graxos (% de area) em produtos carneos
processados mistos.

Acidos Graxos Salsicha “hot-dog” Mortadela Salame ltaliano
M + DP* M + DP* M + DP*
C14:0 0,7+0,1c 1,0£0,1b 1,5+0,1a
C15:0 0,3+£0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,1a
C16:0 242+0,8a 243+0,8a 246t1,1a
C17:0 0,3£0,1b 0,3£0,0b 0,5+0,0a
C18:0 72t15¢ 9,3+0,7b 11,709 a
C20:0 0,3+£0,1a 0,1£0,0b 0,4+0,0a
C24:0 0,2+0,1a 0,2+0,1a 0,1x0,0a
C16:1w7 47+10a 35+04b 26+03b
C171w7 0,3+0,0b 0,3+0,0b 04+0,1a
C18:1w9t 0,2+0,0b 0,2+0,0b 0,4+0,1a
C18:1m9 372t23a 40,1+0,3a 42,7+09a
C20:1m11 05+0,1a 05+0,1a 06+0,1a
C18:2mw6 223x2,0a 18,8+ 09b 13,5+£0,3¢c
C18:3w6 0,2+0,1b 0,1+0,0c 0,5+0,1a
C18:3w3 1,4+02a 1,0+£0,0b 0,6+0,1c
C20:2m6 0,3+0,1b 0,3+£0,1b 0,5+0,1a
C20:406 0,4+0,1a 0,3+£0,1a 0,4+0,0a
Saturados 33b 36 b 39 a
Monoinsaturados 43 a 44 a 46 a
Poliinsaturados 24 a 20 b 15¢
Poliinsaturados/ 0,73 0,55 0,38
Saturados
Total ®3 1,3 1,0 0,5
Total w6 23,2 19,5 15,0
06/03 17,8 19,5 30,0

* Média e desvio padrao de 30 amostras (5 marcas, 3 lotes analisados em duplicata).

Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de 5%.
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3.4 — Comparacao dos teores de colesterol, lipidios totais e
composicao de acidos graxos nos produtos carneos processados

Na Tabela 8 encontram-se as médias de colesterol e de lipidios totais de 30
amostras de cada um dos produtos carneos processados analisados no presente
trabalho.

Os teores de colesterol (mg/100g), obtidos neste estudo, variaram de 22 no
apresuntado a 59 no salame Italiano. Nao houve diferenca significativa entre as
amostras de alméndegas e hamburguer, entre o jerked beef e a mortadela e entre
o apresuntado e o presunto. Observa-se através dos desvios-padrao que a maior
variagdo entre os lotes e as marcas foi na salsicha “hot-dog” e a menor no
presunto tradicional.

Os teores de lipidios totais (g/100g) variaram de 3 no presunto a 25 no
salame lItaliano. N&o houve diferenga significativa entre as amostras de
almoéndegas e hamburguer, entre o jerked beef e 0 apresuntado e entre a linglica
toscana, a mortadela e o salame. A menor variagdo entre as marcas € seus
respectivos lotes analisados foi encontrada nas amostras de presunto e a maior
variagao foi nas amostras de linguica.

A variagdo encontrada nos teores de colesterol e de lipidios totais entre os
trés lotes analisados da mesma marca e entre as marcas de um mesmo produto,
pode estar relacionada com a raga, sexo, idade e dieta dos animais abatidos, e
também com os ingredientes utilizados nas formulagbées dos produtos, bem como

a qualidade e composicao da matéria prima (carne e subprodutos) utilizada.
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Tabela 8. Teores de colesterol (mg/100g de amostra) e lipidios totais (g/100g) em

produtos carneos processados.

Produtos Colesterol Lipidios totais
Carneos M + DP* M + DP*
Bovino
Alméndegas 29 £ 5de 13+ 4 Dbc
Hambuguer 29+ 8 de 14+ 2 bc
Jerked beef 43+4c 5+3c
Suino
Linguica toscana 32+5d 22t7a
Apresuntado tradicional 22+5e 6t2cC
Presunto tradicional 25+3e 3+1d
Mistos
Salsichas “hot-dog” 52+12b 18+4Db
Mortadela tradicional 43+5¢c 22+2a
Salame tipo ltaliano 59+7a 25+ 3a

*Média e desvio padrao de 30 amostras (5 marcas, 3 lotes analisados em duplicata).
Valores na mesma coluna com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao
nivel de 5%.

Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os da
literatura, observou-se que NOVELLI et al. (1998), analisando onze amostras de
mortadela, obtiveram maiores valores de lipidios totais e colesterol. Os teores de
lipidios totais variaram de 22,74 a 34,499/100g e os de colesterol de 52,11 a
138,14mg/100g. No entanto, para as quatorze amostras de salame tipo Milano
analisadas, algumas amostras apresentaram valores de colesterol menores e
outras maiores (34,29 a 119,01mg/100g) e os teores de lipidios totais foram, em
geral, maiores que os do presente trabalho (26,41 a 35,979/100g). RODRIGUEZ-
ESTRADA et al. (1997) encontraram em hamburguer valores de lipidios totais
semelhantes (13,89/100g) e maiores para colesterol (83,4mg/100g). Em
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alméndegas, LARKESON et al. (2000) verificaram maior teor de colesterol
(38,9m@g/100g) e menor de lipidios totais (6,69/100g). Analisando linglicas (tipo
comum) PEREIRA et al. (2000) obtiveram valores maiores de colesterol (50,9 +
12,8mg/100g) e menores para lipidios (17,0 = 4,29/100g). Os teores de lipidios
totais e colesterol para salsichas “hot-dog” descritos na Tabela de composicao de
alimentos de acordo com McCANCE & WIDDOWSON (1994) foram 25g/100g e
46mg/100g, respectivamente.

Os mesmos acidos graxos principais foram encontrados nas amostras de
produtos processados de carne bovina (alméndegas, hamburguer e jerked beef),
de carne suina (lingtiica toscana, apresuntado e presunto) e nos produtos carneos
processados mistos (salsichas “hot-dog”, mortadela tradicional e salame Italiano),
mas nem sempre na mesma ordem.

LARKESON et al. (2000) obtiveram os mesmos acidos graxos principais em
alméndegas e hamburguers que os do presente trabalho. TORRES et al. (1989)
também encontraram o0s mesmos acidos graxos principais em amostras de
charque. PEREIRA et al. (2000) determinaram também, em ordem decrescente,
0S mesmos acidos graxos principais em amostras de linguicas tipo comum, sendo
C18:109, C16:0, C18:2mw6, C18:0 e C16:1w7, os mesmos obtidos no presente
trabalho.

Quando os acidos graxos foram convertidos para g/100g de amostra
utilizando-se os teores de lipidios totais das amostras analisadas, observou-se que
o teor de acidos graxos saturados foi maior nas amostras de salame ltaliano
(9,79/100g de amostra) e menor no presunto (1,1g/100g de amostra), sendo o
acido graxo C16:0 encontrado em maior concentragédo, seguido do C18:0.

A menor concentracdo de 4cidos graxos monoinsaturados foi encontrada
nas amostras de presunto (1,49/100g de amostra) e a maior nas amostras de
salame ltaliano (11,59/100g de amostra). O acido graxo encontrado em maior
quantidade foi 0 C18:1w9, seguido do C16:1w7.

O teor de acidos graxos poliinsaturados foi menor nas amostras de jerked
beef (0,29/100g de amostra) e maior na mortadela (4,49/100g de amostra), sendo

0 &cido graxo C18:2w6 encontrado em maior quantidade.
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TORRES et al. (1989) encontraram em charque maiores porcentagens de
areas de 4cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados e menores
porcentagens de acidos graxos saturados.

PEREIRA et al. (2000) encontraram porcentagens de areas menores de
acidos graxos saturados e maiores de acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados nas amostras de linglicas tipo comum, comparadas com a
porcentagem encontrada entre as amostras de linglica toscana analisadas no
presente trabalho.

O unico acido graxo ®3 encontrado foi o C18:3w3, sendo maior nas
amostras de salsichas “hot-dog” e mortadela (0,29/100g de amostra) e menor nas
amostras de jerked beef e presunto (0,02g9/100g de amostra).

A razao entre os teores de acidos graxos poliinsaturados e saturados,
encontrada no presente trabalho, foi menor nas amostras de jerked beef (0,08) e
maior nas amostras de salsicha “hot-dog” (0,73). A razdo ®w6/®w3 variou de 6,8 no
jerked beef a 30,0 no presunto e no salame.

O &cido graxo isdbmero trans C18:109 foi encontrado em todas as amostras
analisadas, variando de 6mg/100g de amostra no presunto a 0,49/100g de
amostra no hamburguer. O C18:2w6¢ foi detectado somente nas amostras de
alméndegas, hamburguer e jerked beef, variando de 0,019g/100g de amostra no
jerked beef a 0,099/100g de amostra nas alméndegas.

Os maiores teores de C18:1w9t encontrados nas amostras de alméndegas
e hamburguer podem ser atribuidos a presenca de gordura hidrogenada em suas
formulacdes (Tabela 1). Os desvios-padrao apresentaram valores maiores para o
acido graxo C18:1w9t nas amostras de hamburguer e alméndegas devido a
variacao encontrada entre os lotes e marcas analisados.

Em gorduras de origem animal, os isbmeros trans sao componentes
naturais, sendo formados através da biohidrogenagédo pela acao de enzimas da
microbiota presente no rimen de animais poligastricos, incluindo as isomerases e
as hidrogenases (SMITH et al., 1978). A quantidade de &cidos graxos trans em
carnes de animais nao ruminantes é geralmente baixa e depende da presenca de

acidos graxos trans nas racoes (ARO et al., 1998).
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3.5 — Oxidos de colesterol

De todos os éxidos de colesterol pesquisados (colesta-4,6-dien-3-ona, 200
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7o-
hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol), apenas o 7-
cetocolesterol foi encontrado em quatro amostras, sendo uma marca de
hamburguer bovino, duas marcas de salsichas “hot-dog” (produtos céarneos
mistos) e uma marca de mortadela tradicional (produto carneo misto). O 7-

cetocolesterol variou de 1,6 na salsicha a 3,2ug/g no hambuguer (Tabela 9).

Tabela 9. Teores de 7-cetocolesterol (ug/g) em produtos carneos processados.

7-cetocolesterol
Amostras M

Hamburguer bovino

marca 5 3,2
Salsichas “hot-dog”

marca 2 1,6

marca 4 2,0
Mortadela tradicional

marca 5 2,6

*Média das determinacdes em duplicata.

A baixa incidéncia de Oxidos de colesterol nos produtos carneos
processados, segundo TAIl et al. (1999), pode estar relacionada com o uso de
antioxidantes adicionados as formulagbes, e também com o emprego de
embalagens apropriadas, as quais proporcionam uma barreira fisica ao ar e a luz.
Um dos problemas analiticos da determinagdo de Oxidos de colesterol é a
formacao de artefatos. Durante as andlises foram tomados varios cuidados para
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impedir a formagdo de artefatos, como evitar a incidéncia da luz sobre as
amostras durante a extracdo das mesmas, saponificacao realizada em atmosfera
inerte (N2), a frio (20°C) e no escuro e o uso de solventes isentos de peréxidos.

PARK & ADDIS (1985) também nao encontraram éxidos de colesterol em
hamburguer, charque e linglica de figado. No entanto, TORRES et al. (1989)
determinaram em amostras de charque 7-cetocolesterol (0,88 a 5,54u/g), 7B-
hidroxicolesterol (0,38 a 3,16p/g) e colestanotriol (1,82 a 3,92u/g).

NOVELLI et al. (1998) encontraram 7-cetocolesterol em sete amostras de
salame das quatorze analisadas e em cinco amostras de mortadela das onze
analisadas. Valores mais elevados de 7-cetocolesterol foram obtidos nas amostras
de mortadela e menores valores nas amostras de salame, que os do presente
trabalho. Relataram também 5,6a-epoxicolesterol em cinco amostras de salame e
em dez amostras de mortadela, 7B-hidroxicolesterol em duas amostras de salame
e em uma amostra de mortadela e 25-hidroxicolesterol somente em trés amostras
de salame.

SCHMARR et al. (1996) encontraram valores menores de 7-cetocolesterol
(0,57 a 1,09u/g) em salame que os do presente trabalho. Obtiveram também os
oxidos 5,6B-epoxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol e 7B-hidroxicolesterol nos dois
tipos de salame analisados, no entanto, o 5,6a-epoxicolesterol e 20a-
hidroxicolesterol foram encontrados em somente um tipo de salame.

HIGLEY et al. (1986) determinaram em amostras de hambuarguer 7f3-
hidroxicolesterol (3,6u/g) e colestanotriol (1298u/g), e em amostras de salsichas
7o-hidroxicolesterol  (1640u/g) e colestanotriol (1335u/g). Estes niveis
excepcionalmente altos de Oxidos de colesterol ndo foram confirmados por
espectrometria de massas.

LARKESON et al. (2000) verificaram a presenca de 6xidos de colesterol em
amostras de alméndegas (50% carne bovina + 50% carne suina) e hamburguer
bovino, sendo, respectivamente, 7a-hidroxicolesterol (0,9 a 2,8 e 0,7 a 9,9u9/9),
7B-hidroxicolesterol (0,8 a 6,0 e 1,4 a 9,4ug/g), 7-cetocolesterol (0,8 a 2,9 e 0,8 a
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15,7u9/g), 5,6a-epoxicolesterol (0,2 a 2,5 e 0,7 a 3,7ug/g), 5,6B-epoxicolesterol
(0,6 a2,6 e 0,9 a 10,3ug/g) e colestanotriol (tragos a 0,4 e tragos a 1,0ug/g).

Varios 6xidos de colesterol foram encontrados em hamburguer, lingtica,
presunto e salame, sendo eles 7-cetocolesterol, 7p-hidroxicolesterol, 5,60-

epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol e colestanotriol (OSADA et al., 2000).

4 — CONCLUSAO

Dos produtos carneos processados, analisados no presente trabalho, o
menor teor de colesterol foi obtido no apresuntado e o menor valor de lipidios
totais no presunto. O salame ltaliano apresentou maiores teores de colesterol,
lipidios totais e acidos graxos monoinsaturados. As salsichas “hot-dog” e a
mortadela tradicional apresentaram maiores teores de acidos graxos
poliinsaturados, quando expressos em g/100g de amostra.

O 7-cetocolesterol foi o unico 6xido de colesterol encontrado, sendo em
uma amostra de hamburguer bovino, em duas amostras de salsichas “hot-dog” e

em uma amostra de mortadela tradicional.
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RESUMO

No presente trabalho, a partir da mesma extracdao lipidica, foram
determinados os 6xidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e a composicéo de
acidos graxos em produtos processados de carne de frango (salsicha, lingiica e
mortadela) e de chester (mortadela, salsicha, hamburguer e lingtica). O colesterol
e os Oxidos de colesterol foram determinados simultaneamente por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector por conjunto de diodos fixado a 210nm e
detector por indice de refragdo. Os lipidios totais foram determinados por
gravimetria e a composicdao de &cidos graxos foi realizada por cromatografia
gasosa com coluna capilar CP-SIL 88 (50m x 0,25mm; 0,20um). Nenhum dos
oxidos de colesterol pesquisados (colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-hidroxicolesterol,
25-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 70-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol) foi encontrado nas
amostras analisadas. A salsicha de chester apresentou o maior teor de colesterol
(64mg/100g) e menor valor de lipidios totais (89/100g). O hamburguer de chester
foi o que mostrou menor teor de colesterol (31mg/100g) e a mortadela de frango o
maior teor de lipidios totais (19,19/100g). Os principais acidos graxos identificados
nas amostras de produtos processados de carne de frango e de chester foram:
C18:109, C16:0, C18:2w6, C18:0, C16:1w7, C18:3w3, C14:0 e C20:4m6. As
amostras de mortadela de frango e de chester apresentaram maiores teores de
acidos graxos poliinsaturados, considerando os teores de lipidios totais
encontrados nos produtos carneos.
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SUMMARY

In this study, cholesterol oxides, cholesterol, total lipids and the fatty acid
composition of processed chicken (frankfurter, sausage and mortadella) and
chester (mortadella, frankfurter, hamburger and sausage) products, were
determined from the same lipid extract. Cholesterol and cholesterol oxides were
detected simultaneously by high performance liquid chromatography using a diode
array detector at 210nm and refractive index detector. Total lipids were determined
by a gravimetric method and the fatty acid composition by gas chromatography
using a CP-SIL 88 capillary column (50m x 0.25mm; 0.20um). None of the
cholesterol oxides investigated (cholesta-4,6-dien-3-ona, 20a-hidroxycholesterol,
25-hidroxycholesterol, 5,6a-epoxycholesterol, 5,6B-epoxycholesterol, 70
hydroxycholesterol, 7p-hydroxycholesterol and 7-cetocholesterol) was found in the
samples analyzed. The chester frankfurters showed the highest levels of
cholesterol (64mg/100g) and the lowest total lipid content (8g/100g). The chester
hamburger showed the lowest cholesterol level (31mg/100g) and the chicken
mortadella the highest total lipid content (19.1g/100g). The main fatty acids
identified in the processed chicken and chester products were: C18:1m9, C16:0,
C18:2m6, C18:0, C16:1w7, C18:3w3, C14:0 and C20:4w6. The chicken and

chester mortadella showed the highest polyunsaturated fatty acid content.

124



Capitulo 5

1 - INTRODUCAO

A producao de aves domésticas tem aumentado muito nos ultimos 20 anos.
Novas espécies foram geneticamente desenvolvidas para a comercializagao, por
exemplo, espécies com crescimento rapido e um alto desenvolvimento da carcaca,
especialmente no peito, como a espécie de frango desenvolvida chamada
Chester, que tem 70% da carne concentrada no peito e coxas.

A AMERICAN HEART ASSOCIATION (2003) recomenda, para individuos
com niveis normais de colesterol sangiiineo, uma ingestao diaria de lipidios totais
menor ou igual a 30% do total de calorias, gordura saturada menor que 10% do
total de calorias e colesterol menor que 300mg/dia. No entanto, a ingestao de
colesterol em individuos que apresentam doencgas cardiacas deve ser menor que
200mg/dia.

Os acidos graxos trans sdo mais preocupantes que os saturados, porque
além de aumentarem o nivel de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol),
diminuem o nivel de lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol)
(LAMBERTSON, 1992).

A quantidade de acidos graxos trans em carne de animais ndo ruminantes é
em geral baixa e depende também da presenca de &cidos graxos trans na racao
dos animais (PFALZGRAF et al., 1993). ARO et al. (1998) obtiveram valores de
acidos graxos trans que variaram de 0,24 a 1,71% em amostras de carne de
frango provenientes de quatorze paises europeus e atribuiram as diferencas
encontradas aos fatores sazonais, sistemas de criagcdo e possivelmente a idade
dos animais.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo integrado
sobre 6xidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e composicdo de &acidos
graxos em produtos processados de carne de frango e de chester.
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2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Material

Foram analisados trés tipos de produtos processados de carne de frango
(salsicha, linglica e mortadela) e quatro tipos de produtos processados de carne
de chester (mortadela, salsicha, hamburguer e linglica). A composicao basica
destes produtos carneos processados encontra-se na Tabela 1.

Os prazos de validade destes produtos sdo de 60 dias para a salsicha, de
90 dias para a linglica e mortadela e de 120 dias para o hamburguer. As
condicdes de armazenamento para salsicha, linglica e mortadela sdo em
temperatura de refrigeragdo (até +8°C), e o hamburguer deve ser conservado
congelado (-12°C a -18°C).

Para cada um destes produtos foi analisada uma marca, com exce¢ao da
salsicha de frango, que foram duas marcas. Para cada marca foram analisados
trés lotes com diferentes datas de validade. Cada lote foi composto por trés
unidades.

As amostras foram analisadas imediatamente apds a aquisicdo das
mesmas nos supermercados de Campinas. Os produtos processados foram
integralmente triturados e homogeneizados em multiprocessador até obtengéo de
uma massa homogénea. Amostras de 50g foram tomadas para andlises em

duplicata.

2.2 — Métodos

A extragao dos lipidios foi realizada como descrito por FOLCH et al. (1957).

Aliquotas do mesmo extrato foram tomadas para a determinacao
simultanea de lipidios totais, por pesagem apds a evaporacao do solvente; éxidos
de colesterol e colesterol, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); e, a
composicao de acidos graxos por cromatografia gasosa.
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Tabela 1. Composigéo basica dos produtos carneos processados.

Produtos

Ingredientes

Frango

Salsicha

Linglica

Mortadela

Carne de frango, carne mecanicamente separada de ave,
gordura de frango, proteina de soja, sal, amido (max. 2%),
condimentos naturais, glutamato monossodico, nitrito e
nitrato de sodio e eritorbato de sédio.

Carne de frango, proteina de soja, sal, condimentos
naturais, nitrito de sodio, glutamato monossddico e
eritorbato de sédio.

Carne de frango, carne mecanicamente separada de ave,
miludos de frango, pele de frango, amido (max. 5%),
proteina de soja, condimentos e aromas naturais,
glutamato monossodico, glicose, sal, nitrato e nitrito de

sodio e eritorbato de sodio.

Chester

Salsicha

Linglica

Mortadela

Hambarguer

Carne de ave chester, carne de ave mecanicamente
separada, proteina vegetal, glicose, sal, amido (max. 2%),
condimentos naturais, nitrato e nitrito de sédio e eritorbato
de sédio.

Peito de chester, toucinho, sal, amido, especiarias, nitrato e
nitrito de sédio e eritorbato de sédio.

Carne de ave chester, carne de ave mecanicamente
separada, amido (max. 5%), proteina vegetal, glicose, sal,
aromas naturais, nitrato e nitrito de sédio e eritorbato de
sodio.

Carne de ave chester, proteina vegetal, glutamato
monossodico, especiarias e eritorbato de sodio.

127



Capitulo 5

2.2.1 — Determinacao simultdnea de o6xidos de colesterol e
colesterol

Aliquotas do extrato lipidico foram secas em evaporador rotatério,
saponificadas a frio e a matéria insaponificavel foi extraida com éter etilico
(SANDER et al., 1989).

Utilizou-se um cromatografo liquido (Shimadzu, Japan) com sistema
quaternario de solventes (LC-10ATVP); valvula "Rheodyne" com alca de
amostragem de 20uL; forno de coluna (CTO-10ASVP); coluna de guarda Hypersil
BDS CN (7,5 x 4,6mm, 5um); coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um);
temperatura da coluna de 32°C; fase mével composta de hexano/isopropanol
(96+4) com vazao de 1,0mL/min; detector por conjunto de diodos (SPD-M10AVP);
detector por indice de refracdo (RID-10A) e software (CLASS-VP). Os espectros
de absorbéancia foram tirados entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram
registrados a 210nm.

O colesterol e os Oxidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,603-
epoxicolesterol e 7B-hidroxicolesterol foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). O 7a-hidroxicolesterol foi obtido da Steraloids Inc.
(Wilton, EUA).

Todos os solventes usados para a extracdo e preparo da amostra foram
grau analitico e para analise cromatografica de grau cromatografico, os quais
foram filtrados em filtro Millipore (0,45um) e degaseificados em ultra-som antes do
uso.

A identificacdo dos picos do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi feita
por comparacdo dos tempos de retencdo do padrdao e o da amostra, por co-
cromatografia e espectros de absorbancia.

A quantificacdo do colesterol e de seus produtos da oxidacao foi feita por
padronizacdo externa. O colesterol foi quantificado pelo detector por indice de
refracdo, por estar mais separado dos interferentes.
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2.2.2 — Determinacao da composicao de acidos graxos

Para a analise dos 4cidos graxos, uma aliquota do extrato lipidico contendo
aproximadamente 100mg de lipidios, foi seca em evaporador rotatério. As
amostras foram transmetiladas de acordo com o método de HARTMAN & LAGO
(1973), usando solucao de cloreto de amédnia e acido sulfurico em metanol como
reagente de esterificagao.

A cromatografia gasosa, para a analise de &acidos graxos, foi realizada em
cromatégrafo KONIK, modelo HRCG 4000A, equipado com: injetor split, razao
75:1; coluna capilar CP-SIL 88, 50m de comprimento x 0,25mm de didametro
interno e contendo 0,20um de polietilenoglicol; detector por ionizagdo em chama e
uma workstation com software BORWIN. As condicbes cromatograficas foram:
temperatura da coluna programada, temperatura inicial 180°C/2min, elevando-se
para 225°C numa escala de 5°C/min, permanecendo nesta temperatura por 15
minutos; gas de arraste, hidrogénio numa vazao de 0,5mL/min; gas “make-up”,
nitrogénio a 30mL/min; temperatura do injetor, 270°C; e temperatura do detector,
300°C.

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada pela comparacao do tempo
de retencao dos acidos graxos das amostras e padrdes e co-cromatografia de
padrdes e amostras. Foram utilizados no total 36 padrdes de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). A quantificagao foi realizada por normalizagdo de area

e os resultados foram expressos em porcentagem de area.

2.2.3 — Analise estatistica

Para verificar as diferencas entre os produtos carneos processados, 0S
resultados obtidos para colesterol, lipidios totais e acidos graxos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) a nivel de 5%.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Colesterol e 6xidos de colesterol

Na Tabela 2 estdo apresentados os teores de colesterol e de lipidios totais
das amostras analisadas de produtos processados de carne de frango e de
chester.

Tabela 2. Teores de colesterol (mg/100g) e lipidios totais (g/100g) em produtos

processados de carne de frango e de chester.

Produtos Colesterol Lipidios totais
Carneos M + DP* M + DP*
Frango
Salsicha
marca 1 39,6+2,6¢ 10,5+ 0,7 de
marca 2 61,9+£35a 13,7£0,5¢
Linglica 45,0+ 1,8 bc 11,4+£0,7d
Mortadela 46,3 + 3,3 bc 19,1+0,3a
Chester
Mortadela 51,9+£70b 17,4+£0,2b
Salsicha 64,1x4,2a 84+0,8f
Hamburguer 31,0+1,3d 9,7+09e
Linglica 40,4+13¢c 13,56+0,1¢c

*Média e estimativa de desvio padrdo de trés amostras em duplicata para cada marca.
Valores na mesma coluna com letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de
5%.

O teor de colesterol (mg/100g) ndo apresentou diferenca significativa entre
a salsicha de frango da marca 1 (39,6) e a linglica de chester (40,4); entre a

salsicha de frango da marca 2 (61,9) e a salsicha de chester (64,1) e entre a
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linglica (45,0) e a mortadela (46,3) de frango. As duas marcas de salsicha de
frango apresentaram diferencga significativa. O maior teor de colesterol encontrado
foi na salsicha de chester (64,1mg/100g) e o menor no hamburguer de chester
(31mg/100g).

As amostras de mortadela e de salsicha de chester apresentaram maiores
variagbes nos teores de colesterol entre os lotes analisados, sendo encontrados
desvios-padrao de 7 e 4,2, respectivamente. Esta variagao é atribuida as amostras
e nao a metodologia, uma vez que entre as duplicatas os desvios-padrao foram
baixos.

A variacao dos teores de colesterol encontradas entre os lotes pode estar
relacionada com altera¢des nas formulagdes dos produtos, bem como a qualidade
e composicao da matéria prima (carne e subprodutos) utilizada.

PEREIRA et al. (2000) encontraram teores de colesterol em linglica de
frango e de chester de 43,6mg/100g, sendo préximos aos valores encontrados no
presente trabalho (Tabela 2). Teor maior de colesterol em salsichas de frango foi
encontrado na Tabela da USDA (2003), sendo 101mg/100g.

Uma comparacdo com outros produtos processados de carne de peru e
bovina foi realizado, pois encontrou-se poucos trabalhos de produtos processados
de carne de frango e chester. KING et al. (1998) obtiveram valores maiores de
colesterol para presunto de peru (116mg/100g) e pastrame de peru (118mg/100g).
NOVELLI et al. (1998) realizaram um estudo com quatorze amostras de salame
tipo Milano e onze amostras de mortadela suina, determinando teores de
colesterol maiores em oito amostras de salame Milano e em seis amostras de
mortadela suina, as demais amostras apresentaram teores semelhantes aos
obtidos no presente trabalho. Nas amostras de mortadela e de salame tipo Milano
os teores de colesterol variaram de 52,11 a 138,14mg/100g na mortadela e de
34,29 a 119,01mg/100g no salame tipo Milano. RODRIGUEZ-ESTRADA et al.
(1997) também encontraram teores de colesterol maiores para hambuarguer bovino
(83,4mg/hamburguer). LARKESON et al. (2000) obtiveram valores semelhantes
para hamburguer bovino (46mg/100g) e alméndegas bovina (39mg/100g). Valores
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semelhantes para salsicha “hot-dog” (46mg/100g) sdo apresentados na Tabela de
Composicao de Alimentos de acordo com McCANCE & WIDDOWSON (1994).

Dos oOxidos de colesterol pesquisados (colesta-4,6-dien-3-ona, 20o-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol,
7o-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol) nenhum deles foi
encontrado nas amostras analisadas.

PARK & ADDIS (1985) também nao encontraram éxidos de colesterol em
amostras de hamburguer bovino, charque e linglica de figado.

A nao ocorréncia de Oéxidos de colesterol nos produtos carneos
processados pode estar relacionada com a adicdo de antioxidante nas
formulacdes, o que pode ser observado na Tabela 1. Segundo TAl et al. (1999), o
uso de antioxidantes nas formulagbes e também o emprego de embalagens
apropriadas, que proporcionem uma barreira fisica ao ar e a luz, podem impedir a
formacéao de produtos de oxidacao do colesterol.

Um dos problemas analiticos na determinagcao de 6xidos de colesterol é a
formacao de artefatos. Assim, durante as analises foram tomados varios cuidados
para impedir a formagao de artefatos, como evitar a incidéncia da luz sobre as
amostras durante a extracdo das mesmas, realizacdo da saponificagdo em
atmosfera inerte (Nz), a frio (20°C) e no escuro e o uso de solventes isentos de

peroxidos.

3.2 — Lipidios totais e composicao de acidos graxos

O teor de lipidios totais (Tabela 2) variou de 8,4 na salsicha de chester a
19,19/100g na mortadela de frango. Nao houve diferenga significativa entre os
teores de lipidios totais encontrados nas amostras de salsicha de frango da marca
2 e de linglica de chester.

Observa-se através das estimativas dos desvios-padrdo que houve
pequena variacao nos teores de lipidios totais entre os lotes analisados.
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PEREIRA et al. (2000) encontraram teor de lipidios em linglica de frango
(11,49/100g) semelhante ao obtido no presente trabalho. No entanto, para linglica
de chester (9,549/100g) obtiveram valores menores.

Como foram encontrados poucos trabalhos em produtos processados de
carne de frango e de chester, comparou-se os resultados obtidos no presente
trabalho com outros produtos carneos. NOVELLI et al. (1998) obtiveram valores
maiores de lipidios totais em amostras de mortadela suina (34,499/100g) e de
salame tipo Milano (35,97g9/100g). Na Tabela de Composicao de Alimentos de
acordo com McCANCE & WIDDOWSON (1994), os valores de lipidios totais para
salsicha “hot-dog” sdao maiores (25g/100g). Teor também maior de lipidios totais
em salsichas de frango foi encontrado na Tabela da USDA (2003), sendo
19,489/100g. No entanto, RODRIGUEZ-ESTRADA et al. (1997) encontraram
valores semelhantes em hamburguer bovino (13,89/100g) e LARKESON et al.
(2000) obtiveram valores menores em alméndegas bovinas (6,69/1009).

As Tabelas 3 e 4 relacionam os acidos graxos (% de area) encontrados nos
produtos processados de carne de frango e de chester, respectivamente.

Os principais acidos graxos encontrados nas amostras analisadas foram:
C18:1@9, C16:0, C18:2w6, C18:0, C16:1m7 e C18:3w3. PEREIRA et al. (2000)
encontraram os mesmos acidos graxos principais em amostras de linglica de
frango e de chester, apresentando valores maiores para 0s acidos graxos
C18:109, C18:0 e C16:1w7 nas amostras de linglica de frango e valores menores
para o C18:2w6 tanto na linglica de frango quanto na linglica de chester.

Em relacdo aos acidos graxos minoritarios, observa-se que o acido graxo
C20:0 néo foi detectado nas amostras de salsicha de frango da marca 2, salsicha
e mortadela de chester, o C22:0 nas duas amostras de salsicha de frango, na
salsicha e na mortadela de chester e o C24:0 nao foi encontrado na salsicha de

frango da marca 1.
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Tabela 3. Composicao de &cidos graxos (% de area) em produtos processados de

carne de frango.

Acidos Graxos Salsicha 1* Salsicha 2** Mortadela Linguica
M £ DP*** M £+ DP*** M £+ DP*** M £+ DP***
C14:0 0,8+0,1ab 0,6+0,0b 0,8+0,0a 0,7+0,1 ab
C15:0 04+0,1b 0,3+£0,1¢c 0,2+0,1c 0,4+0,0a
C16:0 26,3+19a 228+0,4a 241+0,7a 248+26a
C17:0 0,3+0,1 bc 05+0,1a 0,3+0,0b 0,1£0,0c
Cc18:0 6,5+0,4 ab 6,0+0,0b 7,0+0,2a 6,6 £0,2ab
C20:0 0,2+0,0a nd 0,1+£0,0b 0,1+£0,0b
C22:0 nd nd 0,1+0,0a 0,2+0,0 a
C24:0 nd 0,1x£0,0a 0,1+0,0a 0,1+0,0a
C16:1w7 57+0,4a 44+02c 46+0,1bc 51+£0,3ab
C171w7 0,3+0,1a 0,3x0,0a 0,3£0,1a 0,2+0,1a
C18:109t 0,3x0,0a 0,1+£0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,1a
C18:1m9 36,9+0,6b 352+1,4Db 39,3+0,9a 36,8+0,6b
C20:1m11 0,2+0,0a 0,3x0,0a 0,4+0,1a 0,2+0,1a
C18:2mw6 20,5+16b 26,6+2,0a 20,7+0,3b 223+10b
C18:3w6 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C18:3w3 1,0£0,1b 20x0,2a 1,1£02b 1,2+£0,1b
C20:2m6 0,1+£0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,1+0,0a
C20:406 0,5+0,1b 06+0,0b 04+0,0b 0,7+0,1a
Saturados 35a 30b 33 ab 33 ab
Monoinsaturados 43 a 40 c 44 a 42 b
Poliinsaturados 22 b 30 a 23 b 25 ab
Poliinsaturados/ 0,6 1,0 0,7 0,8
Saturados
Total ®3 1,0 2,0 1,0 1,2
Total w6 21,4 27,5 21,5 23,3
®6/®w3 21,4 13,7 21,5 19,4

*Marca 1; **Marca 2; ****Média e estimativa de desvio padrao de trés amostras em duplicata.
nd = ndo detectado
Valores na mesma linha com letras iguais nao apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%.
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Tabela 4. Composicao de &cidos graxos (% de area) em produtos processados de

carne de chester.

Acidos Graxos Salsicha Hamburguer Mortadela Linguica
M £+ DP* M £+ DP* M £+ DP* M £+ DP*

C14:0 06+0,0c 0,8+0,0b 0,6x0,0c 1,1+0,1a
C15:0 0,4+0,0a 0,4+0,0ab 0,2+0,1b 0,4+0,0ab
C16:0 23,5+0,1b 249+0,1a 24,1+0,3ab 23,8+0,8b
C17:0 0,3£0,1b 0,2+0,0b 0,2+0,1b 0,5+0,0a
Cc18:0 6,3+0,2b 6,1+0,1b 59+0,1b 8,6+0,4a
C20:0 nd 0,1+0,0a nd 0,1+0,0a
C22:0 nd 0,2+0,0a nd 0,2+0,0a
C24:0 0,2+0,0a 0,1x£0,0a 0,1+0,0a 0,2+0,0 a
C16:1w7 47+02b 57+0,3a 52+0,2ab 3,8x0,2c
C171w7 04+0,1b 0,1+0,0c 0,3+0,0b 0,5+0,0a
C18:1w9t 0,1+0,0b 0,2+0,1 ab 0,1+£0,0b 0,3+0,0a
C18:1m9 359+04d 382+0,1b 37,1+04c 39,8+04a
C20:1m11 0,3+0,0b 0,3+0,0b 02%+0,1b 0,6+0,1a
C18:2w6 246+0,3a 21,0+£0,1b 23,7+04a 18,2+ 0,7¢c
C18:3w6 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,1+0,0b
C18:3w3 1,5+0,0a 1,1+0,0c 1,3£0,0b 09+0,1d
C20:206 0,2+0,0b 0,1+0,0b 0,2+0,0b 0,5+0,0a
C20:406 0,9+0,0a 05+0,0b 0,5+0,0b 0,6+0,1b
Saturados 32c¢c 33b 31c 35a
Monoinsaturados 41c 44 a 43 Db 45 a
Poliinsaturados 27 a 23 ¢C 26 b 20d
Poliinsaturados/ 0,8 0,7 0,8 0,6
Saturados

Total ®3 1,5 1,1 1,3 0,9
Total w6 25,8 21,8 24,6 19,3
®6/®w3 17,2 19,8 18,9 21,4

*Média e estimativa de desvio padrdo de trés amostras em duplicata.
nd = ndo detectado
Valores na mesma linha com letras iguais nao apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%.
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A composigcao de acidos graxos, quando expressa em g/100g de amostra,
esta relacionada diretamente com o teor de lipidio total. Assim, os produtos
carneos processados com maiores teores de lipidios totais apresentarao,
proporcionalmente, maiores teores de acidos graxos. Desta forma, as amostras de
mortadela de frango e de chester apresentaram maiores valores para os principais
acidos graxos encontrados.

O teor de acidos graxos saturados variou de, aproximadamente, 2,79/100g
de amostra na salsicha de chester a 6,39/100g de amostra na mortadela de
frango. O &cido graxo C16:0 foi encontrado em maior concentragao, seguido do
C18:0.

A menor concentracao de acidos graxos monoinsaturados foi encontrada na
salsicha de chester (3,49/100g de amostra) e a maior na mortadela de frango
(8,49/100g de amostra), apresentando teores semelhantes entre as amostras de
hamburguer de chester (4,39/100g de amostra), salsicha de frango da marca 1
(4,59/100g de amostra) e linglica de frango (4,8 g/100g de amostra). O acido
graxo encontrado em maior quantidade foi o C18:1w9, seguido do C16:1w7.

O contetdo de &cidos graxos poliinsaturados totais foi menor no
hamburguer de chester (2,29/100g de amostra) € maior na mortadela de chester
(4,59/100g de amostra). Apresentou teores semelhantes entre as amostras de
salsicha de frango da marca 1, hamburguer e salsicha de chester, e entre as
amostras de mortadela de frango e de chester. O &acido graxo C18:2w6 foi
encontrado em maior quantidade.

O Unico acido graxo ®3 encontrado nas amostras analisadas foi 0 C18:3m3,
apresentando teores de 0,39/100g de amostra na salsicha de frango da marca 2,
0,29/100g de amostra nas amostras de mortadela de frango e de chester e de
0,19/100g de amostra nas demais amostras analisadas.

A razao entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados, encontrada no
presente trabalho, foi maior nas amostras de salsicha de frango da marca 2 (1,0) e
menor na salsicha de frango da marca 1 e na lingtica de chester (0,6). A razéo

06/mw3 foi menor na salsicha de frango da marca 2 e maior na mortadela de frango.
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Apenas o acido graxo isdmero trans C18:1w9 foi detectado nas amostras de
produtos processados de carne de frango e de chester analisadas, variando de
8mg/100g de amostra na salsicha de chester a 40mg/100g de amostra nas
amostras de mortadela de frango e linglica de chester. ARO et al. (1998)
obtiveram porcentagens de areas de acidos graxos frans totais em amostras de
carne de frango, variando de 0,2 a 1,7%. A quantidade de acidos graxos trans em
carnes de amimais ndo ruminantes, como no caso das aves, é geralmente baixa e
esta relacionada com a presenca de acidos graxos trans nas racoes (ARO et
al.,1993; SALES et al.,1996).

Em relacdo aos aspectos nutricionais, verificou-se que os produtos
processados de carne de frango e de chester apresentaram teores de lipidios
totais acima de 5%, ndo sendo, portanto, alimentos de baixo teor de gordura
(FOOD ADVISORY COMMITTEE da Inglaterra). O teor de colesterol variou de 31
a 64mg/100g estando abaixo do valor maximo recomendado de 300mg de
colesterol/dia (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2003) e nao foi encontrado
nenhum O6xido de colesterol. A razdo de acidos graxos poliinsaturados/saturados
variou de 0,6 a 1,0, sendo acima do minimo recomendado de 0,45, segundo o
BRITISH DEPARTAMENT OF HEALTH (1994) para a dieta total. A razdo w6/®3
variou de 13,7 a 21,4, ficando acima do maximo recomendado de 4 para a dieta
total (BRITISH DEPARTAMENT OF HEALTH, 1994). Estas deficiéncias devem ser

compensadas com outros componentes da dieta.
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4 — CONCLUSAO

Dos produtos carneos processados, analisados no presente trabalho, o
hamburguer de chester apresentou 0 menor teor de colesterol, enquanto que o
menor valor de lipidios totais foi obtido na salsicha de chester. As amostras de
mortadela de frango e de chester apresentaram maiores teores de acidos graxos
poliinsaturados, considerando os teores de lipidios totais dos produtos carneos
analisados.

Nao foi encontrado nenhum 6xido de colesterol nas amostras de produtos
processados de carne de frango e de chester analisadas.
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CAPITULO 6

EFEITO DO TEMPO DE ESTOCAGEM NA
FORMAGCAO DE OXIDOS DE COLESTEROL E
ALTERACAO DA COMPOSICAO DE ACIDOS

GRAXOS EM PRODUTOS CARNEOS
PROCESSADOS
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RESUMO

Condigbes nao ideais de armazenamento, como permeabilidade ao O, e
exposicdo ao calor e luz, podem levar a formacdo de o6xidos de colesterol. O
objetivo do trabalho foi verificar o efeito do tempo de estocagem na formacao de
oxidos de colesterol e alteracdo da composicdo de acidos graxos em produtos
carneos processados. A metodologia empregada para a determinacao de éxidos
de colesterol e colesterol foi por CLAE segundo BAGGIO & BRAGAGNOLO
(2004). Os acidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa com
coluna capilar CP-SIL 88 (50 x 0,25mm, 0,20um). Foram analisadas amostras de
jerked beef, salame tipo ltaliano, mortadela de frango e mortadela de chester. As
amostras foram analisadas em intervalos de tempo de 30 dias, iniciando pelo
tempo zero. O periodo de armazenamento utilizado foi equivalente ao prazo de
validade de cada um dos produtos, 90 dias para as amostras de mortadela e 120
dias para o jerked beef e o salame. As amostras de mortadelas foram
armazenadas sob refrigeracdo média de 6°C, as de jerked beef e de salame em
temperatura ambiente e protegidos da luz. Nao houve formacao de o6xidos de
colesterol e nenhuma alteracao na composicao de acidos graxos durante o tempo
de estocagem das amostras. Os teores de colesterol e de lipidios totais nao
apresentaram diferenca significativa entre os diferentes tempos de estocagem.
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SUMMARY

Unsuitable storage conditions, such as permeability to O, and exposure to
heat and light can lead to the formation of cholesterol oxides. The objective of this
study was to determine the effect of storage time on the formation of cholesterol
oxides and on alterations in the fatty acid composition of processed meat products.
Cholesterol oxides and cholesterol were determined by HPLC according to
BAGGIO & BRAGAGNOLO (2004). The fatty acids were determined by gas
chromatography using a CP-SIL 88 capillary column (50 x 0.25mm; 0.20um).
Samples of jerked beef, Italian type salame, chicken mortadella and chester
mortadella were analyzed. The samples were analyzed at 30 day intervals, starting
at zero time. The products were stored for periods equivalent to their official shelf
life periods, 90 days for the mortadella samples and 120 days for the jerked beef
and salame. The mortadellas were stored under refrigeration at 6°C, and the jerked
beef and salame at room temperature, but protected from the light. No cholesterol
oxides were formed during the storage time in any of the samples. The cholesterol
and total lipid contents showed no significant difference during storage. There was
no significant difference in the fatty acid composition of the various processed meat

samples analyzed in this study, during the storage period.
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1 - INTRODUCAO

Os lipidios podem sofrer alteragcdes durante a estocagem dos alimentos
com consequente perda do valor nutricional. A oxidacdo lipidica é uma das
principais rea¢des que podem ocorrer durante o armazenamento dos alimentos
em condicbes como calor, presenca de luz, metais, sensitizadores naturais e
oxigénio, afetando a composicao dos acidos graxos e colesterol, com formacgao de
compostos potencialmente nocivos a saude humana como os 6xidos de colesterol.

Os oOxidos de colesterol estdo presentes na nossa dieta, podendo ser
identificados nos alimentos com alto teor de colesterol, como carne e seus
produtos processados, ovos e produtos com ovos, leite e seus derivados,
(BOSINGER et al, 1993; RODRIGUEZ-ESTRADA et al, 1997). As altas
temperaturas de cozimento e processamento, as condi¢des de armazenamento e
o tipo de embalagens empregadas nos alimentos podem influenciar na formagéao
dos o6xidos de colesterol (PANIANGVAIT et al, 1995). Assim, o uso de
embalagens capazes de evitar entrada de ar e luz, especialmente luz ultravioleta,
e 0 uso de temperaturas adequadas no armazenamento dos alimentos contribuem
para retardar a formacao de éxidos de colesterol (SAVAGE et al., 2002).

Os acidos graxos saturados, acidos graxos trans, gordura, colesterol e
oxidos de colesterol presentes nos alimentos estdo relacionados com o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, as quais sao responsaveis pelo
maior niumero de mortes naturais no Brasil. Os &cidos graxos trans sao mais
preocupantes que os acidos graxos saturados porque além de aumentarem o nivel
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), diminuem o nivel de lipoproteinas de
alta densidade (HDL) (LAMBERTSON, 1992).

No Brasil, existem poucos trabalhos integrados sobre colesterol, 6xidos de
colesterol, lipidios totais e composicdo de acidos graxos em produtos carneos
processados e praticamente nado existem trabalhos verificando o efeito da
estocagem sobre estes componentes. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi
realizar um estudo verificando o efeito do tempo de estocagem sobre a
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composicao de acidos graxos e a formagédo de 6xidos de colesterol em produtos

carneos processados.

2 — MATERIAL E METODOS
2.1 — Material

Foram analisados quatro produtos carneos processados, sendo um de
carne bovina (jerked beef), um de carne suina (salame ltaliano) um de carne de
frango (mortadela) e um de carne de chester (mortadela). Estes produtos foram
adquiridos, através dos distribuidores, apos trés dias da data de fabricacao.

Para cada um destes produtos foram analisados 3 lotes com diferentes
datas de validade. Cada lote de mortadela foi composto por 12 unidades e cada
lote de jerked beef e de salame foi composto por 15 unidades, sendo 3 unidades
utilizadas para cada um dos tempos de analises, ou seja, tempo zero, 30, 60 e 90
dias para as mortadelas e tempo zero, 30, 60, 90 e 120 dias para o jerked beef e
salame.

As amostras, representando o tempo zero, foram imediatamente analisadas
apds a aquisicao. O restante das unidades das amostras de mortadela de frango e
de chester foi armazenado em suas embalagens originais e dentro de caixas de
papeldo sob refrigeracdo de 6°C (geladeira), as amostras de jerked beef e de
salame foram armazenadas nas mesmas condicbes, porém em temperatura
ambiente (25°C) e no escuro. Ao final de cada um dos intervalos de tempo de
estocagem, as amostras foram analisadas. Os produtos processados foram
integralmente triturados e homogeneizados em multiprocessador até obtencao de
uma massa homogénea. Amostras de 50g foram tomadas para andlises em
duplicata.

146



Capitulo 6

2.2 — Métodos

A extracdo dos lipidios foi realizada como descrito por FOLCH et al. (1957).

Aliquotas do mesmo extrato foram tomadas para a determinacao
simultanea de lipidios totais, por pesagem apds a evaporacao do solvente; éxidos
de colesterol e colesterol, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); e, a
composicao de acidos graxos por cromatografia gasosa.

2.2.1 - Determinacao simulténea de oxidos de colesterol e
colesterol

Aliquotas do extrato lipidico foram secas em evaporador rotatério,
saponificadas a frio e a matéria insaponificavel foi extraida com éter etilico
(SANDER et al., 1989).

Utilizou-se um cromatégrafo liquido (Shimadzu) com sistema quaternéario de
solventes (LC-10ATVP); valvula "Rheodyne" com alca de amostragem de 20uL;
forno de coluna (CTO-10ASVP); coluna de guarda Hypersil BDS CN (7,5 x 4,6mm,
5um); coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um); temperatura da coluna de
32°C; fase moével composta de hexano/isopropanol (96+4) com vazdo de
1,0mL/min; detector por conjunto de diodos (SPD-M10AVP); detector por indice de
refracdo (RID-10A) e software (CLASS-VP). Os espectros de absorbancia foram
tirados entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram registrados a 210nm.

O colesterol e os oOxidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20o-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,603-
epoxicolesterol e 7B-hidroxicolesterol foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). O 7a-hidroxicolesterol foi obtido da Steraloids Inc.
(Wilton, EUA).

Todos os solventes usados para a extragdo e preparo da amostra foram
grau analitico e para andlise cromatografica de grau cromatogréafico, os quais
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foram filtrados em filtro Millipore (0,45um) e degaseificados em ultra-som antes do
uso.

A identificacdo dos picos do colesterol e dos éxidos de colesterol foi feita
por comparacdao dos tempos de retencdo do padrdao e o da amostra, por co-
cromatografia e espectros de absorbéancia.

A quantificacdo do colesterol e de seus produtos da oxidacao foi feita por
padronizacdo externa. O colesterol foi quantificado pelo detector por indice de
refracdo, por estar mais separado dos interferentes.

2.2.2 — Determinacao da composicao de acidos graxos

Para a analise dos 4cidos graxos, uma aliquota do extrato lipidico contendo
aproximadamente 100mg de lipidios, foi seca em evaporador rotatério. As
amostras foram transmetiladas de acordo com o método de HARTMAN & LAGO
(1973), usando solucao de cloreto de aménia e acido sulfdrico em metanol como
reagente de esterificacao.

A cromatografia gasosa, para a analise de acidos graxos, foi realizada em
cromatégrafo KONIK, modelo HRCG 4000A, equipado com: injetor split, razdo
75:1; coluna capilar CP-SIL 88, 50m de comprimento x 0,25mm de didmetro
interno e contendo 0,20um de polietilenoglicol; detector por ionizacdo em chama e
uma workstation com software BORWIN. As condigbes cromatograficas foram:
temperatura da coluna programada, temperatura inicial 180°C/2min, elevando-se
para 225°C numa escala de 5°C/min, permanecendo nesta temperatura por 15
minutos; gas de arraste, hidrogénio numa vazao de 0,5mL/min; gas “make-up”,
nitrogénio a 30mL/min; temperatura do injetor, 270°C; e temperatura do detector,
300°C.

A identificacao dos acidos graxos foi realizada por comparagéao do tempo de
retencdo dos Aacidos graxos das amostras e padrées e co-cromatografia de
padrdes e amostras. Foram utilizados no total 36 padrdes de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados da Sigma Chemical Company (St.
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Louis, EUA). A quantificagdo foi realizada por normalizacdo de area e o0s

resultados foram expressos em porcentagem de area.

2.3 — Analise estatistica

Para verificar as diferencas entre os lotes e entre os diferentes tempos de
estocagem dos produtos carneos processados, o0s resultados obtidos para
colesterol, lipidios totais e acidos graxos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) a nivel de 5%.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Efeito do tempo de estocagem no teor de colesterol e éxidos
de colesterol

Na Tabela 1 estdo apresentados os teores de colesterol dos produtos
carneos processados analisados durante o periodo de estocagem.

Observa-se que houve diferenga significativa nos teores de colesterol entre
a maioria dos lotes de cada amostra, no mesmo periodo de estocagem. O tempo
de armazenamento ndo alterou o teor de colesterol nas amostras, uma vez que
ndao houve diferenca significativa entre os tempos analisados durante todo o
periodo de armazenamento, variando de 40 a 46mg/100g no jerked beef; de 48 a
57mg/100g no salame; de 45 a 50mg/100g na mortadela de frango e de 46 a
53mg/100g na mortadela de chester.

Observa-se que os valores altos das estimativas dos desvios-padrao das
trés amostras em duplicata estdo relacionados com as variagbes encontradas

entre os lotes analisados e ndo com a metodologia analitica.
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Tabela 1. Teores de colesterol (mg/100g) em produtos carneos processados,
durante o periodo de estocagem.
Amostra/ Colesterol (M + DP¥)
Lote Tempo zero 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
Jerked beef
L1 404+03c 346+04c 342%+05c 444+0,7a 32,7+0,6Db
L2 452+02b 40,4+02b 420%+03b 471%+0,7a 492+t10a
L3 474+04a 434+01a 472+02a 476+t14a 520x06a
M+ DP** 44+3° 40+4° 41+6° 46+2° 45+9°
Salame
L1 50,9+0,1b 503+0,2c 56,0£0,1b 626+02a 42,7+02c
L2 48,4+04c 554+03b 616+t1,0a 436+04c 456+05b
L3 59,7+04a 593+06a 522+13b 598+0,1b 56,0£0,3a
M+ DP** 53+5°? 55+4°% 57+4°2 55+9°% 48+6°
Mortadela
de frango
L1 50,2+0,3a 499+03b 449+05b 424+03b -
L2 428+03c 456+02c 50,0t03a 449+09b -
L3 459+06b 549+05a 447+05b 485+05a -
M+ DP** 46+3° 50+4°% 47+3° 45+3% -
Mortadela
de chester
L1 59,8+05a 554+04a 452+03b 530+05a -
L2 51,9+0,5b 43,7+02b 49,1+0,7a 485+04b -
L3 458+01c 441+08b 454+05b 36,7£08c -
M+ DP** 53+6° 48+6°2 47 +2° 46+8% -

* Média e estimativa do desvio padrao das determinagdes em duplicata. ** Média e estimativa do
desvio padrdo de trés amostras em duplicata nos diferentes tempos de estocagem. Valores na
mesma coluna com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% para os
lotes. Valores na mesma linha com letras iguais sobrescritas ndo apresentaram diferenga
significativa ao nivel de 5% para os tempos de estocagem.
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Nao houve formagdo de nenhum éxido de colesterol nos quatro produtos
carneos processados analisados em diferentes tempos de estocagem, nas
condicbes de armazenamento. A ndo ocorréncia de Oxidos de colesterol nos
produtos carneos processados, analisados no presente trabalho, pode estar
relacionada com a adi¢cdo de antioxidantes nas formulagdes, uma vez que todos
estes produtos aqui analisados, de acordo com as embalagens, continham a
adicao de eritorbato de sédio como antioxidante. Segundo TAI et al. (1999), o uso
de antioxidantes nas formulagbes e também o emprego de embalagens
apropriadas, que proporcionem uma barreira fisica ao ar e a luz, podem impedir a
formacéao de produtos de oxidacao do colesterol.

Na literatura existem poucos trabalhos de estudo de vida util realizados em
produtos carneos processados. Nao foi encontrado nenhum estudo integrado
sobre 6xidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e composicdo de &acidos
graxos em produtos carneos processados, investigando possiveis alteracoes
nestes compostos durante o tempo de estocagem.

Geralmente, quando encontra-se algum estudo de armazenamento, este é
realizado com amostras que sofreram algum tipo de tratamento térmico, como
cozimento e fritura.

LARKESON et al. (2000) verificaram que ndao houve aumento significativo
no teor de éxidos de colesterol em alméndegas (50% de carne suina + 50% de
carne bovina) e hamburguer bovino fritos e armazenados por duas semanas a
4°C. No entanto, observaram que apds a fritura das amostras ja pré fritas o teor de
oxidos de colesterol (ug/g de lipidios) aumentou de 8 para 16 nas almdndegas e

de 29 a 50 no hambirguer, armazenados por duas semanas a 4°C.

3.2 — Efeito do tempo de estocagem no teor de lipidios totais

Observa-se na Tabela 2 que os teores de lipidios totais das amostras de
jerked beef, salame Italiano, mortadela de frango e mortadela de chester
apresentaram diferenga significativa apenas entre os lotes analisados.
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Tabela 2. Teores de lipidios totais (g/100g) em produtos carneos processados,

durante o periodo de estocagem.

Amostra/ Lipidios Totais (M + DP¥)
Lote Tempo zero 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
Jerked beef

L1 26+0,0c 23+0,0b 25+0,0b 28+0,0a 24+0,0b

L2 33+0,1b 32+0,1a 3,1+00a 2,7+0,0a 29+00a

L3 2,7t0,0a 24+0,0b 22+0,0c 25+0,0b 28+0,0a
M+ DP** 26+0,7° 26+04° 26+04° 2,6+0,3° 26+04°

Salame

L1 286+t02a 259+0,1a 248+0,1a 28,0+0,0a 275+0,1a

L2 19,8+0,1b 195+0,1b 194+0,0b 159+0,0c 172+0.2c

L3 189+0,1¢c 184+0,1c 185+02c 20,3+0,3b 20,8+0.2b
M+ DP** 23+5°? 21+4° 21+3° 21+5¢% 22+5°
Mortadela
de frango

L1 189+0,1b 189+0,1b 189+00b 185+0,0c = ---

L2 189+0,0b 189+0,0b 191+01a 192+0,1b -

L3 195+06a 195+00a 192+01a 198+00a -
M+ DP** 19,1+0,3%* 19,1+0,3* 19,0£0,2% 19,1+06°% -
Mortadela
de chester

L1 174+01b 17,7+00a 17,7+x00b 182+0,1a  ---

L2 174+00b 173+0,1b 180+00a 182+00a -

L3 18,1+0,0a 176+0,0a 18,0+0,0a 169+00b -
M+ DP** 176+04°% 175+02% 179+02°% 178+0,7% -

* Média e estimativa do desvio padrao das determinagdes em duplicata. ** Média e estimativa do
desvio padrdo de trés amostras em duplicata nos diferentes tempos de estocagem. Valores na
mesma coluna com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% para os
lotes. Valores na mesma linha com letras iguais sobrescritas ndo apresentaram diferenga
significativa ao nivel de 5% para os tempos de estocagem.
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Durante o periodo de armazenamento destes produtos carneos
processados ndo houve nenhuma alteragdo significativa nos teores de lipidios
totais entre os diferentes tempos de estocagem, sendo de 2,69/100g para as
amostras de jerked beef, 17,5 a 17,99/100g para a mortadela de chester,
19,19/100g para a mortadela de frango e 21 a 23g/100g para o salame Italiano.

3.3 — Efeito do tempo de estocagem na composicao de acidos

graxos

As Tabelas 3, 4, 5 e 6 relacionam os acidos graxos (% de area)
encontrados nas amostras de jerked beef, salame tipo ltaliano, mortadela de
frango e mortadela de chester, respectivamente, em diferentes tempos de
estocagem.

Os principais acidos graxos encontrados foram C18:1®w9, C16:0, C18:2w6,
C18:0 e C16:1w7. Em relacédo aos teores de lipidios totais obtidos nas amostras
analisadas, o C16:0, C18:0 e C18:1w9 foram encontrados em maiores teores nas
amostras de salame ltaliano, o C16:1w7 e o C18:2w6 nas amostras de mortadela
de frango. TORRES et al. (1989) também encontraram os mesmos &cidos graxos
principais em amostras de charque.

Foram encontrados apenas tragos dos acidos graxos minoritarios C24:0 e
isébmero trans do acido graxo C18:2w6 nas amostras de jerked beef nos tempos
zero e 120 dias de estocagem.

O periodo de armazenamento ndo alterou a composicao de acidos graxos
das amostras analisadas, uma vez que nao houve diferenca significativa nas
porcentagens de areas dos acidos graxos e nos teores de lipidios totais entre os

diferentes tempos de estocagem analisados.
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Tabela 3. Composicao de acidos graxos (% de area) em jerked beef em diferentes

tempos de estocagem.

Acidos Graxos 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
M + DP* M + DP* M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 29+0,7a 26+01a 25+02a 26x02a 24+t04a
C15:0 23+02a 24+03a 22+01a 22+02a 22%+04a
C16:0 246+13a 241+t06a 246+t0,8a 24,7t13a 245+t14a
C17:0 1,3+t06a 12+00a 13+09a 12+02a 1,1+02a
Cc18:0 175+23a 17,7+x20a 174*+26a 176x21a 176%x1,0a
C22:0 0,2+0,1a 03+00a 03+00a 03+0,0a 04%01a
C24:0 tr 0,1+0,0a 0,1x0,0a 0,1x0,0a tr
C16:1w7 44+02a 3,7+04a 3,7x0,2a 39x05a 3,7t03a
C171w7 1.0+0,1a 09+01a 1,0x0,1a 1,0x01a 09%0,1a
C18:1w9t 23+02a 21+01a 21+03a 19x0,1a 1,8x03a
C18:1m9 384+t4,0a 389+28a 384+38a 38, 7+20a 38,7x3,3a
C20:1m11 0,7+0,2a 05+0,0a 02z+x00a 06+02a 05%0,1a
C18:2061* tr 02+01a 03x0,1a 0,2x0,1a tr
C18:2m6 28+08a 34+0,7a 35x03a 35+05a 40x1,1a
C18:3w3 04+0,1a 06+00a 09+00a 05+00a 09%0,1a
C20:2mw6 02+0,0a 02+00a 02z+00a 02+00a 02%0,0a
C20:406 09+03a 13+0,1a 12+02a 09+03a 12%01a
Saturados 51a 51 a 51 a 51 a 50 a
Monoinsaturados 45 a 44 a 43 a 44 a 44 a
Poliinsaturados 4a 5a 6a 5a 6a
Poliinsaturados/ 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Saturados
Total ®3 0,4 0,6 0,9 0,5 0,9
Total w6 3,9 4,9 4,9 4,6 5,5
®6/m03 9,7 8,2 5,4 9,2 6,1

* Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata.
**(9¢,12t + 91, 12¢); tr = tracos

Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca
nivel de 5%.
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Tabela 4. Composi¢do de acidos graxos (% de area) em salame tipo Italiano em

diferentes tempos de estocagem.

Acidos Graxos 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
M + DP* M + DP* M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 16+01a 16+01a 16x+0,1a 16+01a 1,6%+0,1a
C15:0 0,3+0,1a 03+00a 03+00a 03+0,0a 02%00a
C16:0 243+06a 242+t1,0a 246+t02a 242+t10a 23,7x0,5a
C17:0 06+0,1a 06+01a 06+00a 06+0,1a 06%01a
Cc18:0 11,6+0,0a 114+04a 115+05a 11,5+0,1a 11,1+04a
C20:0 0,2+00a 02+00a 02t00a 02+00a 02%00a
C24:0 0,1+0,0a 01+00a 0,1x00a 0,1+00a 0,1x0,0a
C16:1w7 27+01a 30+x0,1a 29x0,1a 30+x06a 30x04a
C171w7 05+0,1a 05+0,1a 04zx00a 05+00a 05%0,1a
C18:109t 06+0,1a 06+0,1a 06zx00a 06+01a 0,7x0,2a
C18:1m9 419+08a 423+08a 425+0,3a 423+0,1a 41,7+04a
C20:1m11 0,7+0,1a 06+0,1a 0,7t0,1a 0,7+0,0a 0,7x0,0a
C18:2mw6 13,56+1,0a 133x1,2a 12,7+09a 13,0x16a 143*+15a
C18:3w3 05+0,0a 05+0,1a 05x00a 05+01a 0,7x0,1a
C20:206 0,5+00a 05+01a 05+00a 05+0,1a 05%0,1a
C20:406 04+00a 04+00a 04x00a 05+01a 05%0,1a
Saturados 39 a 39a 39a 39 a 38 a
Monoinsaturados 46 a 46 a 47 a 46 a 46 a
Poliinsaturados 15a 15a 14 a 15a 16 a
Poliinsaturados/ 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Saturados

Total ®3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,7
Total w6 14,4 14,2 13,6 14 15,3
®6/m03 28,8 28,4 27,2 28 21,8

* Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata.
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de 5%.
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Tabela 5. Composicédo de acidos graxos (% de area) em mortadela de frango em

diferentes tempos de estocagem.

Acidos Graxos 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias
M £+ DP* M £+ DP* M £+ DP* M + DP*
C14:0 0,8+0,0a 0,8+0,0 a 0,8+0,1a 0,8+0,1a
C15:0 0,2+0,0a 0,3+0,0a 0,3+£0,0a 0,3+£0,0a
C16:0 241+0,6a 242+0,3a 240t16a 244+0,5a
C17:0 0,3+£0,0a 0,2+0,0a 0,3+£0,0a 0,3+£0,0a
C18:0 7,0x0,2a 7,0x0,2a 7,0x0,3a 7,0x0,1a
C20:0 0,1£0,0a 0,1+0,0a 0,1+£0,0a 0,1£0,0a
C22:0 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1x0,0a
C24:0 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1x0,0a
C16:1w7 46+0,1a 47+0,2a 47+06a 49+0,3a
C171w7 0,3x0,0a 0,3x0,1a 0,3x0,1a 0,4+0,1a
C18:1w9t 0,2+0,0a 0,2+0,0 a 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C18:109 39,3x0,8a 38,7t09a 38,7+09a 38,6+05a
C20:1m11 0,4+0,1a 04+0,1a 0,4+0,1a 0,4+0,1a
C18:2mw6 20,7+0,3a 20,8+0,2a 209+04a 20,5+0,5a
C18:3w6 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C18:3w3 1,1+0,2a 1,2+0,1a 1,1+0,1a 1,2+0,1a
C20:206 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C20:406 0,4+0,0a 0,4+0,0a 0,5+0,1a 0,5+0,0a
Saturados 33 a 33 a 33 a 33 a
Monoinsaturados 44 a 44 a 44 a 44 a
Poliinsaturados 23 a 23 a 23 a 23 a
Poliinsaturados/ 0,7 0,7 0,7 0,7
Saturados
Total ®3 1,0 1,2 1,1 1,2
Total w6 21,5 21,7 21,8 21,4
®6/®w3 21,5 18,1 19,8 17,8

* Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata.
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de 5%.
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Tabela 6. Composigcao de acidos graxos (% de area) em mortadela de chester em

diferentes tempos de estocagem.

Acidos Graxos 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias
M + DP* M + DP* M + DP* M + DP*
C14:0 0,6+0,0a 0,6+0,0a 06+0,0a 0,7x0,1a
C15:0 0,2+0,1a 0,3+0,1a 0,3+£0,1a 0,3£0,0a
C16:0 241+0,2a 243+0,6 a 241+04a 244+0,0a
C17:0 0,2+0,1a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,1a
C18:0 59+0,1a 59+0,2a 59+0,1a 59+0,1a
C24:0 0,1£0,0a 0,1+0,0a 0,1+£0,0a 0,1£0,0a
C16:1w7 52+0,2a 52+0,3a 52+0,1a 52+0,1a
C171w7 0,3+0,0a 0,3+0,0 a 0,3+0,0a 0,3x0,0a
C18:109t 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1+x0,0a
C18:1m9 37,104 a 36,9t£05a 369+0,5a 36,5+0,8a
C20:1m11 0,2+0,1a 0,2+0,1a 0,3+0,1a 0,3+x0,1a
C18:2mw6 23,7t0,4 a 23,604 a 236t0,2a 23,6 +0,2a
C18:3w6 0,2+0,0a 0,2+0,0 a 0,2+0,0a 0,2+x0,0a
C18:3w3 1,3x0,0a 1,3+0,0 a 1,4+0,1a 1,4+0,1a
C20:206 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C20:406 0,5+0,0a 0,5+0,1a 0,5+0,0a 0,5+0,0a
Saturados 31a 32 a 31a 32 a
Monoinsaturados 43 a 43 a 43 a 42 a
Poliinsaturados 26 a 26 a 26 a 26 a
Poliinsaturados/ 0,8 0,8 0,8 0,8
Saturados
Total ®3 1,3 1,3 1,4 1,4
Total w6 24,6 24.4 244 24,5
06/03 18,9 18,8 17,4 17,5

* Média e estimativa do desvio padrao de trés amostras em duplicata.
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de 5%.
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As amostras de jerked beef apresentaram menor concentragdo de &cidos
graxos saturados (1,39/100g de amostra) e as amostras de salame ltaliano
apresentaram maior (8,49/100g de amostra), sendo o acido graxo C16:0
encontrado em maior concentrag¢édo, seguido do C18:0.

O teor de &cidos graxos monoinsaturados foi maior nas amostras de salame
ltaliano, sendo aproximadamente 10g/100g de amostra. O acido graxo encontrado
em maior quantidade foi 0 C18:1w9, seguido do C16:1w7.

A concentracdo de &cidos graxos poliinsaturados totais foi maior nas
amostras de mortadela de chester (4,69/100g de amostra), sendo o C18:2w6 o
acido graxo encontrado em maior quantidade.

O teor de acidos graxos ®3 variou de 0,01 nas amostras de jerked beef a
0,29/100g de amostra nas amostras de mortadela de frango e de chester, sendo
encontrado somente o acido graxo C18:3w3.

A razao entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados, encontrada no
presente trabalho, foi menor no jerked beef (0,1) e maior na mortadela de chester
(0,8). A razao w6/®w3 foi menor nas amostras de jerked beef (5,4) e maior nas
amostras de salame (28,8).

TORRES et al. (1989) encontraram porcentagens de areas de &cidos
graxos saturados em amostras de charque variando de 46% no tempo zero a 54%
no final de 60 dias de armazenamento, sendo maiores que as porcentagens de
areas obtidas no presente trabalho (51%). As porcentagens de areas de acidos
graxos monoinsaturados determinadas por TORRES et al. (1989) variaram
significativamente entre os tempos zero (47%) e 60 dias (39%) de armazenamento
e obtiveram as mesmas porcentagens de acidos graxos poliinsaturados durante o
periodo de armazenamento (7%).

No que tange as implicagbes nutricionais dos resultados obtidos no
presente trabalho, o jerked beef foi o Unico produto carneo processado que
apresentou valores de lipidios totais abaixo de 5g/100g e pode entdo ser
considerado alimento de baixa gordura de acordo com a classificagdo do FOOD
ADVISORY COMMITTEE da Inglaterra (1990). O teor de colesterol variou de 40

no jerked beef a 57mg/100g no salame ltaliano estando abaixo do valor maximo
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recomendado de 300mg de colesterol/dia (AMERICAN HEART ASSOCIATION,
2003). A razdo de 4&cidos graxos poliinsaturados/saturados das amostras
analisadas de mortadela de frango (0,7) e de chester (0,8) foi maior que o valor
minimo recomendado de 0,45, segundo o BRITISH DEPARTMENT OF HEALTH
(1994) para a dieta total. A razdo w6/w3 variou de 5,4 no jerked beef a 28,8 no
salame ltaliano, estando acima do valor maximo recomendado de 4 para a dieta
como um todo, principalmente para salame, mortadela de frango e de chester.

Estas deficiéncias devem ser compensadas com outros componentes da dieta.

4 — CONCLUSAO

O periodo de estocagem das amostras de produtos carneos processados,
analisadas no presente trabalho, ndo alterou os teores de colesterol, lipidios totais
e acidos graxos das mesmas, € nao houve formagdo de 6xidos de colesterol

durante o tempo de armazenamento.
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EFEITO DO PREPARO TERMICO SOBRE OS

OXIDOS DE COLESTEROL, COLESTEROL,
LIPIDIOS TOTAIS E ACIDOS GRAXOS EM
PRODUTOS CARNEOS PROCESSADOS
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RESUMO

O preparo térmico de carnes e seus produtos processados podem levar a
formacdo de Oéxidos de colesterol, uma vez que o tempo e a temperatura
empregados sao fatores determinantes neste processo. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito do preparo térmico na formacao de éxidos de colesterol
e alteracao da composicao de acidos graxos em produtos carneos processados. A
determinagao de 6xidos de colesterol e colesterol foi realizada por CLAE, segundo
BAGGIO & BRAGAGNOLO (2004). A composicdo de 4&acidos graxos foi
determinada por cromatografia gasosa com coluna capilar CP-SIL 88 (50 x
0,25mm; 0,20um). Foram analisados os seguintes produtos carneos processados:
alméndegas e hamburguer (bovinos), linglica toscana (suina), salsicha “hot-dog”
(composicao mista), salsicha e linglica (frango e chester) e hamburguer (chester).
As amostras foram analisadas imediatamente apds a aquisicdo e o preparo
térmico das mesmas. Nao houve formacao de nenhum éxido de colesterol com o
preparo térmico das amostras. Apenas os teores de colesterol entre a linglica
suina crua e grelhada e entre o hamburguer de chester cru e grelhado foram
significativamente menores nas amostras grelhadas, assim como os teores de
lipidios totais entre 0 hamburguer bovino cru e grelhado. A composi¢cao de acidos
graxos, quando calculada em g/100g de amostra, apresentou alteragdes somente
entre as amostras de hamburguer bovino cru e grelhado.
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SUMMARY

Heat preparation of meat and meat products can lead to the formation of
cholesterol oxides, since the time and temperature used are determinant factors in
this process. The objective of this study was to evaluate the effect of heat
preparation on the formation of cholesterol oxides and on alterations in the fatty
acid composition of processed meat products. Cholesterol oxides and cholesterol
were determined by HPLC according to BAGGIO & BRAGAGNOLO (2004). The
fatty acid composition was determined by gas chromatography using a CP-SIL 88
capillary column (50 x 0.25mm; 0.20um). The following processed meat products
were analyzed: meat balls and hamburger (beef), toscana sausage (pork),
frankfurter (mixed composition), frankfurter and sausage (chicken and chester) and
hamburger (chester). The samples were analyzed immediately after their purchase
and after heat preparation. There was no cholesterol oxide formation due to the
heat preparation of the samples analyzed. Only the cholesterol levels were
significantly lower when comparing the raw and grilled pork sausage and the raw
and grilled chester hamburger, the values being lower in the grilled samples, as

also the total lipid contents between the raw and grilled beef hamburgers.
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1 - INTRODUCAO

Durante os estagios de producdo, manipulacdo, estocagem e preparo
térmico das carnes e seus produtos processados pode ocorrer a formagéao de
oxidos de colesterol e alteracdo da composicao dos acidos graxos. A geracao dos
produtos da oxidacdo do colesterol em alimentos industrializados é influenciada
por muitos fatores, como o contato com ar/oxigénio, grau de insaturacao dos
triglicerideos co-existentes, temperatura utilizada durante o processamento,
exposicao a luz, presenca de ions metalicos, técnicas de embalagem e condicdes
de armazenamento (SARANTINOS et al., 1993; PANIANGVAIT et al.,, 1995;
RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 1997).

A composicao dos acidos graxos dos alimentos também pode ser alterada
pela autoxidacdo, afetando especialmente aqueles com insaturacbes (Li et al.,
1994). Candela et al. (1996) encontraram diferencas no perfil dos acidos graxos de
carnes quando fritas com 6leo de girassol, elevando a razdo dos acidos graxos
poliinsaturados/saturados. Este aumento é interessante sob o ponto de vista
nutricional desde que o British Departament of Health (1994) recomenda no
minimo uma razao de &cidos graxos poliinsaturados/saturados de 0,45 para a
dieta como um todo. Atualmente, nutricionistas tem enfocado o tipo de &cido graxo
poliinsaturado e o balang¢o entre n6/n3 na dieta. A razao ideal é em torno de 4:1
(Schaefer, 2002).

Alguns estudos avaliaram o efeito do preparo térmico em carnes e seus
produtos processados na formacao de Oxidos de colesterol, sugerindo que o
tempo e a temperatura sao fatores determinantes neste processo, influenciando
diretamente a taxa de oxidacao (PIE et al., 1991; MORGAN & ARMSTRONG,
1992; OSADA, et al., 1993a; KESAVA-RAOQO et al., 1996).

A presenca dos produtos da oxidacao do colesterol na dieta € preocupante,
pois apresentam varios efeitos adversos a saude humana (IMAI et al., 1976;
TAYLOR et al., 1979). Os 6xidos de colesterol sdo considerados agentes mais

prejudiciais que o proprio colesterol na formacao de placas ateroscleréticas, bem
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como mutagénicos, carcinogénicos e citotoxicos (SEVANIAN & PETERSON,
1986; KUBOW, 1990; GUARDIOLA et al., 1996).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito do preparo
térmico na formacao de éxidos de colesterol e alteracdo na composicao de acidos
graxos em produtos carneos processados bovinos, suinos, mistos, de frango e de

chester.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Material

Foram analisados produtos processados de carne bovina (alméndegas e
hamburguer), de carne suina (linglica toscana), produto carneo processado de
composicao carnea mista (salsicha “hot-dog”), produtos processados de carne de
frango (salsicha e linglica) e de carne de chester (salsicha, linglica e
hamburguer). Para cada um destes produtos foram analisados trés lotes com
diferentes datas de validade. Cada lote foi composto por seis unidades, sendo trés
unidades analisadas cruas e trés cozidas.

O preparo das almbéndegas foi realizado conforme as instrugées contidas na
embalagem do produto para forno convencional a gas. O forno foi pré-aquecido a
uma temperatura de 250°C, as alméndegas congeladas foram colocadas no forno
em uma assadeira de aluminio levemente untada com o6leo de soja por 20
minutos. Apés 10 minutos a temperatura do forno foi diminuida para 203°C e no
final dos 20 minutos estava em 208°C. Antes de retirar as almdéndegas do forno,
verificou-se a temperatura interna das mesmas, sendo esta de 92°C.

Os hambuguers congelados foram retirados de suas embalagens originais e
foram grelhados em uma chapa a uma temperatura inicial de 165°C. Cada lado
dos hamburguers foi grelhado por 4 minutos, conforme instrucdes de preparo
contidas na embalagem. A temperatura interna final dos mesmos foi de 98°C.
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As amostras de linguica toscana foram grelhadas em uma grelha por 30
minutos, até a temperatura interna atingir 94°C. As linglicas de frango e de
chester foram preparadas conforme uma das instru¢des contidas na embalagem
para forno convencional a gas. O forno foi pré aquecido a uma temperatura de
240°C, enfornou-se as lingliicas assando-as por 25 minutos. Apds 10 minutos das
lingliicas enfornadas, a temperatura do forno diminuiu para 205°C e no final dos
25 minutos estava em 215°C. Antes de retirar as lingtiicas do forno, verificou-se a
temperatura interna das mesmas, sendo de 95°C.

As salsichas foram retiradas de suas embalagens originais e cozidas em
agua destilada a 98°C numa panela comum por cerca de 10 minutos, atingindo
uma temperatura interna final de 96°C.

As temperaturas foram monitoradas com o uso de um Termopar de
imersédo, marca KANE-MAV, modelo Tipo K, aferido.

Estes produtos foram adquiridos em supermercados de Campinas. As
amostras foram analisadas imediatamente apds a aquisicdo e o preparo térmico
das mesmas. Os produtos processados foram integralmente triturados e
homogeneizados em multiprocessador até obtencdo de uma massa homogénea.
Aliquotas de 50g foram tomadas para analises em duplicata.

2.2 — Métodos

A extragao dos lipidios foi realizada como descrito por FOLCH et al. (1957),
a umidade segundo a AOAC (1990) e o fator de retencao aparente de acordo com
MURPHY et al. (1995).

Aliquotas do extrato lipidico foram tomadas para a determinacao de lipidios
totais, por pesagem apds a evaporagdao do solvente; Oxidos de colesterol e
colesterol, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); e, a composicao de

acidos graxos por cromatografia gasosa.
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2.2.1 — Determinacao simultdnea de o6xidos de colesterol e
colesterol

Aliquotas do extrato lipidico foram secas em evaporador rotatério,
saponificadas a frio e a matéria insaponificavel foi extraida com éter etilico
(SANDER et al., 1989).

Utilizou-se um cromatégrafo liquido (Shimadzu) com sistema quaternario de
solventes (LC-10ATVP); valvula "Rheodyne" com alca de amostragem de 20uL;
forno de coluna (CTO-10ASVP); coluna de guarda Hypersil BDS CN (7,5 x 4,6mm,
5um); coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um); temperatura da coluna de
32°C; fase moével composta de hexano/isopropanol (96+4) com vazdo de
1,0mL/min; detector por conjunto de diodos (SPD-M10AVP); detector por indice de
refracdo (RID-10A) e software (CLASS-VP). Os espectros de absorbancia foram
tirados entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram registrados a 210nm.

O colesterol e os Oxidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,603-
epoxicolesterol, e 7B-hidroxicolesterol foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). O 7a-hidroxicolesterol foi obtido da Steraloids Inc.
(Wilton, EUA).

Todos os solventes usados para a extragao e preparo da amostra foram de
grau analitico e para analise cromatografica de grau cromatografico, os quais
foram filtrados em filtro Millipore (0,45um) e degaseificados em ultra-som antes do
uso.

A identificacdo dos picos do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi feita
por comparacdo dos tempos de retencdo do padrdao e o da amostra, por co-
cromatografia e espectros de absorbancia.

A quantificagdo do colesterol e de seus produtos da oxidacao foi feita por
padronizacdo externa. O colesterol foi quantificado pelo detector por indice de
refracdo, por estar mais separado dos interferentes. O 7-cetocolesterol foi

quantificado pelo detector por conjunto de diodos.
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2.2.2 — Determinacao da composicao de acidos graxos

Para a analise dos 4cidos graxos, uma aliquota do extrato lipidico contendo
aproximadamente 100mg de lipidios, foi seca em evaporador rotatério. A
transmetilacao foi realizada de acordo com o método de HARTMAN & LAGO
(1973), usando solucao de cloreto de aménia e acido sulfdrico em metanol como
agente esterificante.

A cromatografia gasosa, para a analise de &acidos graxos, foi realizada em
cromatégrafo KONIK, modelo HRCG 4000A, equipado com: injetor split, razao
75:1; coluna capilar CP-SIL 88, 50m de comprimento x 0,25mm de didmetro
interno e contendo 0,20um de polietilenoglicol; detector por ionizacdo em chama e
uma workstation com software BORWIN. As condigbes cromatograficas foram:
temperatura da coluna programada, temperatura inicial 180°C/2min, elevando-se
para 225°C numa escala de 5°C/min, permanecendo nesta temperatura por 15
minutos; gas de arraste, hidrogénio numa vazao de 0,5mL/min; gas “make-up”,
nitrogénio a 30mL/min; temperatura do injetor, 270°C; e temperatura do detector,
300°C.

A identificacdo dos &cidos graxos foi realizada através da comparacao do
tempo de retencao dos acidos graxos das amostras e padroes e co-cromatografia.
Foram utilizados no total 36 padroes de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados da Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA).
A quantificagdo foi realizada por normalizagdo de area e os resultados foram

expressos em porcentagem de area.

2.2.3 — Andlise estatistica
Para verificar a influéncia do preparo térmico nas amostras, os resultados

obtidos para colesterol, lipidios totais e acidos graxos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) a nivel de 5%.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados de umidade, colesterol e lipidios totais dos
produtos carneos processados analisados crus e submetidos aos preparos
térmicos.

Os teores de colesterol e lipidios totais, na base Umida, das amostras de
salsicha “hot-dog”, salsicha de frango e salsicha de chester foram menores nas
amostras cozidas, havendo absorcdo de agua do meio com diluicdo dos
constituintes. Enquanto que, nas demais amostras, estes teores foram sempre
maiores nas amostras assadas e grelhadas, devido a perda de agua durante o
tratamento térmico e, conseqiientemente, o aumento da concentracdo destes
compostos.

Os teores de colesterol, na base seca, apresentaram diferenca significativa
apenas entre a linglica suina crua e grelhada e entre o hamburguer de chester cru
e grelhado, sendo menor nas amostras grelhadas. Os teores de colesterol foram
sempre maiores nas amostras cruas, embora nao significativamente diferentes. A
retencdo aparente do colesterol variou de 85% para o hambulrguer bovino
grelhado a 99% para a salsicha “hot-dog” cozida.

Na base seca, os teores de lipidios totais apresentaram diferenca
significativa apenas entre o hamburguer bovino cru e grelhado, sendo que o
hamburguer grelhado apresentou teores de lipidios totais menores. Nas demais
amostras, os teores de lipidios totais foram sempre menores nas amostras
assadas, grelhadas e cozidas, embora ndo significativamente diferentes. A
retencado aparente dos lipidios totais variou de 79% para o hamburguer bovino
grelhado a 99% para as salsichas “hot-dog” e de carne de frango cozidas.
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Tabela 1. Teores de umidade (g/100g), colesterol (mg/100g) e lipidios totais

(9/100g) em produtos carneos processados crus e submetidos aos preparos

térmicos.
Colesterol Lipidios Totais
Produtos Umidade Base Umida Base Seca Base Umida Base Seca
Carneos M + DP* M + DP* M + DP* M + DP* M + DP*
Bovino
Almbéndega
crua 63,5+0,6 a 25,7+0,4b 704+12a 9,8+0,8a 269+20a
assada 58,6 +0,5b 27,8+0,6 a 67,0£2,1a 10,2+0,7 a 245+16a
Hambdurguer
cru 66,0+2,0a 30,0+0,1b 89,7+6,5a 109t1,6a 322+36a
grelhado 55,0+5,0b 344+3,1a 765+114a 116+16a 255+1,1b
Suino
Linglicacrua  556+23a 36,7+0,3b 82,8+4,7a 259+3,0b 58,1+4,6a
grelhada 37,0+0,5b 458+22a 72,7+35b 319+15a 50,7+28a
Misto
Salsicha “hot-dog”
crua 60,3+0,8b 459+11,4a 1153+30,1a 150x05a 378+22a
cozida 61,9+15a 43,7+11,4a 113,8+29,2a 142+03b 373+1,8a
Frango
Salsichacrua  61,4+0,9b 61,9+35a 160,7+125a 13,7+0,5a 355+1,1a
cozida 62,6 +0,6 a 582+1,7b 1553+55a 13,2+0,5a 352+1,2a
Linglicacrua  71,2+1,0a 450+18a 1565+9,0a 11,4+0,7a 39,7+3,3a
assada 666+12b 46,3+09a 1388%x34a 123%+0,7a 36,8+25a
Chester
Salsicha crua 67,9+0,8a 63,1+42a 196,5+128a 8,4+08a 26,1+20a
cozida 68,4+09a 606+4,8a 1916+134a 79+06a 251+16a
Hambdurguer
cru 68,7t0,2a 31,0+1,3a 99,0+4,0a 9,7+09b 31,0+£3,2a
grelhado 59,0+ 1,4b 36,4+0,7a 88,8+2,1b 11,3£1,0a 275+21a
Linguica crua 65,5+04a 404+13a 117,1+46a 13,5+0,1b 39,1t05a
assada 61,9+0,4b 424+26a 111,5+82a 146+04a 384+1,0a

*Média e estimativa de desvio padrdo de trés amostras em duplicata.
Valores na mesma coluna com letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de
5% para as amostras cruas e assadas ou cruas e cozidas ou cruas e grelhadas.
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Durante o tratamento térmico de alimentos, pode-se observar tanto a
absorcao de materiais do meio, como a perda de componentes do produto por
eliminacdo, evaporacao ou eluicdo. Tais alteragbes sado produzidas em funcao do
método utilizado, tempo e temperatura de processamento, tamanho, superficie e
composi¢cao quimica do alimento (MAI et al, 1978). Assim, podem ocorrer
diferencas nos teores de colesterol, 6xidos de colesterol, lipidios totais e
composicao de acidos graxos entre os alimentos crus e preparados termicamente.

Nao foi encontrado nenhum 6éxido de colesterol nas amostras de produtos
carneos processados analisados crus e apds o preparo térmico. No presente
estudo o tempo de preparo térmico das amostras variou de 8 a 30 minutos,
tempos normalmente usados para o0 cozimento destes produtos. Todos os
produtos carneos processados analisados contém na sua composicao
antioxidantes que podem ter exercido protecdo em relagdo a oxidacao do
colesterol. Portanto, supde-se que, o curto periodo de aquecimento dos produtos
carneos processados, analisados no presente trabalho, com a presenca de
antioxidantes, podem ter evitado a oxidagao do colesterol.

RODRIGUEZ-ESTRADA et al. (1997) verificaram que houve diminui¢cdo na
concentracdo de 7-cetocolesterol livre e total, quando hamburguers crus foram
submetidos a diferentes tratamentos térmicos (assado, grelhado, microondas,
microondas + assado, fervura e frito).

Em outros estudos que também reproduziram o preparo tradicional de
alguns alimentos, ao contrario do que se foi observado no presente trabalho, foi
relatado a formacdo de Oxidos de colesterol durante o preparo térmico, mesmo
quando o tempo de aquecimento era reduzido.

HIGLEY et al. (1986) obtiveram 7o-hidroxicolesterol em salsicha cozida
(1640ug/g) e hamburguer cozido (72ug/g), 7B-hidroxicolesterol em hamburguer cru
(3,6u9/g), tragos de 7-cetocolesterol em salsicha e hambuarguer crus e cozidos,
colestan-3p,5a,6B-triol em salsichas cozidas (1335ug/g) e hamburguer cru
(1298ug/g), 5-colesten-3B-0l-22-one em salsicha cozida (1869ug/g), hamburguer
cru (210ug/g) e bacon cozido (668u9/9).
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LARKESON et al. (2000) obtiveram aumento do teor de 6xidos de colesterol
totais em amostras de alméndegas (50% carne bovina + 50% carne suina) e
hamburguer bovino submetidas a fritura em frigideira com gordura numa
temperatura de 150 a 160°C. O teor de 6xidos de colesterol totais entre as
amostras de alméndegas cruas e fritas variou de 3,3 a 10,4ug/g, € entre as
amostras de hamburguer esta varia¢ao foi de 5,5 a 6,7ug/g.

As Tabelas 2 a 6 relacionam as composicoes de acidos graxos (% de area)
encontradas nas amostras cruas e submetidas aos preparos térmicos, sendo
almoéndega e hamburguer bovinos (Tabela 2), linglica toscana e salsicha “hot-dog”
(Tabela 3), salsichas de carne de frango e de chester (Tabela 4), linglicas de
carne de frango e de chester (Tabela 5) e hamburguer de carne de chester
(Tabela 6).

Os principais acidos graxos encontrados, em ordem decrescente, nas
amostras de linglica toscana; salsicha “hot-dog”; lingtica de frango; hamburguer e
lingliga de chester foram: C18:109, C16:0, C18:2w6, C18:0 e C16:1w7, enquanto
que as amostras de almoéndegas e hamburguer bovinos tiveram como &cidos
graxos principais C18:109, C16:0, C18:0, C18:206 e C18:109t.

Considerando os teores de lipidios totais obtidos nas amostras analisadas,
os acidos graxos C18:1m9 (23,89/100g de amostra), C16:0 (14,99/100g de
amostra) e C18:0 (6,6g/100g de amostra) foram encontrados em maiores
concentragdes nas amostras de linglica toscana, o C18:2w6 (9,49/100g de
amostra) nas amostras de salsicha “hot-dog” e salsicha de frango, o C16:1®w7
(29/100g de amostra) nas amostras de linguica de frango e o C18:1w9t (1,6¢9/100g
de amostra) nas amostras de alméndegas bovinas.

Calculando os teores de acidos graxos em relagdao a quantidade de lipidios
totais, na base seca, presente nas amostras analisadas, observou-se que nao
houve diferencga significativa entre as amostras cruas e submetidas ao preparo
térmico, com excec¢ao do hamburguer bovino, que foi significativamente menor nas
amostras grelhadas.

As amostras de lingligca toscana grelhada apresentaram teores maiores de

acidos graxos saturados (19,89/100g de amostra) e monoinsaturados (22,89/100g
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de amostra). Estes teores foram menores nas amostras de salsicha de chester
cozida, sendo 8g/100g de amostra para os acidos graxos saturados e 10,3g/100g
de amostra para os acidos graxos monoinsaturados.

A concentragdo de &cidos graxos poliinsaturados totais foi menor nas
amostras de hamburguer bovino grelhado (3,19/100g de amostra) e maior na
salsicha de frango cozida (10,6¢9/100g de amostra), sendo o acido graxo C18:2m6
encontrado em maior quantidade.

O unico acido graxo ®3 encontrado foi o C18:3w3, sendo maior nas
amostras de salsicha de frango (0,79/100g de amostra) e menor no hamburguer
bovino grelhado (0,19/100g de amostra).

A razao entre os acidos graxos poliinsaturados e saturados, encontrada no
presente trabalho, foi menor nas amostras de hamburguer bovino (0,25) e maior
nas amostras de salsicha de frango (1,0). A razdo ®w6/®w3 variou de 13,7 na
salsicha de frango crua a 25,8 na lingUica toscana grelhada.

O acido graxo isbmero trans C18:1m9 foi encontrado em todas as amostras
analisadas, variando de 0,029/100g de amostra na salsicha de chester a
1,69/100g de amostra nas alméndegas bovinas. O C18:2w6t foi detectado
somente nas amostras de almdndegas e hamburguer bovinos (0,39/100g de
amostra).

Os maiores teores de C18:1w9t encontrados nas amostras de alméndegas
e hamburguer podem ser atribuidos a presenca de gordura hidrogenada em suas
formulagdes.

Em gorduras de origem animal, os isébmeros frans sdao componentes
naturais, sendo formados através da biohidrogenagédo pela acado de enzimas da
microbiota presente no rimen de animais poligastricos, incluindo as isomerases e
as hidrogenases (SMITH et al., 1978). A quantidade de &cidos graxos trans em
carnes de animais nao ruminantes é geralmente baixa e depende da presenca de

acidos graxos trans nas ragoes (ARO et al., 1998).
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Tabela 2. Composicao de &cidos graxos (% de area) em alméndega crua e assada

e hamburguer cru e grelhado de carne bovina.

Acidos Graxos ALCR ALAS HACR HAGR
M+ DP* M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 21+0,1a 21x0,1a 24+0,2a 24+0,3a
C15:0 1,1+0,1a 1,1+0,1a 1,0+0,2a 1,0+0,2a
C16:0 23,5+0,5a 23,4+0,3a 228+0,3a 22,7+0,2a
C17:0 0,8+0,1a 0,8+0,1a 1,0+0,0a 1,0£0,1a
C18:0 12,6 £0,3 a 126+0,9a 15,1£05a 15,0+ 0,5a
C20:0 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C21:0 nd nd 0,4+0,0a 0,4+0,0a
Cl16:107 29+0,3a 29+04a 35+04a 35+05a
C171w7 0,5+0,1a 0,5+0,1a 0,5+£0,1a 0,5+£0,1a
C18:109t 59+0,4a 59+0,7 a 3,6+0,1a 3,7+0,0a
C18:1m9 346+15a 345+29a 36,2+0,8a 36,1+19a
C20:1w11 0,6+0,3a 0,7+0,1a 0,4£0,1a 0,4+£0,3a
C18:2w6 * 1,1+04a 1,1+0,2a 1,2+0,1a 1,2+0,2a
C18:2mw6 13,0+1,1a 13,3+0,8 a 11,0+1,9a 11,3+22a
C18:3w6 0,1£0,0a 0,1+£0,0a 0,1£00a 0,1£00a
C18:3w3 0,8£0,1a 0,8+£0,1a 0,5+£0,1a 0,5+£02a
C20:406 02%£0,0a 0,2+0,0a 0,3£0,1a 0,2+£00a
Saturados 47 a 47 a 48 a 48 a
Monoinsaturados 39a 39a 40 a 40 a
Poliinsaturados 14 a 14 a 12 a 12 a
Poliinsaturados/ 0,3 0,3 0,25 0,25
Saturados

Total ®3 0,8 0,8 0,5 0,5
Total w6 13,3 13,6 11,3 11,6
06/03 16,6 17,0 22,6 23,2

ALCR = alméndega crua; ALAS = almb6ndega assada; HACR = hamburguer cru; HAGR =
hamburguer grelhado; *Média e estimativa do desvio padrédo de trés amostras em
duplicata; ** (9¢, 12t + 9t, 12¢); nd = nao detectado; Valores na mesma linha com letras
iguais nao apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% entre as amostras cruas e
submetidas ao preparo térmico.
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Tabela 3. Composicao de &cidos graxos (% de area) em lingli¢ca toscana crua e

grelhada e salsicha “hot-dog” crua e cozida.

Acidos Graxos LTCR LTGR SHDCR SHDCZ
M+ DP* M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 1,6+0,0a 1,4+0,1a 0,7£0,0a 0,6+£0,0a
C15:0 0,1+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,1a 0,2+0,1a
C16:0 256+09a 25,0+0,4 a 254+20a 23,6+23a
C17:0 04£0,1a 0,4+0,0a 0,3+£0,1a 0,3£0,0a
C18:0 11,4+0,7a 11,4+0,8 a 6,0+0,2a 6,4+0,2a
C20:0 02+0,0a 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,2+00a
C24:0 0,1£0,0a 0,1£0,0a 0,1£00a 0,1£00a
C16:1w7 25+0,2a 25+0,2a 4,7+0,5a 45+04a
C171w7 0,4+0,1a 04+0,1a 0,2+0,1a 0,2+0,0a
C18:109t 0,2£0,0a 0,2+0,0a 0,1£00a 0,1£00a
C18:109 410+1,1a 415+15a 352+1,3a 358+09a
C20:1w11 0,7%+0,1a 0,7+£0,1a 0,2+£0,1a 0,3£0,0a
C18:2mw6 144+1,7a 145+19a 245+12a 254+11a
C18:3wb nd nd 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C18:3w3 0,6%0,1a 0,6+0,1a 1,6+0,1a 1,7+0,2a
C20:206 0,6%0,1a 0,6+£0,0a 0,2+£0,0a 0,2+£0,0a
C20:406 0,3£0,0a 0,4+0,0a 0,4+£0,1a 0,5£00a
Saturados 39a 39a 33 a 31a
Monoinsaturados 45 a 45 a 40 a 41 a
Poliinsaturados 16 a 16 a 27 a 28 a
Poliinsaturados/ 0,4 0,4 0,8 0,9
Saturados

Total ®3 0,6 0,6 1,5 1,7
Total w6 15,3 15,5 25,3 26,2
06/03 25,5 25,8 16,9 15,4

LTCR = lingtiica toscana crua; LTGR = lingiiica toscana grelhada; SHDCR = salsicha “hot-
dog” crua; SHDCZ = salsicha “hot-dog” cozida; *Média e estimativa do desvio padrao de
trés amostras em duplicata; nd = ndo detectado; Valores na mesma linha com letras
iguais nao apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% entre as amostras cruas e
submetidas ao preparo térmico.
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Tabela 4. Composicao de acidos graxos (% de area) em salsichas cruas e cozidas

de carne de frango e de chester.

Acidos Graxos SFGCR SFGCZ SCHCR SCHCZ
M + DP* M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 0,6+0,0a 0,6£00a 0,6£0,0a 0,6£00a
C15:0 0,3%£0,1a 0,3£0,0a 0,4+£0,0a 04+00a
C16:0 228+0,4a 23,3+0,4 a 23,5+0,1a 23,5+0,5a
C17:0 0,4%£0,1a 0,3%£0,1a 0,3+£0,1a 0,3%£0,1a
C18:0 6,0£0,0a 59t02a 6,3£0,2a 6,3£0,3a
C24:0 0,1+00a 0,1£00a 0,2+0,0a 0,2%£00a
C16:1w7 44+0,2a 47+04a 4,7+0,2a 47+0,2a
C17:1w7 0,3£0,0a 0,3£0,0a 0,4£0,1a 0,3£0,1a
C18:109t 0,1£0,0a 0,1£00a 0,1£0,0a 0,1£00a
C18:109 352+1,4a 350+1,7a 359+04a 35,8+0,2a
C20:1w11 0,3£0,0a 0,3£0,0a 0,3t£0,0a 0,3£0,0a
C18:2m6 26,6+2,0a 26,4+19a 246+0,3a 246+0,5a
C18:3w6 0,2£0,0a 0,2£00a 0,2+£0,0a 0,2£00a
C18:3w3 2,0£04a 1,9+£0,3a 1,6+0,0a 1,6+0,1a
C20:2w6 0,2£00a 0,2+£00a 0,2+£0,0a 0,2£00a
C20:406 0,6+0,0a 0,6£00a 0,9+0,0a 09%0,1a
Saturados 30 a 31a 32 a 32a
Monoinsaturados 40 a 40 a 41a 41 a
Poliinsaturados 30 a 30 a 27 a 27 a
Poliinsaturados/ 1,0 1,0 0,8 0,8
Saturados

Total ®3 2,0 1,9 1,5 1,5
Total 06 27,5 27,3 25,8 25,9
06/03 13,7 14,4 17,2 17,3

SFGCR = salsicha de frango crua; SFGCZ = salsicha de frango cozida; SCHCR =
salsicha de chester crua; SCHCZ = salsicha de chester cozida.

*Média e desvio padrao de trés amostras em duplicata.

Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao
nivel de 5% entre as amostras cruas e cozidas.
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Tabela 5. Composicao de acidos graxos (% de area) em linglicas cruas e assadas

de carne de frango e de chester.

Acidos Graxos LFGCR LFGAS LCHCR LCHAS
M+ DP* M + DP* M + DP* M + DP*

C14:0 0,7+0,1a 0,7x0,1a 1,1+0,1a 1,2+0,0 a
C15:0 0,4+0,0a 0,5+0,0a 0,4+0,0a 0,3+£0,0a
C16:0 248+26a 249+0,5a 23,8+0,8a 242+0,8a
C17:0 0,3+£0,0a 0,3+0,1a 0,5+0,0a 0,5+0,0a
C18:0 6,6+0,2a 6,7t0,1a 8,6+0,4a 8,5+0,4a
C20:0 0,1£0,0a 0,1+0,0a 0,1+£0,0a 0,1+£0,0a
C22:0 0,2+0,0a 0,2+0,0 a 0,2+0,0 a 0,2+0,0 a
C24:0 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,2+0,0 a 0,2+0,0 a
C16:1w7 51+0,3a 53+0,1a 3,8x0,2a 3,8x0,3a
C171w7 0,2+0,1a 0,3+0,0 a 0,5+0,0a 0,5+0,0a
C18:1w9t 0,2+x0,0a 0,2+0,0 a 0,3+0,0a 0,3+0,0a
C18:109 36,8+0,6a 36,5+0,6 a 39,8+0,4a 39,5+0,7a
C20:1m11 0,2+0,1a 0,3+0,0 a 0,6+0,1a 0,5+0,1a
C18:2mw6 223+1,0a 21,9+0,8a 18,2+ 0,7 a 18,2+ 0,7 a
C18:3w6 0,2+0,0a 0,2+0,0a 0,1+0,0a 0,1+0,0a
C18:3w3 1,2+0,1 a 1,1+0,1a 0,9+0,1a 0,9+0,1a
C20:206 0,1+£0,0a 0,1+0,0a 0,5+0,0a 0,5+0,0a
C20:406 0,7+0,1a 0,7+0,1a 0,6+0,0a 0,6+0,0a
Saturados 33 a 34 a 35a 36 a
Monoinsaturados 42 a 42 a 45 a 44 a
Poliinsaturados 25a 24 a 20 a 20 a
Poliinsaturados/ 0,8 0,7 0,6 0,6
Saturados

Total @3 1,2 1,1 0,9 0,9
Total w6 23,3 22,9 19,3 19,3
®6/®w3 19,4 20,8 21,4 21,4

LFGCR = linglica de frango crua; LFGAS = linglica de frango assada; LCHCR = linglica de
chester crua; LCHAS = linglica de chester assada. *Média e desvio padrao de trés amostras em
duplicata. Valores na mesma linha com letras iguais nao apresentaram diferenga significativa ao
nivel de 5% entre as amostras cruas e assadas.
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Tabela 6. Composicao de acidos graxos (% de area) em hamburguer de chester

cru e grelhado.

Acidos Graxos Cru Grelhado
M + DP* M + DP*

C14:0 0,7+0,0a 0,7+0,0a
C15:0 04£0,0a 04+0,0a
C16:0 248+0,1a 248+05a
C17:0 0,2£0,0a 0,2+0,0a
C18:0 6,1+0,1a 6,0+0,1a
C20:0 0,1£0,0a 0,1£0,0a
G22:0 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C24:0 0,1+0,0a 0,1+0,0a
C16:1w7 57+0,2a 57+0,2a
C171w7 0,3x0,0a 0,3+0,0a
C18:1w9t 0,2+0,1a 0,2+0,0a
C18:1m9 38,2+0,1a 38,2+0,2a
C20:1m11 0,3+x0,0a 0,3+0,0a
C18:2m6 21,0x0,1a 20,9+0,2a
C18:3w6 0,2+0,0a 0,2+0,0a
C18:3w3 1,1+0,0a 1,1+0,0a
C20:2w6 0,1+£0,0a 0,1+£0,0a
C20:406 0,5+0,0a 0,5+0,1a
Saturados 33 a 33 a
Monoinsaturados 44 a 44 a
Poliinsaturados 23 a 23 a
Poliinsaturados/Saturados 0,7 0,7
Total ®3 1,1 1.1
Total w6 21,8 21,7
06/m03 19,8 19,7

* Média e desvio padrao de trés amostras em duplicata.
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de 5%.
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LARKESON et al. (2000) determinaram em alméndegas (50% carne bovina
+ 50% carne suina) e hamburguer bovino crus e fritos os principais acidos graxos,
em ordem decrescente: C18:10w9, C16:0, C18:0, C18: 206 e C16:1w7. Nao
relataram a presenca de &cidos graxos trans, enquanto que no presente trabalho,
o &cido graxo isébmero trans C18:109 foi detectado entre os principais &cidos
graxos encontrados nas amostras cruas e assadas de alméndegas e hamburguer.

RODRIGUEZ-ESTRADA et al. (1997) também nao encontraram diferenca
significativa para as porcentagens de areas de acidos graxos saturados e
monoinsaturados entre as amostras de hambudrguer bovino cruas e cozidas,
enquanto que os acidos graxos poliinsaturados apresentaram diferencas
significativas. Obtiveram porcentagens de areas de &cidos graxos saturados
semelhantes (48,7%), monoinsaturados maiores (47,8%) e poliinsaturados
menores (3,5%) que as obtidas no presente trabalho.

PEREIRA et al. (2000) encontraram porcentagens de areas de &cidos
graxos saturados menores em linglicas tipo comum (34,1%), maiores em
linglicas de frango (35,6%) e semelhantes em linglicas de chester (34,6%),
porcentagens de areas de &cidos graxos monoinsaturados maiores para os trés
tipos de lingligas, tipo comum (50,2%), lingli¢as de frango (50,2%) e linglicas de
chester (50,1%) e porcentagens de areas de acidos graxos poliinsaturados
semelhantes para as amostras de linglicas tipo comum (15,7%) e menores para
as linglicas de frango (14,2%) e de chester (15,4%), comparadas com as
porcentagens de areas encontradas entre as amostras de linglica toscana,
lingUica de frango e linglica de chester cruas, analisadas no presente trabalho.

Em relagdo aos aspectos nutricionais, observou-se que os produtos
carneos processados, analisados no presente trabalho, apresentaram teores de
lipidios totais acima de 5%, ndo sendo, portanto, alimentos de baixo teor de
gordura (FOOD ADVISORY COMMITTEE da Inglaterra). O teor de colesterol, na
base Umida, nos produtos cozidos variou de 28 a 61mg/100g, estando abaixo do
valor maximo recomendado de 300mg de colesterol/dia (AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2003) e nao foi encontrado nenhum éxido de colesterol. A razdo

de acidos graxos poliinsaturados/saturados variou de 0,25 a 1,0. As amostras de
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almbéndegas e hamburguer bovinos e de linguica toscana ficaram abaixo do
minimo recomendado de 0,45, segundo o BRITISH DEPARTAMENT OF HEALTH
(1994) para a dieta total, enquanto que as demais amostras analisadas ficaram
acima deste minimo recomendado. A razdo w6/w3 variou de 13,7 a 25,8, ficando
acima do maximo recomendado de 4 para a dieta total (BRITISH DEPARTAMENT
OF HEALTH, 1994). Estas deficiéncias devem ser compensadas com outros
componentes da dieta.

4 — CONCLUSAO

Somente os teores de colesterol entre as amostras cruas e grelhadas de
lingliga suina e hambdrguer de chester foram significativamente menores nas
amostras grelhadas, assim como os teores de lipidios totais entre o hamburguer
bovino cru e grelhado.

A composicao de acidos graxos, em relagdo aos teores de lipidios totais na
base seca, apresentou diferenga significativa somente entre as amostras de
hamburguer bovino cru e grelhado.

O preparo térmico nao levou a formacdo de oéxidos de colesterol nas
amostras de produtos carneos processados analisadas.

5 — AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
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Cromatogramas do colesterol e dos 6xidos de colesterol
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Fig. 1 — Cromatogramas caracteristicos dos padrées de colesterol e de éxidos de
colesterol, obtidos pelo detector por conjunto de diodos fixado a 210nm (a) e pelo detector

por indice de refragdo (b). Condi¢gdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm; 4um),

fase mével hexano/isopropanol (96+4), vazéo 1,0mL/min.
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Fig. 2 — Cromatogramas caracteristicos de colesterol e de 6xidos de colesterol em
amostra de blanquete de peru, obtidos pelo detector por conjunto de diodos fixado a
210nm (a) e pelo detector por indice de refragao (b). Condicdes cromatograficas: coluna

CN (300 x 3,9mm; 4um), fase mével hexano/isopropanol (96+4), vazdo 1,0mL/min.
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Fig. 3 — Cromatogramas caracteristicos da co-cromatografia de colesterol e de éxidos de

colesterol em amostra de blanquete de peru, obtidos pelo detector por conjunto de diodos
fixado a 210nm (a) e pelo detector por indice de refracdo (b). Condigdes cromatograficas:

coluna CN (300 x 3,9mm; 4um), fase movel hexano/isopropanol (96+4), vazao 1,0mL/min.
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Espectros de absorvéancia do colesterol e dos 6xidos de colesterol
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Fig. 4 — Espectros de absorbéancia do colesterol, padrao (a) e amostra (b), obtidos pelo

detector por conjunto de diodos. Condi¢gbées cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm:;

1,0mL/min.
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4um), fase mével hexano/isopropanol (96+4)
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Fig. 5 — Espectros de absorbancia do 7-cetocolesterol, padrdo (a) e amostra (b), obtidos

pelo detector por conjunto de diodos. Condi¢gdes cromatogréaficas: coluna CN (300 x

1,0mL/min.

, vazao

3,9mm; 4um), fase mdvel hexano/isopropanol (96+4)
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Anexos

Anexo 2
Cromatogramas dos padroes de 6-cetocolesterol e 7-cetocolesterol
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Fig. 1 — Cromatogramas caracteristicos dos padroes de 6-cetocolesterol e 7-

cetocolesterol, obtidos pelo detector por conjunto de diodos fixado a 210nm (a) e pelo
detector por indice de refracao (b). Condi¢cdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm;

4um), fase mével hexano/isopropanol (96+4), vazao 1,0mL/min.
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Anexos

Anexo 3
Espectros de massas do colesterol e dos 6xidos de colesterol
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Fig. 1 — Espectros de massas do colesterol, padrdo (a) e amostra (b), obtidos por
cromatografia gasosa. Energia de ionizagdo de 70eV. Os espectros de massas foram

explorados de 40-600 (m/z).
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Fbundance Scan 3155 (22,775 min): COL05.D B
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Fig. 2 — Espectros de massas do 7-cetocolesterol, padrdo (a) e amostra (b), obtidos por
cromatografia gasosa. Energia de ionizagdo de 70eV. Os espectros de massas foram

explorados de 40-600 (m/z).
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bundance T Scan 1884 (16.052 min);: COL04.D
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Fig. 3 — Espectros de massas do 5,6B3-epoxicolesterol, padréo (a) e amostra (b), obtidos
por cromatografia gasosa. Energia de ionizacao de 70eV. Os espectros de massas foram
explorados de 40-600 (m/z).

199



