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RESUMO

Foram determinados pelo meétodo colorimetrico de Bohac et al.

(1988) os teores de colesterol em carnes de frango, suina e bovi-

na. 0s valores obtidos para frango cru foram, em media, S8 + 10,
80 +t+ 9 e 104 *+ 5 mg/100g para carne branca, escura e pele, res-—
pectivamente . Em frango assado os teores foram 75 * 17, 124 + 20

e 139 * 37 mg/100g para carne branca, escura e pele, respectiva-
mente. As concentragdes de colesterol em diferentes cortes de
carne suina crua foram em média respectivamente de 49 + 5, 49 #
7, 5@ * 6 e 54 t 6 mg/100g para bisteca, lombinko, pernil e tou-
cinho. Os valores correspondentes para a carne suina cozida foram
?7 * 6, 69 * 12, B2 * B e 56 * 6 mg/100g, respectivamente. Para a
carne bovina crua, os teores foram em media 51 * 4, 56 * 4, S0 ¢+
4, 52 + 4 ¢ 51 * 6 mg/100@g para contrafilé, cox3o duro, cox3ao mo-
le, musculo e peito, respectivamente. Para contrafilé e misculo
cozido foram encontrados os valofes de 66 ¥ 6 ¢ 67 *+ 4 mg/100g,
respectivamente. As perdas por cozimento, calculadas em base se-
ca, foram muito pequenas e em alguns casos despreziveis.

0 teor médio de colesterol obtido para ovo foi 190 *+ 19
mg/ovo ou 19 * 1 mg/g de gema pelo metodo por CLAE.

0 meétodo colorimétrico recomendado pelo Instituto Adolfo
Lutz (IAL) superestimou os valores (311 * 16 mg/ovo ou 17 *+ 1
mg/g de gema), enquanto que o de Bohac et al., deu resultados
(204 * 18 mg/ovo ou 11 * 1 mg/g de gema) sem diferenga significa-

tiva com o de CLAE.



-

Avaliando o uso do teor de colesterol como indice da quanti-
dade de ovo em massas, os metodos colorimétricos (IAL e Bohac et
al.) superestimaram os teores de colesterol e, consequentemente,
a quantidade de ovo adicionada em todas as massas analisadas. Ja
o metodo por CLAE revelou que as massas analisadas continham

quantidade de ovo abaixo do minimo exigido pela legisla¢io vigen-

te.
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SUMMARY

Using the colorimetric method of Bohac et al. (1988), the
cholesterol concentrations of meat (chicken, pdrk and beef) were
determined. The mean values obtained for raw chicken meat were 58
+ 10, 80 * ? and 104 * 35 mg/10@g for white meat, dark meat and
skin, respectively. In baked chicken the levels were 75 * 17, 124
+ 20 and 139 * 37 mg/100g for white meat, dark meat and skin,
respectively. The cholesterol concentrations in different cuts of
raw pork were on the average 49 * 5, 49 * 7, 50 * 6 and 54 * 4
mg/100g for rib chop, tenderloin, ham and belly, respectively.
The corresponding values for cooked pork were 27 * 4, 69 * 12, 82
*t 8 and 56 t 6 mg/100@g9, respectively. For raw beef, the mean
cholesterol levels were 51 * 4, 56 ' 46, 50 *+ 4, 52 * 4, 51 * ¢4
mg/100g for "longissimus dorsi’, “"biceps femoris',
“semimembranosus", shank and breast, respectively. For cooked
“longissimus dorsi” and shank, 66 * 6 and 67 * 4 mg/1009
cholesterol, respectively, were encountered. Losses on cooking,
calculated on the dry basis, were very small and in some cases
negligible.

The mean cholesterol concentration for eggs obtained by an
HPLC method was 190 t 19 mg/egg or 10 * {1 mg/g egg yolk. The
colorimetric method recommended by the Instituto Adolfo Lutz
(IAL) overestimated the concentrations (311 * 16 mg/egg or 17 %
1.0 mg/g egg 4olk) while that of Bohac et al. (2904 * 18 mg/egg or
11 * 1 mg/g9 egg yolk) gave results with no significant difference

with those of the HPLC method.

vii



Evaluating the use of the cholesterol level as index of the
amount of eggs in egg noodles, the colorimetric methods of IAL
and Bohac gt al. overestimated the cholesterol concentration and,
consequently, the amount of eggs added in all the samples
analyzed. The HPLC method revealed that the amount of eggs in the

egg noodles analyzed was below the minimum required by existing

regulation.
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1 - INTRODUCAD

0 colesterol & uma substincia complexa do tipo lipidio-deri-
vado ou lipidio—-esterdide presente, predominantemente, nas gor-
duras animais. € a matéria prima para a sintese de hormbnios e
vitaminas e constituinte essencial de todas as membranas celula-
res.

Entretanto, 0 aumento da taxa de colesterol no sangue é um
dos principais fatores de risco para doengas coronarianas, assim
como a hipertensio, o fumo, o estresse e a vida sedentaria. 0 co-
lesterol se deposita na camada interna das artérias, principal-
mente nas de grande e meédio calibre, formando o ateroma.

De acordo com dados do Centro Brasileiro de Classificacio
de Doencas, da Universidade de S3o0 Paulo (USP), das 788 mil mor-
tes registradas em 1985, 27,1% foram causadas por doencas cardio-
vasculares e 9% por tumores, como o cincer. Cardiologistas, cli-
nicos gerais e nutricionistas recomendam uma dieta equilibrada
(pobre em gordura e colesterol, e com preferéncia para gordura
vegetal) para controlar a taxa de colesterol no sangue. A0 mesmo
tempo, ha reclama¢c3o sobre a dificuldade de estabelecer esta die-
ta, pela falta de dados nacionais.

Existem muitos trabalhos estrangeiros sobre teores de coles-
terol em alimentos, porém apenas uma referéncia nacional foi en-
contrada, onde Ferreira & Campos (1980) pesquisaram o conteudo de
colesterol na gema de quatro poedeiras comerciais sob o efeito de

trés niveis de energia em dietas isoprotéicas.



Por outro lado, o colesterol do ovo tem servido de pariametro
de qualidade para controle das massas que contém ovos. A resolu-
¢3o 12/78 da Comissio Nacional de Normas e Padroes para Alimen-
tos - Ministério da Saude (CNNPA-MS) estabelece trés ovos por kg
de massa. 0s laboratodrios de fiscalizag3o utilizam o método colo-
rimétrico para este fim, o que gera muita controvérsia, pois o
método ni3o € especifico para colesterol e assume que 0s ovos con-

tém uma concentrac3o definida e constante de colesterol.



2 - OBJETIVOS

2.1-Determinar os teores de colesterol em carnes (bovina, suina e

de aves) e ovos.

2.2-Avaliar a reten¢3p de colesterol durante o cozimento das car-

nes .

2.3-Avaliar o parimetro determinag3o de colesterol em massas com

ovos como controle de qualidade.
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3 - REVISA0 BIBLIOGRAFICA

3.1 - Colesterol: Um Esterol

Os esterdis s3ao alcoois de alto peso molecular, pertencentes
a familia dos esterdides. Constituem o componente principal da
frac3o insaponificdvel dos dleos e gorduras. S3o0 compostos cuja
estrutura basica €& o nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno onde o
hidrogénio da posic¢c3o trés & substituido por um grupo hidroxila,
os hidrogénios das posicdes dez e treze por grupos metilicos, e o
da posig3o dezessete por um radical R (Figura 1). Podem ser en-
contrados no estado livre ou esterificados com acidos graxos de

alto peso molecular.

18
CHs |
./12 l/'l.'r\.
19 " |
CH, | J
‘ ° 144 15
/l\./s\
2 10 8|
3 ) 51 A 74
HO/ \'/ N6

Figura {1 - Estrutura badsica dos esterodis.
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0s esterdis s3o classificados segundo a sua origem: zooste-
rois (animal), fitosterodis (vegetal) e micosterdis (microorganis-
mos) . Entre os zoosterodis, o colesterol & o mais abundante e sua

estrutura esta representada na Figura 2.

&H .
3 ®
\°2o >3 . 26
IBCH3 ' ] CH
/I.Z\l AT 240 to °
19 7 3¢ TN \CH3
CH3 I l 27
° l 148 15.
./l\ ~9 /
,2 l‘lo 8
e3 5. T
Ho-~ N g *
Figura 2 - Estrutura do colesterol.

Em wvegetais, o esterol encontrado com maior frequéncia é o
sitosterol, sequido do estigmasterol e do campesterol. 0 esterol
mais importante produzido por fungos € o ergosterol, precursor da

vitamina Dp



3.2 - Importancia do Colesterol

Embora os esterdis ocorram em todos os organismos animais e
vegetais, os mais importantes s3o os de origem animal pois alguns
tém importante papel bioldgico.

0 colesterol é a chave intermedidaria de muitos esterdis em
tecidos animais, incluindo os dcidos biliares, os androgénios
(hormdnios sexuais masculinos), os esterogénios (hormdnios se-
xuais femeninos), progesterona (hormdénio progestacional) e os
hormdnios adrenocorticais. Além disso, € um constituinte de todas
as membranas celulares. Uma de suas funcOes mais importantes ¢
participar da sintese da vitamina D3, através da transformac3o do

7-8-desidrocolesterol (Metzler, 1977)  °

3.3 - Metabolismo do Colesterol

A maior parte do colesterol do organismo, aproximadamente
75%, origina-se da biossintese (colesterol enddgeno), enquanto
que apenas 25% é fornecido pela dieta (colesterol exdgeno). Quan-
do a alimenta¢3o € rica em colesterol, ocorre um blogqueio de sua
sintese enddgena. Por outro lado, a reducao muito acentuada de
colesterol alimentar pode aumentar sua fabricacdao bioldgica

(Brown et al., 1981; Harper et al., 1982) ..



3.3.4 - Biossintese do colesterol

0 colesterol & sintetizado a partir do acetato na frac3o mi-
crossbmica da ceélula, principalmente no figado, cortex adrenal,
pele, intestino, testiculo e aorta. A primeira etapa € a formacdo
do acetil-CoA a partir do qual forma-se mevalonato, um composto
de seis carbonos (Figura 3). Segue-se a ?orﬁacﬁo de unidades iso-
prendides, pela perda de COp. Seis unidades isoprendides se con-
densam para formar o intermediario esqualeno, que da origem ao
lanosterol . A conversio final de lanosterol para colesterol en-
volve a perda de trés grupos metilicos, a migrac3o de uma ligac3ao
dupla e a redu¢c3o de outra. 0O processo & complexo e envolve mais
de vinte e cinco enzimas; entre elas destaca-se a hidroximetil-

glutaril-coenzima-redutase (HMG-CoA) (Harper et al., 1982).
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3.3.2 - Transporte
0 colesterol e transportado no plasma somente pelas lipopro-

teinas que s30 sintetizadas no figado e no intestino.

3.3.2.1 - Lipoproteinas

Lirpoproteinas s3o agregados macromoleculares formados por um
centro hidrofdbico de triacilglicerdis (TG) e éster de coleste-
rol, circundado por uma camada superficial de fosfolipideos, co-
lesterol livre e proteinas.

As lipoproteinas do plasma sanguineo sio classificadas de
acordo com suas densidades em cinco grandes grupos: Quilomicrons
(M), Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa (Very Low-Density
Lipoproteins, VLDL), Lipoproteinas de Densidade Intermediaria
(Intermediate-Density Lipoproteins, IDL), Lipoproteinas de Densi-
dade Baixa (Low-Density Lipoproteins, LDL) e Lipoproteinas de
Densidade Alta (High-Density Lipoproteins, HDL) (Kris-Etherton et
al., 1988).

Estudos recentes (Hostmark et al., 1984) sugeriram trés sub-
grupos para as lipoproteinas de alta densidade, HDLpp, HDLp, e
HDL 4

A fragdo proteéica e denominada de apolipoproteina ou apopro-
teina. Até o momento, quatro grandes classes de apoproteinas fo-
ram identificadas e denominadas de apo A,B,C e E. Cada uma tem um
comportamento metabdlico e funcao distinta no metabolismo das 1i-
poproteinas. Assim por exemplo, a apo A-I estimula a esterifica-
¢3o do colesterol na superficie das lipoproteinas. A apo B & im-
portante na produc3o de VULDL e QM. A apo C participa como cofator
especifico para lipase lipoproteica, enzima responsavel pela hi-

drolise dos TG. A apo E desempenha um papel importante no metabo-



lismo dos GMs e das VLDLs (Harper gt al., 1982; Kris-Etherton et
al., 1988) .
A Tabela 1 contém informag¢des sobre as principais caracte-

risticas e fungdes das lipoproteinas plasmdticas.

Tabela { - Caracteristicas e fungdes das lipoproteinas plasmaticas.

Caracteristicas Classes das lipoproteinas
Quilomicrons woL I L WL
densidade(a/ml) (0,95 0,95-1,006  1,006-1,019 1,019-1,063  1,083-1,210
origes intestino figado e tigado figado figado e
intestino intestino

es circulac3o secunddria para metabolismo
de outras lipoproteina

fungio transporte de transporte de precursor transporte transporte
fisiologica 16 da dieta 16 de LDL do reverso do
enddgenos colesterol colesterol
relagio/
aterogenicidade nenhuma + ++4 ++44 correlaglo
negativa
composicio,¥
triacilgliceral 90 40 40 10 3
colesterol 5 12 30 50 20
fosfolipideos 3 18 20 15 25
proteinas 2 10 19 25 50
principais
apolipoproteinas A-1 B-100 B-100 B-100 A-1
ATV CI £ A-11
B-48 C1l
CI CIII
ClI E
CIII

Fonte: Kris-Etherton et al. (1988).



3.3.3 - Excrecdo do colesterol

A principal via de degradaciao do colesterél é a conversiao a
acidos biliares no figado. Estes s3do liberados no intestino del-
gado onde auxiliam na absor¢ao dos lipidios para formarem os qui-
lomicrons. 0Os acidos biliares s3o reabsorvidos durante a absorc¢iao
lipidica.

A principal wvia de excre¢idao do colesterol é a intestinal,
onde o0 coprostanol (principal esterol das fezes) & formado pela
acao microbiana.

Uma frag¢3o menor do colesterol é convertido em hormdnios es-

terdides, sofrendo eliminag¢3o urinaria.

3.4 - Colesterol, Cardiopatia Corondria e Aterosclerose

Muitos pesquisadores demonstraram uma correlagcio entre os
niveis elevados de lipidios séricos, principalmente o colesterol,
e a 1incidéncia de cardiopatia coronadria e ateroscleraose (Keys,
1970; Reiser, 1978; Anderson et al., 1973). Todavia, outros para-
metros, como a relacio colesterol/fosfolipideos, concentracao de
triacilglicerol no soro, polinsaturados/saturados mostraram cor-
relacOes semelhantes.

0s resultados dos estudos em diversos paises indicaram que o
colesterol da dieta @ uma varidvel significativa na determinagiao
de seus niveis na circulagdao. Brown et al. (1981) verificaram
uma vrelagio linear entre o colesterol da dieta e seus niveis na
circulag3o e, teoricamente, o risco de enfermidade corondria de-
cresceu de 3% para cada 1% da reduc3o do colesterol plasmatico.

Mattson et al (1972) assinalaram que cada 100 mg de coleste-

i



rol/100@ kcal consumida resulta em um aumento de colesterol no
plasma de aproximadamente 12 mg/iOO ml

Para Anderson et al. (1974) os niveis de colesterol no soro
n3o dependiam somente do conteddo de colesterol dos alimentas,
mas também do balanco entre dcidos graxos saturados (AGS) e aci-
dos graxos polinsaturados (AGP)

Na maioria das pessoas altos teores de AGS e colesterol au-
mentaram os niveis de colesterol no sangue pela reduciao da ativi-
dade LDL-receptor. Obesidade e excesso de caleria elevaram os ni-
veis de colesterol no sangue por estimulag3o e uma superproducio
de LDL (Stoy, 1989).

0 "“National Cholesterol Education Program (NCEP)" publicou
em 1988 um guia oficial para identifica¢30 e monitoramento de al-
tos niveis de colesterol no sangue. O NCEP recomenda que adultos
com mais de 20 anos determinem o teor de colesterol no sangue. Se
o colesterol total for menor que 200 mg/dl a pessoa nio necessita
fazer o teste durante cinco anos. Niveis entre 200 a 239 mg/dl
530 tidos como faixa de alto risco e acima de 240 mg/dl como 1i-
mite de alto risco. Pessoas com colesterol total de 200 a 239
mg/dl mesmo sem doenca cardiaca coronariana (DCC) definida, mas
com dois outros fatores de risco (sexo masculino, histdrico fami-
liar com DCC, fumo, hipertens3o, diabete mellitus e obesidade)
necessitam informac8es sobre dieta alimentar e dosagem anual do
colesterol total. Pessoas com teorec prdximos a alto colesterol
ou alto colesterol com DCC, ou que apresentem dois fatores de
risco a DCC necessitam de andlise das lipoproteinas. A anilise
das lipoproteinas inclui as seguintes determinactes - colesterol
total (TC), TG, lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-C)

e lipoproteina de baixa densidade-colestrerol (LDL-C) .

o
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A importancia do conhecimento do teor de LDL-C reside no fa-
to de ser a subfra¢i3o lipoprotéica mais aterogénica, sendo o pa-
riametro que define o tratamento. LDL-C abaixo de 130 mg/dl é de-
sejavel, entre 130-159 mg/dl estd proximo a alto risco e acima de
160 mg/dl e alto risco (DCC). Um nivel de HDL-C menor que 35

mg/dl & fator de risco para DCC.

3.4.1 - Controlando o colesterol com dieta

Individuos com colesterol entre 200-239 mg/dl e que apresen-—
tem dois ou mais fatores de risco a DCC devem iniciar um controle
com dieta Fase I (Tabela 2). A dieta restringe a ingest3o de co-
lesterol e o total de gorduras, particularmente gorduras satura-
das. Se a pessoa nao reduzir seu nivel de colesterol com a dieta
Fase I, deve fazer uma mais restrita: dieta Fase II. Se o coles-
terol situa-se acima de 240 mg/dl, € necessiario determinar o ni-
vel LDL-C. Para pessoas com niveis de LDL-C acima de 140 mg/dl, a
meta € diminui-la para valores abaixo de 140® mg/dl. Tendo dois
fatores de risco a DCC, a meta & diminuir LDL-C para abaixo de
130 mg/dl.

Com dieta adequada, muitos pacientes com altos niveis de co-
lesterol podem reduzivr LDL-C de 1@ a 13% ou mais, se for adicio-
nado fibras soldveis a dieta. Pacientes com alimentacio rica em
gorduras e que aderivam a uma dieta com baixo colesterol podem
obter mais de 30% de redu¢3oc do colesterol sanguineo, poreém a

mais realista expectativa & de 10 a 15% (NCEP, 1988).
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Tabela 2 - Dieta recomendada pelo "National Cholésterol Education

Program™.
" Constituintes  Dieta Fase I Dieta Fase IT
4 de Caloria Total
'''''' Gordura total < 30% T T(mew T TTTTT
saturada < 1% ( 7%
monoinsaturada 10-135% 10-15%
polinsaturada > 10% Y 10%
Carboidrato 50-60% S50-40%
Proteina 10-20Y% 10-20%
Colesterol {300mg/d {200mg/d

Fonte: NCEP (1988).

3.4.1.1 - Acidos graxos saturados e polinsaturados dmega 4

Numerosos estudos epidemioldgicos e clinicos tém, firmemen-
te, estabelecido o papel hipercolesterolémico dos AGS e o papel
hipocolesterolémico dos dcidos graxos dmega 6 (AG w-6) (Kris—Et-
herton et al.,1988).

Relagao significativa entre dieta habitual, nivel de coles-
terol no soro e DCC foi apresentada por 12.000 homens em 18 popu-
lagbes de sete paises (Finlandia, Greécia, Itdalia, Iugosldvia,
Jap3o, Paises Baixos e Estados Unidos) (Keys, 1970). A ingestio
de AGS (em X% de caloria) foi fortemente relacionada com S5 anos de
incidéncia de DCC e com a concentra¢lo de colesterol no soro.

Duas equagdes foram desenvolvidas por Keys et al.(1945) e

1-—4

Hegsted et al. (1945) para determinar a magnitude da troca do co-
lesterol total (C-total) no plasma em resposta a troca da compo-
si¢c3ao de dcidos graxos na dieta. Ambas equaglGes predizem que o

efeito dos AGS em aumentar o colesterol do plasma ¢ aproximada-

mente duas vezes o efeito dos AG w—-46 em diminuir o colesterol.

Py
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Alteractes na dieta para diminuir o colesterol no plasma, em

ordem de sua relativa influéncia, inclui: 1) decréscimo de AGS,

especificamente, 1l3durico (Cyp.9), miristico (Cy4.9) e palmitico
(C14:07; 2) aumento de AG w-6 especificamente, dcido 1linoléico
(C4g.2); 3) reducdo de colesterol na dieta (Anderson et al,
1973) .

Kris—-Etherton et al. (1988), resumiram em uma tabela dez
trabalhos de diversos pesquisadores sobre o efeito dos niveis de
lipidios no plasma, variando as quantidades de AGS, acidos graxos
monoinsaturados (AGM) e AG w-6 e colesterol nas dietas. A dieta
controle foi a média da dieta americana que contém aproximadamen-
te: 40% de calorias provenientes da gordura, 13% de AGS e 400-500
mg de colesterol. 0O conteddo de AGS diminuiu em todos estudos e
em alguns, o conteddo de AG w—-6 aumentou. A mudanca no nivel de
colesterol resultante variou de +4% a -17%, sendo que a média foi
-11%. O colesterol do plasma e LDL-colesterol decresceu em pes-
spoas alimentadas com dietas contendo baixo teor de lipidios. O
decréscimo de HDL-colesterol, relatado em algumas investigacdes,
foi menor, igual ou maior que o relatado para LDL-colesterol.

0Os mecanismos propostos nos quais AG w—-6 diminuiam e AGS
aumentam o C-total do plasma est3o apresentados na Tabela 3

(Kris—-Etherton et al., 1988).



Tabela 3 - Mecanismos propostos nos quais AG w-6 e AGS afetam os

lipidios plasmaticos.

.aumenta o0s esterdis fecais e a excregao de sais biliares
.induz troca na composi¢io de LDL e outras lipoproteinas que al-
teram seu metabolismo
.diminui VLDL hepdtico e sintese de HDL
.aumenta o catabolismo fracional das apolipoproteinas A-1 e A-1II
.decresce a sintese e aumenta o catabolismo de apolipoproteina
AGS
.diminui a sintese hepatica e a atividade de LDL receptor
AGS e Colesterol
.diminuem a sintese hepatica e a atividade da LDL-receptor
.induzem trocas na composigao de VLDL e HDL
.aumentam todas as lipoproteinas

.diminuem o tamanho dos quilomicrons

Fonte: Kris-Etherton et al. (1988).

3.4.1.2 - Acidos graxos polinsaturados Oomega 3

Acidos graxos polinsaturados omega 3 (AG w-3) principalmente
provenientes de peixes e dleos de peixes, tém sido responsaveis
pela diminui¢io dos niveis de TG e, em menor extenc¢io, dos niveis
de C-total no plasma.

As propriedades hipolipidémicas de dleos de peixe foram
identificadas no inicio de 1950, mas somente na deécada de 70 hou-
ve interesse nos AG w-3, quando o estudo epidemioldgico com Es-
quimds sugeriram o papel protetor dos lipidios marinhos contra as
DCC.

Dyerberg (19846) e Bang et al. (1974) compararam o0s niveis de
lipidios do plasma, dieta e a prevaléncia de aterosclerose em Es-

quimds e Dinamarqueses caucasianos. A mortalidade por infarto do



miocdardio entre os Esquimds foi de aproximadamente um décimo das
apresentadas pelos Dinarmaqueses, pois, para os Esquimds, os ni-
veis de C-total no plasma, TG, LDL e VLDL foram menores e 0s ni-
veis de HDL mais altos. A dieta das duas populagdes diferiram
apenas na composi¢cao das gorduras. O total de gordura ingerida
foi similar, mas os Dinamarqueses consumiram aproximadamente duas
vezes mais AGS e AG w-46 que os Esquimds, enquanto a dieta dos Es-
quimds foi alta em AG w-3. As maiores fontes de AG w-3 na dieta
dos esquimds foram peixes, foca, cavalo-marinho e baleia. Os
principais AG w-3 no dleo de peixe sdo eicosapentaendico (Cpp.s5)
e docosahexaenoico (Cpp.g4)

Burr (198%) resumiu em uma tabela onze trabalhos sobre o
efeito do Oleo de peixe nos lipidios do sangue. Em todos os estu-
dos a diminui¢3o dos TG foi notavelmente consistente. Em dois en-
saios a concentracdo do colesterol no sangue também diminuiu,
enquanto que em uma experiéncia aumentou. 0 total da concentrac¢io

da VLDL decresceu em dois estudos.

3.4.2 - Controlando o colesterol com drogas

Recomenda-se drogas terapéuticas quando LDL-C estiver acima
de 190 mg/dl, apds &6 meses de dieta ou acima de 1460 mg/dl, com
DCC. Sempre considerando que as drogas sao aditivos da dieta, e
nao substitutivas destas. As principais drogas descritas no NCEP
para diminuir o colesterol s3o: 1) sequestradores de acidos bi-
liares, @2) acido nicotinico, 3) inibidores de HMG-CoA redutase,

4) genfibrozil, e 5) probucol (NCEP, 1988).



3.5 - Métodos Empregados para Determina¢8o do Colesterol

0Os metodos mais empregados para a determinagdo do colesteraol
podem ser divididos em trés grupos: colorimetricos, enzimaticos e
cromatograficos. Além destes, s3o encontrados na literatura os

metodos gravimetricos, titulométricos e fluorimétricos.

3.5.1 - Métodos Colorimétricos

Dos trés grupos, o mais barato &, sem ddvida, o colorimé-
trico.

Este metodo foi introduzido por Grigaut em, 1910, para a
quantificag3o do colesterol em soro, utilizando a rea¢ao de Lie-
bermann—-Burchard (L-B), desenvolvida entre 1885 e 1890 (Zlatkis

t al, 1953). A cldssica reac3o de L-B consiste na reacio do ni-
cleo esterol com acidos fortes. Desde ent3o, numerosas modifica-
¢0es do método tém aparecido na literatura, principalmente no
procedimento da extrac3ao e formacdo do cromdforo.

Discuss@es e investiga¢des dos vdrios métados tém sido pu-
blicadas (Beyer & Jensen, 198%a; Zak, 1980; Sperry & Webb, 1950).
Sweeney & Weihrauch (1976) escreveram uma revisiao sobre as meto-
dologias empregadas, dando maior enfoque aos meétodos colorime-
tricos. Descreveram aproximadamente 15 métodos colorimetricos,
quase todos baseados na reagao L-B, onde a maior variacio ficou
por conta do reagente para desenvolvimento de cor. Alguns reagen-
tes citados foram: p-dimetilaminobenzoaldeido em clorofdrmio e
salicilaldeido em clorofdrmio mais dacido sulfidrico; bromo, dcido

sul furico e trimetilmetano; p-metilbenzenosulfdnico, 3acido aceéti-
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co e acido sulfurico; cloreto férrico, acido acético glacial e
acido sulfidrico; cloreto de zinco em dacido acético glacial; an-
trona, cloreto férrico e de ambnia, acido acético, acido sul furi-
co; acido sulfossalicilico em dcido acético glacial. Como os rea-
gentes de cor variavam, consequentemente as cores formadas tam-
bém variavam, assim, as leituras de absorbancia foram feitas em
comprimentos de onda diferentes.

Foram citados alguns problemas com a rea¢ao de L-B, tais co-
mo: reacdo com estigmasterol, sitosterol e outros 1lipidios
(Garder & Williams, 1921); rea¢ao mais rdpida com ésteres de
colesterol que o colesterol livre (Garder & Williams, 1921); de-
pendéncia da temperatura (Sperry & Webb, 1950); baixa sensibili-
dade e dependéncia do tempo, da luz e umidade (Crawford, 1958);
interferéncias na cor quando digitonina n3o for retirada por la-
vagem (Sperfs & Brand, 1943); n3o aplicabilidade para amostras de
leite e produtos de leite (Ansbacher & Supplee, 1934); interfe-
réncias de proteinas, esterdides, turvagao (Brown, 1961) e vita-
mina A (Kinley & Krause, 1938).

Uma das mais usadas determina¢des colorimétricas para o co-
lesterol foi introduzida por Zlatkis et al. (1933) que desenvol-
veram a reacao com FeClL3. Os autores estabeleceram que o coleste-
rol livre e seus ésteres apresentavam igual rea¢3o de cor e que a
saponificaci8o0 nio era necessaria. Weiss et al. (19464) mostraram
que este método superestimava consideravelmente o conteuddo de co-
lesterol em ovos de galinhas alimentadas com dietas ricas em aci-
dos graxos insaturados. Eles verificaram que a presenca de 30% de
6leo de agafroa ou de linha¢a na dieta aumentava, em 36 e 43%,
respectivamente, o teor de colesterol, quando o procedimento di-

reto de Zlatkis et al. (1953) era usado. Apds saponifica¢idao, o
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colesterol contido em ovos somente aumentava "19 e 27%. Enfoque
semelhante foi dado por Brown (1961)

Searcy & Bergguist (1960) propuseram um meétodo similar,
substituindo o FeClz por FeSO4 Para determinar a absorbdncia num
comprimento de onda menos suscetivel a interferéncias. 0 reagente
FeSO4-dcido acetico glacial e HpSOgq concentrado produz na presen-
ta do colesterol uma cor estavel em 1@ min. A formac3o de cor
ocorre em temperatura relativamente baixa que n3o necessita ser
rigidamente controlada. 0 uso de baixa concentracd3o de HpSO4 e a
producio de minimas quantidades de calor tornam a reac3o menos
suscetivel a carbonizac3o.

Colesterol pode ser precipitado com digitonina, seguido por
determinag3o pelo método colorimétrico (Schoenheimer & Sperry,
1934; Sperry & Webb, 1950). Schoenheimer & Sperry (1934) relata-
ram que a precipitacio do colesterol com digitonina evita erros
introduzidos como em outros metodos colorimétricos pela presenca
de substi3ncias cromogénicas presentes no extrato lipidico. No en-
tanto, a digitonina precipitava somente o colesterol livre e n3o
seus ©osteres. Sperry & Webb (1950) estudaram a precipitacdo do
colesterol por digitonina sob varias condigdes, utilizando o me-
todo de Schoenheimer-Sperry (1934) e observaram que a solugao
aquosa de digitonina perdia sua habilidade para precipitar quan-
titativamente o colesterol quando se tornava velha.

Muito se Aiscute sobre a falta de especificidade do meétodo
colorimétrico, no entanto, Bohac et al. (1988) realizaram um es-
tudo comparativo em carnes entre o método colorimétrico e croma-
tografia gasosa. A rea¢io de cor utilizada foi a de Searcy &
Bergquist, (1960). 0Os valores de colesterol obtidos pelos dois

metodos n3ic demonstraram diferenga significativa. Para que 0s re-
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sultados
saponifica¢cio dos
graxos livres e triacilglicerdis
interferir na rea¢3o de cor.

til-hidroxitolueno; PG, galato de
ra da saponificagio
de certos compostos
tariam em produtos

Para maior exatidio do método,

seguidos:

(2:1); 2- remogcio do solvente do
¢3o alcalina do residuo seco; 4-
VEI;

de cor.

Em outro estudo comparativo

e craomatografia liquida de alta

soro de sangue,
colorimétrico,
2,51 para o méetodo colorimetrico

t al.,

19795 .

3.5.2 - Método enzimdtico

0 procedimento enzimatico

usando colesterol oxidase

1982; Dumain et al., 1988). Porénm

do esterol, acusando todo esterol
0 meétodo enzimatico tem sido
tdrios clinicos para determinagao

csua Ssimplicidade,

'...’1
P
L B

de colesterol nao fossem superestimados foi

lipidios extraidos,

0 uso de um

no extrato lipidico da carne,

0s seguintes

5- remog3o do solvente da frac3o insaponificavel;

os resultados mostraram

(Karkalas

segurang¢ca e relativa

sugerido a
eliminando assim, 4dcidos
que pudessem estar presentes e
antioxidante (BHT,bu-

propila ou piragalol) na mistu-

foi também recomendado para evitar a oxidac¢io

0s quais resul-

de oxidag3o que seriam extraidos pelo hexano.

passos deveriam ser

1- extracio dos lipideos totais com cloroformio:metanol

extrato lipidico; 3-saponifica-
extragio da parte insaponifica-
46— reagio
entre os metodos colorimetricos
eficiéncia (CLAE)

realizado em

maior precisiao para o

com coeficientes de variac3o (CV) medios de 1,45 e

e CLAE, respectivamente (Duncan

foi recentemente desenvolvido

al., 1982;

et

Shen et al .,
, a enzima ataca o nudcleo comum
como colesterol.

empregado largamente em labora-
de colesterol em soro devido a
Ele

ecpecificidade. foi
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testado para determinacio de colesterol em leite, tecidos animais
e gema de ovo.

Shen et al. (1982) determinaram o colesterol em gema de ovo,
comparando este método com o de cromatografia gas liquida (CGL).
0 método por eles utilizado consistiu em duas reacOes enzimati-
cas, com colesterol oxidase e colesterol catalase, e uma reag¢ao
com formac3o de cor amarela (leitura a 405 nm). Este demonstrou
ser rapido, simples e preciso e os resultados obtidos foram seme-
lhantes aos do meétodo CGL.

Dumain et al.(1988) utilizaram a técnica enzimatica de Shen
et al. (1982) para a avalia¢3c da gquantidade de ovos adicionados
em massas alimenticias, em comparacdo com a técnica CGL. A inten-
sidade da coloragSo medida em 405 nm foi proporcional a quantida-
de de oOxidos de esterodis. Os resultados obtidos por CGL foram
sempre superiores aos encontrados pela dosagem enzimatica, mas os

altos wvalores foram atribuidos ao padr3o interno usado e ao pe-

queno numero de amostras analisadas por CGL.

3.5.3 - Métodos cromatogrdficos

Atualmente, tém sido empregados métodos cromatograficos para
a determinacio do colesterol em alimentos que permitam a separa-
¢330 de todos os esterodis.

Os principais métodos cromatogr3ficos utilizados s3ao: croma-
tografia gds-liquida (CGL)Y) e cromatongrafia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE). A cromatografia em camada delgada € somente usada
para a separa¢io e identificac3o de esterdis e outros lipidias

antes de sua determinacioc quantitativa.



3.5.3.14 - Cromatografia gdas-liquida

Os métodos por CGL s3o considerados mais exatos e precisos
que o0s procedimentos colorimétricos, devido a sua capacidade de
separar colesterol dos interferentes.

0 método da AOAC (1990) usa clorofdrmio-metanol para extra-
¢3o dos lipidios, saponifica¢c3o alcalina e extrac3o dos insaponi-
ficdveis com benzeno-etanol . As condi¢Oes cromatograficas s3o:
coluna empacotada com @,5% Apiezon L sobre 80-100 mesh Gas Chrom
Q@ ou 1% SE-30 sobre 100-200 mesh Gas Chrom Q , detector de ioni-
zacdo de chama, inje¢3dao na coluna, S4-colestano como padr3o in-
terno e trimetilsilil para derivagiao.

Lillienberg & Svanborb (1976) empregaram trés metodos: colo-
rimétrico, enzimatico e CGL para um estudo comparativo da deter-
minac3o do colesterol no plasma. 0 método colorimétrico consistiu
de extragio com clorofdrmio-metanol e reag3o de cor com cloreto
férrico/dcido sulfdrico. O método para CGL utilizou detector de
ionizagao de chama e 5W%-colestano como padr3o interno. O proce-
dimento utilizando CGL foi 12% menor que o colorimétrico, discre-
pancia esta que poderia ser explicada pela presenca de metaboli-
tos do colesterol que interferiram na determinacao colorimétri-
ca.

Para Kaneda et al. (1980) nao foi necessario pré-tratamento
da matéria insaponificdavel na determinacao do colesterol em ali-
mentos por CGL. 0Os cromatogramas obtidos com esterdis livres mos-
traram resultados similares aqueles derivados com éter trimetil-
silil e acetato. Utilizaram coluna empacotada com 5% SE-30 em
Chromossorb W (80-100 mesh) lavada com dcido e silanizada e

Sd-colestano como padr3o interno.
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Karkalas et al (1982), realizando estudo comparativo entre o
método enzimiatico e CGL obtiveram resultados semelhantes. Para a
CGL as etapas utilizadas foram: saponifica¢3o, extrag3c e seca-
gem. Usaram coluna empacotada com 3% QVU-17 em Gas Chrom Q
(100-200 mesh), detector de ioniza¢c3o0 de chama, S5%X-colestano como
padr3o interno e derivac3o n3o foi necessdria. Ambos os métodos
foram realizdveis e reprodutiveis para a determinaclo do coleste-
rol em produtos animais, mas CGL foi recomendada para produtos
que continham mistura de gordura animal e dleos vegetais.

Slover et al. (1983) descreveram um método para determinac3o
simultinea de tocoferdis e esterdis em gorduras e oleo por CGL,
com coluna capilar de Dexsil 400 e detector de ioniza¢3o de cha-
ma . As principais etapas realizadas foram: saponificacao, extra-
¢3o dos 1insaponificdveis com ciclohexano e derivacio ‘com eter
trimetilsilil. Ocorreu separa¢cao individual dos tocoferdis e es-
terdis, embora picos interferentes foram vistos em algumas amos-—
tras, que para maior especificidade, necessitaram de uma purifi-
cag3ao 1inicial. Entretanto, na maioria das amostras, a simples
preparagiao foi suficiente.

Pie et al . (1999) utilizaram CGL para identificar e quantifi-
car colesterol e Oxidos de colesterol em manteiga, ovo em pd,
tortas, e biscoitos amanteigados. Apods extragao dos lipidios, sa-
ponificagioc branda, separacio das fracdes insaponificaveis em
cromatografia de camada delgada, deriva¢3o com piridina-hexame-
tildisilazano-triclorometilsilano (1:1:1), as amostras foram ana-
lisadas por CGL com coluna capilar de silica fundida DB S5 com
filme de 1,0 um, detector de ionizac3do de chama e colestanol como

padrao interno.
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Alguns trabalhos que determinaram colesterol por CGL utili-
Zaram saponificaclio da amostra seguida por extragdo dos 1ncaponi-
ficaveis (saponificac3o direta). Utilizaram detector de ionizacgao
de chama e So-coletano como padr3ao interno. Adans et al (1986)
verificaram que eliminando a etapa inicial da extrac¢ao, diminui-
ram o trabalho em 30% e consumiram menos solvente. Obtiveram re-
sultados comparaveis ou ligeiramente maiores que os do método da
AOAC nos produtos de carne analisados. Usaram coluna empacotada
de 5% SP 2401 sobre 100-120 mesh Supelcoport e coluna capilar de
silica fundida com 5% fenil-metil-silicone, entrecruzado e deri-
vag3o com trimetildileter. Resultados semelhantes foram relatados
por Al-Hassani et al (1990) utilizando inje¢3o na coluna, deriva-
c3o com hexametildesilano e trimetilclorosilano e coluna de vidro
empacotada com ©,5% Apiezon L sobre Gas Chrom a, B0-100 mesh. Van
Elswyk et al (1991) determinando colesternol em ovos por saponifi-
cacao direta, encontraram valores maiores (1946 ma/ovo) do que por
saponificagcio do extrato lipidico (132 mg/ovo). Os autores suge-
riram que para a quantifica¢iao do valor absoluto do colesterol,
saponificacio direta parece ser o método mais exato. Coluna 3% SP
2401 sobre 100-120 mesh Supelcoport e derivac3do com trimetilclo-
rosilano e hexametildisilano foram usadas. No entanto, Beyer et
al (1989) nio encontraram diferen¢ca significativa entre o0s resul-
tados obtidos por saponificag¢io direta e o método da AOAC em ovos
e praodutos com ovos, utilizando coluna capilar com 5% difenil e

5% dimetil polisilicone entrecruzado.
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3.5.3.2 - Cromatografia liquida de alta efici@ncia (CLAE)

Dos métodos cromatograficos empregados para determinag3o do
colesterol, o mais moderno € CLAE. Na Tabela 4 encontram-se rela-
cionados alguns trabalhos utilizando CLAE.

Avaliac3o comparativa dos métodos colorimetrico e de CLAE
foi apresentada por Duncan et al.(1979), em soro de sangue. 0 mé-
todo colorimétrico utilizado foi o de Abell-Kendal (1952) que usa
como reagentes de cor anidrido acético, acido sulfdrico e acicdo
aceético. Os resultados obtidos indicaram que a precis3o do método
colorimétrico (cv médio = 1,65%) foi ligeiramente maior que a do
CLAE (cv medio = 2,351%).

Hurst et al. (1985) utilizando saponificagao direta como ex-
trac3o e cartucho Sep-pak para remover interferentes, encontravam
um metodo exato e preciso, util para o monitoramento de produtos.

Na metodologia empregada por Brown (1987), n3o houve dife-
renca entre o tempo de retencio do estigmasterol e colesterol;
cendo recomendada apenas para produtos que possuem um esterol
predominantemente. Apds a extrac3o dos lipidios do ovo, foi feito
uma diluicdo com hexano e andlise direta no CLAE.

Um outro ectudo comparativo entre o procedimento colorimé-

trico e CLAE foi realizado por Beyer & Jensen (198%a) earsa de-

~0

terminar colecterol em ovoe. 0Os resultadoes obtidos foram 10,97
mg/g e 13,846 mg/g para CLAE e colorimétrica, respectivamente, de-
monstrando aque 17,5% dos cromdgenos presentes na colorimetria
eram devido a frac3o n3o-colesterol. CLAE poderia subestimar o
conteludo total de colesterol =e ocorresse hidrolicse incompleta

daos ésteres durante a saponificac¢3o. Porém, foi demonstrado que

a saponificacio era completa sob as condigdes de andlise A meto-



dologia usada para CLAE foi baseada no método de Duncan et al.
(1979) 0 procedimento de Zlatkis et al. (1953) modificado por

Weiss et al. (19464) foi utilizado para determinac3o colorimétri-
ca

Csallany et al. (1989) inovaram filtrac3o em membrana , eli-
minando assim etapas de limpeza e o tempo de andlise . Utilizaram
também, baixas temperaturas, evitando o risco da formac3o de ar-
tefatos por autoxidacio do colesterol

Goh et al (198%) utilizaram colesternl oxidase na preparaciao
da amostra para analizarem misturas de desmosterol, 7-desidroco-
lesterol e colesternl em material bioldgico. Quantidades de 190
pmoles de esterol puderam ser quantificadas nas condi¢Bes de ana-

lise.

Jiang t 1. (1991) compararam quatro metodos para determi-

nac3o do colesterol ‘em oves: colorimétrico de Abell et al
(1952), enzimatico de Jiang et al . (199Q), CGL e CLAE. 0 método
colorimétrico gerou valores 23% maiores que os demais métodos
Nio ficou claro a causa dos altos valores, uma vez gque 0s croma-
togramas obtidos por CGL n3o mostraram picos referentes aos aci-

dos graxos livres e triacilglicerdis.
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3.5.4 - Extrac3o dos Lipidios

Pode-se dizer que a maioria dos métodos para determinacao do
colesterol comegca com a extra¢l3o dos lipideos, com excecao daque-
les que utilizam saponificacao direta (Duncan gt al. ., 1979; Hurst
et al., 1985; Adams et al., 19864).

0 colesterol & usualmente extraido dos materiaics bioldgicos
com solventes organicos. 0s solventes utilizados s3o: acetona,
fter etilico-etanol, acetona-3dlcool etilico abesoluto, clorofdr-
mio, etanol absoluto, acetona-metanol, acetona-etanol-éter, iso-
propanol, etanol-acetato-éter, benzeno ou hexano, metanol-cloro-
formio (1:1), metanol-clorofdrmio-dgua (2:1:3) e clorofdrmio-me-
tanol (2:1). As amostras podem ser agitadas com os solventes, re-
fluxadas ou deixadas em repouso por um periodo de 24 horas ( Swe-
enney & Weihrauch,1976) .

0 procedimento do AOAC para a determinacao da gordura, onde
gter dietilico ¢é empregado como solvente de extracd3o, tem sido
usado mais comumente para determinar o conteudo de gordura em
carnes e produtos de carne. Entretanto, os procedimentos empre-
gando clorofdrmio-metanol (2:1) como meio de extracio s3o conhe-
cidas por recuperar maior quantidade de lipideos em vidrios ali-
mentos (Hubbard et al., 1977). Resultados semelhantes foram obti-
dos por Rhee et al. (1988), que obhtiveram com o procedimento de
Folch et al (1957) valores em media de &,2% mais altos para amoec-
tras cruas e 13,4% maic altos para amostras cozidas quando compa-

radas com a extracido por eter.

0
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3.4 - Teores de colesterol

As discrepincias nos wvalores de colesterol podem ser devidas
3 wvariedade das amostras coletadas. Entretanto, sao atribuidas
também, em grande extensio, a diferenga dos procedimentos empre-

gados (Bohac et al. ,1988).

3.64.1- Em carne de frango

Kritchevsky & Tepper (1961) encontraram 93 mg/10@g para car-
ne de frango, usando o método colorimétrico de Mann (1961).
Karkalas et al. (1982) determinaram o colesterol em varias partes
de carne de frango cru e cozido, com o método por CGL. Um frango
cru foi rortado ao meio longitudinalmente e metade foi cozida.
Cada metade do frango cru e cozido foi dividido em asa, perna,
pele, carne branca e carne escura para andlise. 0Os resultados ob-
tidos pelo método por CGL para carne de frango cru foram: pele
(128 mg/100q), perna (90 mg/100g), carne branca (47 mg/10@g),
carne escura (107 mg/1@0g). Para carne cozida obtiveram: pele (73
ma/100g), perna (120 mg/100g), carne branca (80 mg/100g) e carne
escura (92 mg/10@0g) .

Em uma das poucas tabelas de composi¢ido quimica dos alimen-
tos (Franco, 1982) existente no Brasil e utilizada pela maioria
doe médicos e nutricionistas, encontram-=e ps seguintes wvalores
de colesterol: carne de frango crua, 113 mg/1@0a; peito, 98
mg/100g9; perna, 145 mg/i1@00g; carne branca de galinha, 101
mg/10@q; carne escura de galinha, 98 mg/100g e peito de galinha,
109 mg/100g.  Estes valores entretanto, <30 obtidos de fontes es-

trangeiras nao especificadas



Hamm & Ang (1984) quantificaram colesterol, pelo método CGL
da AOAC, em dez peitos de frangos grelhados com 7,9,10,11 e 12
semanas de idade. 0Os valores de colesterol para 7 e 12 semanas
foram iguais (51 mg/100@g) e os de 9,10 e 11 semanas foram muito
mais baixos (34-37 mg/100g). Os autores admitiram que a discre-
pancia poderia ser devido ao procedimento experimental empregado,
uma wvez que o CV da amostra retirada do mesmo extrato 1lipidico
foi de 25%.

Labrador & Sangronis (1987) determinaram colesterol em al-
guns alimentos de amplo consumo na Venezuela, com o método colo-
rimétrico de Abell et al. (1952). Para perna de frango encontra-
ram 48,3 mg/1@0g e para peito 63,7 mg/1009.

Prusa & Lonergan (1987) relataram que os teores de coleste-
rol em peito de frango cru foram similares na carne com pele
(69,45 mg/100g) e sem pele (63,16 mg/100g9). Amostras de pele con-
tinham mais colesterol (93,90 mg/10@g). Em peso seco, a pele
(205,22 mg/100g) e carne com pele (225,31 mg/100g) apresentaram
menos colesterol quando comparadas com a carne somente (263,97
mg/100q9), devido provavelmente ao baixo teor de umidade encontra-
do na pele. Peito de frango cozido e analisado com pele possue
menor umidade e maior gordura e colesterol que o peito de frango
cozido «com pele e analisado sem pele. Peito de frango cozido com
pele e analisado sem pele apresentaram teor de colesterol similar
aos cozidos sem pele. 0 método colorimétrico empregado foi de
Searcy & Bergquist (1960) e quatro amostras para cada tratamento

foi utilizado.
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3.6.2- Em carne suina

Reitmeier & Prusa (1987) observaram que o teor de colesterol
para carne de porco crua foi maior com 18% e 23% de gordura. Os
valores obtidos para carne com 4, 9, 18 e 23% de gordura foram
respectivamente: 55,93; 57,49; 69,59 e 65,846 mg/100g. Valores se-
melhantes foram obtidos por Bohac & Rhee (1988) para diferentes
misculos suinos: 55,9 mg/100g para lombo ("longissimus dorsi”,
53,1 mg/100g9 para pernil (“semimembranosus”™) e 59,7 mg/100g para
pernil ("semitendinosus™). Em outro trabalho de Bohac et al.
(1988), o0s teores obtidos foram um pouco mais altos, sendo para
lombo, 63,6 mg/100g e pernil, 55,7-67,6 mg/100g. Valores entre
56,3-71,3 mg/100g foram obtidos por Tu et al. (19467) para cinco
musculos diferentes e 98 mg/100g por Kritchevsky & Tepper (1961)
para carne de porco. Por outro lado, teores de colesterol bem
mais baixos (30 *+ ©,3 mg/100g) foram obtidos por Csallany et al.
(1989). Na Tabela de composi¢cdo quimica dos alimentos de Franco
(1982) encontram-se os seguintes valores: carne de porco crua,
192 mg/100g; carne de porco crua, media gordura, 198 mg/100g; al-
catra, 368 mg/100g; costela, 74 mg/100g; costeleta, 105 mg/100g
e carne de porco curada, 235 mg/100g.

N3o foi observada diferengca significativa no nivel de co-
lesterol entre «carne de porco com diferentes niveis de gordura
(Morgan 29 1., 1988), entre diferentes cortes (Heymann et al .,

1990) e entre as varias temperaturas internas usadas no cozimento
(Prusa & Hughes, 1986).

Valores de colesterol para carne cozida com diferentes ni-
veis de gordura foram relatados por Morgan gt al. (1988) que en-
contraram 80-91 mg/1@@g, e para carne cozida em diferentes tempe-

raturas internas (71-77°9C) por Prusa & Hughes (1984) que obtive-
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ram 56-78 mg/100g, respectivamente. Heymann et al. (1990) traba-
lhando com temperaturas internas de 45,6, 71,1, 76,7 e 82,20C ¢
com diferentes graus de gordura relataram os valores de 96 - 105
mg/100@g. Resultados semelhantes (92 - 101 mg/10@g) foram obtidos
por Reitmeier & Prusa (1987), para diferentes niveis de gordura e
temperaturas internas de 71 e 770C.

Bohac & Rhee (1988) descreveram que a inclus3o de 10 ou 20%
de dleo de canola na dieta de suinos ou 20% de dleo de colza na
dieta de bovinos n3o teve efeito significativo no conteddo de co-
lesterol no muisculo. Relataram, ainda, que n3o houve diferenca
significativa no contelddo de colesterol de musculos bovinos e

suinos de trés diferentes localizacBes anatBmicas e, também, en-

tre misculos bovinos e suinos.

3.6.3 - Em carne bovina

Valores de colesterol encontrados na literatura para con-
trafilé cru est3o tipicamente entre 55-45 mg/10@g de carne (Hood
1987). Rhee et al. (1982a) acharam valores de colesterol de 52-46
mg/100g, Eichhorn et al. (1986a) de 58,3 a 43,9 mg/100g, Hood &
Allen (1971) de 46-57 mg/100g, Hoelscher et al. (1988) de 40,9 -
63,5 mg/100g e Wheeler et al. (1987) de 43,32 mg/100g9. Tu et al.
(1967) relataram que o conteudo para varios misculos bovinos va-
riaram entre 51,4 e 65,8 mg/100g, apresentando em media S8
mg/100qg . Bohac et al. (1988B) encontraram para contrafilé cru,
59,1 - 63,2 mg/100g9 e para coxdo mole cru, S57,4-69,3 mg/100g. Bo-
hac & Rhee (1988) obtiveram: contrafilé (“longissimus dorsi’),
56,0 mg/10@g; coxdo mole ("semimembranosus”), 58,5 mg/100g e la-

garto ("semitendinosus™), 56,7 mg/1908g. Entretanto, valores para

carne de vaca crua de 36 mg/100g (Stromer et al . ,1966) e de 116



mg/10@9 de carne (Kritchevsky & Tepper, 1961) foram reportados O
" baixo teor encontrado por Stromer et al (1946) pode ser devido a
extracdo insuficiente dos 1lipidios no misculo (Rhee et al
1982b). Na tabela de composicio quimica dos alimentos de Franco
(1982), encontram-se os seguintes valores: carne de boi magra,
123 mg/100@g e carne de boi média gordura, crua 289 mg/100g.

Rhee et al. (1982a) obtiveram 77-87 mg/100g e 86-92 mg/100g
para contrafilé cozido nas temperaturas internas de 4@°C e 70°C,
respectivamente. As amostras cozidas n3o mostraram diferenga sig-
nificativa no conteudo de colesterol em relac3o a qualquer quan-
tidade de gordura intramuscular estudada. Hoelscher et al. (1988)
encontraram valores de 74,4-84,5 mg/100g e Wheeler gt al.(1987)
de 80,27 mg/100g.

Estudos iniciais do teor de colesterol em carnes mostraram
que n3o havia consenso quanto a distribui¢3o do colesferol em te-
cido muscular e tecido adiposo. Por exemplo, Stromer et al.(1966)
relataram que o contrafilé da carne bovina continha 36-46 mg de
colesterol por 100 g de tecido cru e que o tecido adiposo subcu-
taneo continha 113-15@0 mg de colesterol/100 g de tecido. Entre-
tanto, Reiser (1975) calculou valores de colesterol com base no
Ppeso seco e baseado em calorias, resultando em colesterol na car-
ne magra de @2 a 6 vezes maior do que na gordura. Rhee et al.
(1982b) constataram que, quando expresso em termos do peso do te-
cido como consumido, a gordura tinha mais colesterol do que a
carne magra (150%). Valores de 108,2 mg/100g de gordura intermus-
cular, 114,3 mg/100g de gordura subcut3nea e 42,4 mg/100g de te-
cido muscular foram encontrados, quando cru. Hoelscher et al
(1988) obtiveram 60,9-463,5 mg/100g para tecido muscular e

113,5-121,2 mg/100g para tecido adiposo. Eichhorn et al. (198é4b)
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afirmaram que o tecido adiposo continha em torno de duas vezes
mais colesterol que tecido muscular. Para Hood (1987) a méedia dé
colesterol para contrafilé separado da gordura subcut3nea (55,7 +
2,12 mg/10@g) foi significativamente menor que no tecido adiposo
intramuscular (97,3 * 9,1 mg/100g) e no tecido adiposo subcut3neo
(94,1 * 9,7 mg/100g). No entanto, quando a quantidade de lipidios
muscular era baixa, o conteudo de colesterol foi alto. Hoelscher
et al 1988) relataram que nos tecidos musculares, 40-80% do co-
lesterol estd localizado nas membranas e 20-40% como componentes
de estocagem. Nos tecidos adiposos, a membrana continha 8-12% do
colesterol total enquanto a frac3o de estoque contém 88-92%. Co-
zimento causou uma significativa troca na distribui¢3o do coles-
terol entre membrana e tecidos de estocagem no tecido adiposo.
Rhee et al. (1982a) demonstraram que para contrafilée cru,
n3o houve diferenga significativa entre diferentes quantidades de
gordura, exceto para aqueles completamente sem gordura, que apre-
sentaram significativamente menos colesterol. Hoelscher et al.
(1987) concluiram o mesmo, trabalhando com tortas de carne (cruas
e cozidas) Houve entretanto, um aumento significativo no conteu-
do de colesterol nas tortas de carne bovina com 30% de gordura
Eichhorn et al. (1986b) relataram que o tipo de raga e dieta
ndo afetaram significativamente o conteddo de colesterol no teci-
do muscular, dos grupos estudados. Wheeler et al (1987) acharam o

mesmo para dias de dieta, tipo de raga e sexo.

3.6.4~ Em ovos
0 ovo de galinha € uma fonte rica de colesterol na dieta hu-
mana e, portanto, recentemente os contelddos de colesterol em ge-

mas tém sido reportados: 1528 a 1830 mg/100g (Oguntona & Hughes,



1988), 1097 mg/100g (Beyer & Jensen, 198%9a), 1200 a 1340 mg/100g
(Ingr et al. 1987), 1842 mg/100g (Kritchevsky & Tepper, 1941) e
1237 e 1240 mg/100g9 (Shen et al., 1982). Franco (1982) registra
463 mg/100g para ovo de galinha e 1550 mg/10@g para gema de avo
crua.

0 nivel de colesterol nos ovos varia de acordo com muitos
fatores como a estag3o do ano, a linhagem, o sistema de alimenta-
¢do, producio dos ovos e idade das aves (Smoli;ska & Trziszka,
1982 e Pandey et al., 1989).

0 conteuddo de gordura no alimento das galinhas poedeiras es-
timula wum incremento no conteddo de colesterol nas gemas, sendo
que efeitos de diferentes gorduras foram varidveis (Sim & Bragg,
1977 ; Bartov et al., 1971; Teekell et al., 1975). 0 aumenta na
proporcan de fibras no alimento das aves decresceu o conteddo de
colesterol na gema. 0 colesteronl da gema diminuiu 4,39; 10,38 e
13,29% quando alimentadas com 4,41; 6,468 ¢ B,79% de fibra bruta
em relagdo a milho-soja contendo 2,05% de fibra bruta. Colesterol
na gema do ovo de galinhasrpoedeiras foi significativamente dimi-
nuindo com dietas de alfafa, aveias, girassol, arroz moido ou
raspas de madeira quando comparadas com dieta bhdsica. A maior re-
ducdo foi achada pela alimenta¢i3o com aveia ou raspas de madeira
(McNaughton, 1978). Entretanto, a adic3o de 1@, 20 e 30% de cse-
mente moida de linho na dieta n3o afetou o teor de colesterol
dos ovos ( Caston R lLeeson,1990).

A adi¢3o de lovastatina (inibidor da hidroxi-metilglutaril-
Coenzina A redutase) na dieta das aves poedeiras baixou signifi-
cativamente o conteddo de colesterollnas gemas (Elkin & Rogler,

1990 .
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Kicha et al. (1979) encontraram valores de colesterol em ge-
ma entre 1340-1458 mg/100g para diferentes linhagens. Fm todae as
galinhas, a alta produc¢3io de ovos foi associada com decréscimo no
valor de colesterol nas gemas. Semelhante conclusio foi obtida
por Ingr et al. (1987). Para Bartov et al (1971) existiu variacio
csignificativa na concentra¢c3o do colecterol da gema doc ovos de
diferentes aves. Ovos de uma mesma galinha mostraram constincia
no nivel de colesterol.

Al-Zubaidy & Al-Taha (1984) mostraram que ovos produzidos
Por aves jovens apresentaram menor teor de colesterol do que os
ovos produzidos por aves com mals idade (1772 mg/100g de gema na
12  cemana de producdo e 2171 mg/100g de gema apds 44 semanas de
produ¢ao). A concentracdoc de colesterol foi diretamente propor-
cional ao tamanho dos ovos.

Bitman & Wood (1980) determinaram a concentracao de coles-
terol em ovos de 14 espécies de aves, que variaram de 1300 a 2500
mg/100g de gema. Riad et al. (1981) encontraram os valores de
1194, 1418, 1547 e 1927 mg/100g de gema para quatro espécies de
aves (pato, peru, galinha e codorna, recpectivamente).

Beyer & Jensen (198%a) conduziram um estudo comparativo para
avaliar o conteddo do colesterol em ovos, entre o método por CLAE
e o0 colorimétrico de Zlatkis et al. (1953) modificado por Weicss
et al (1964) . .0 método CLAE resultou em 1097 mg/100g de gema com-—
parado com 1386 mg/100g pelo método colorimétrico. A separacao do
colesterol da fragdo da gema insaponificdavel por CLAE revelou aue
17.,5% doc cromdforos presentes na andlise colorimétrica foram da

fraclu n3o-colesterol .



Em outro estudo, Beyer & Jensen (198%9b) determinaram o co-
lesterol em ovoes pelo método CLAE, obtendo como média o valor de
195 mg/ovo ou 1170 mg/12@g de gema, que foi substancialmente me-

nor que o0s encontrados nas tabelas de composic3ao do ovo.

3.64.5 - Em massas com ovos.

0 colesterol encontrado nos ovoc tem servido de parametro de
qualidade no controle das massas que contém ovos . A resolucio
12/78 da CNNPA-MS estabelece trés ovos por kgbde massa Qque cor-
responde a 0,450 g de colesterol por kg de massa. A metodologia
oficial wutilizada pelos laboratdrios de fiscalizac3o & a colori-
métrica que gera muita controvérsia, uma vesz que n3o e especifica
pPara o colesternl, mas para qualquer esterol presente . Outras
substdncias que tenham o nidcleo do esterol tamhém padem ser de-
tectadas, cuperestimando desta forma o resultado final. 0 meétndo
utilizado na fiscalizac30 também assume que 0s ovos contem uma
concentracio definida e constante de colesterol .

Hurst et al. (1985) usaram CLAE para determinar o conteddo
de colesterol em massas com ovos como um indicador de ovos soli-
dos . A média obtida de colesteraol para massas com ovos foi 0,77
mg/g. 0Oz conteddos de colesterol para maccacs com 5,95% de ovos =no-
lidos foram determinados e o resultados obtidos confirmaram
59,9%% de ovoen solidos .

Kovacs (19990) propos o método CGL para a determinacin do co-
lecterol e alguns esterdis de planta como campesterol, B-citoste-
rol e avenasterol, em produtos de massa, comparando-o com aols
métodos da AOAC. 0Os teores de colesterol para os métodos da AQAC
recultaram em 42,8 mg/190a e 55,0 mg/i100g de macca, recpectiva-

mente enquanto que o de CGL ohteve 41,2 mg/1@0%a de masea

.



Dumain et al (1988) demonstraram a arlica¢do do metodo en -
imatico para dosagem do colecaternl em macsa, em estudo compara-
tivo com o metodo de CG. . Obtiveram relo método enzimdatico e CGL.
recpectivamente - 8?5 mg/kg e 240 ma‘/kag para marcarr3io com tré.
ovoe/ka e 1145 mg/kg e 12946 ma/kg para macarrao com Cinco
avoes/kg. Por outvro lado, Fombuena (1987) obteve wvalores cuperin-

res ans tedricos usando o método enzimatico, devido a falta de

esperificidade da metndolocia empregada.



4- MATERIAIS E METODOS

4. 14 - Materiais

As amostrac foram compradas em diferentes agougues e super-—

mercadaos de Campinas, ao acaso

4.1.1 - Amostras de carne de frango

Foram analisadas 13 amostras de frango cru de trés marcas
diferentes, sendo 5 amostras de cada marca. Além disso, B amos-
tras pareadas foram analisadas cruas e assadas. Cada amostra de
frango fo1l1 separada em carne branca, carne escura e pele Todas
as porgcoes foram trituradas num procecsador de carne para a 0b-

tenc3o de uma massa homogénea

4.1.2 - Amostras de carne suina

Foram analisados ©0s seguintes cortes de carne suilna- 13
amostras de bisteca, 12 amostras de lombinho. 1@ amostras de per-
n1l e 10 amostras de toucinho. De cada rorte, 5 amostrase pareadas

foram analisadas cruas e assada Ac amostrase cruas, pecando

0

aproximadamente 1 kg, foram trituradas num procescsador de carne
até a formacdo de uma masca homogénea. As amacstras pareadas, pe-
sando aproximadamente 1 ka, foram divididas em duas partes
iguais Uma parte foi triturada num processador de carne para a
nobtenc3o de uma massa homogénea, e a outva foi1 submetida a trata-

mento termico {(assada ou frita) antes de ser trituvrada



B0z —cortes de bisteca, lombinho e perni) foram temeevadoo
com sal e alho (tempero completa) e ascados em forno  comum, a
200°C, durante 45 min Ac amostrac de toucinho. <em o couro, fo-
vram cortadas em cubos e fritas em fogo brando por um pericdo de
15 min. Com o intuito de reproduzir o hidabito geral doe consumido-

res a gordura externa das carnec n3o foil retirada.

4.,1.3 - Amostras de carne bovina

Foram escolhidos cinco cortes aque representam diversas loca-
lizacOes anatdmicas (dianteiro, trazeiro), variagdo no teor de
gordursa (rarne gorda e carne magra) e precos diferentes. Oitenta
por cento da populagio consome contrafilé e coxido mole

Foram analisadas 5 amostras cruac para cada um dos seauintes
cortec: cox3o mole, cox3o duro e peito. Foram analisadas também,
S amostras pareadac cruac e assadas de contrafilé e de midsculo
As amostras cruas, pesando em torno de 1 kg, foram trituvradas num
processador de carne ate obtencio de uma massa homoaénea 0s cor-
tes de contrafile e musculo, pesando aproximadamente 1 kg, foram
divididas em duas partes iguaic. Uma parte foi triturada num pro-
cessador de cavne como as anteriores e a outra fol submetida a um
tratamento térmico. O contrafilé cortado em bifecs foi assado em
chapa quente ao ponto e o misculo foi cozido em dagua gquente em
panela de pressio por 45 min, como normalmente @ consumido. A
gordura existente, tanto nas amostras cruas como nas amoétras co-
zidas, nao foi retirada.

Para analise das amostracs de carne foi tomada wuma aliaquota

de 10 g, em duplicata



4.1 4 - Amostrac de ovoe

Foram analisadas vinte amostras de ovo, sendo der de ovo com
casca branca e dez de ovo com casca vermelha em duplicata Para
rada amostra, foram misturadac apenas as gemacs de trés ovos Os

pesos totais (clara + gema) foram anotados

4.1.5 - Amnstras de massas com ovos
-Foram analisadas cinco amostracs de massa com ovoc em dupli-
cata, de cinco marcac diferentes. A< amostrac foram trituradac
num moinho até a obtenc3o de um pd que passasse por um tamic de
40 mesh
Na tentativa de reconfirmar a ctonfiabilidade dos dados foi
preparada uma massa caseira com 3 ovos, 1 kg de farinha e 200 ml
de Agua Apds secagem a 100°0C por 1 hora a amoctra fo1 triturada

como as anteriores e analisada em triplicata

4.2 - Métodos
4.2.1 - Para amostras de carnes

A determinac3o da umidade foi feita cegundo o método da ADAC
pesando 2 g de amostra e deixando 14-18 horas em estufa a 100°C
até peso constante

A metodologia utilizada para a determinacio de colesterol em
carne foi baseada no trabalho de Bohac et al. (1988)

Esta metodologia foi adaptada as condigdecs do laboratorio,

de acordo com a Figura 4



18 9 de carne

adicionar 208 ml de cloroformio-metanol (241}

Extragao agitar 2 min com minipimer (Braum)
dos filtrar para funil de separacio de 500 )
lipidios lavar com 40 m! de NaCl 9,58%

deivar as fases separarem

Yavar com 25 ml de NaCl @,58Y%

deixar as fases separarenm

completar com cloroformio em bal3o volume-
trico de 200 m)

tomar 5 @l do extrato cloroformico
secar em Ny e banho-maria 55°C
Saponificacdo adicionar 10 ml de KOH 12% em etanol 90%
agitar em vortex

deixar 15 min a B09C em

banho-maria com agita¢io

Extracao da adicionar 5§ ml de Hp0
materia agitar em vortex
1nsaponificavel esfriar

colocar 1@ m}! de hexano
agitar em vortex

torar 3 ml do extrato de hexano
secar ex Np e banho-maria 55°C

Reacio adicionar 6 ml de acido acético + FeSOy4
de agitar em vortex
cor colacar 2 ml de HpSO4 conc  com bureta,

agitando com vortex
resfriar a 200C
ler em 490 nm apos 10 min

fiaura 4 - Fluxograma para determinacao de colesterol em carnes.
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A extrag3o dos 1lipidios foi feita segundo Folch et al.
(1957) e Hubbard et al (1977). A partic3o entre clorofdrmio-meta-
nol (2:1) e NaCl ©,58% foi realizada com a finalidade de remover
os contaminantes nao lipidicos contidos no extrato

A reacao de cor foi de acordo com o método de Searcy & Bera-
quist (19260). A leitura de absorbancia foi realizada em um espec-
trofotdmetro Carl-Zeiss com monocromador M4QIII-91287 e amplifi-

cador PM-QII-84743.

4. 2.2 - Para amostras de ovos

As gemas dos ovos foram homogeneizadas e os lipidios foram
extraidos de acordo com Folch et al. (1957) e Hubbard et al
(1977). Uma aliquota de 2 g com 40 ml1 de cloroférmio-metanol
(2:1) foi agitada em minipimer (Braun) por 2 min. 0 extrato clo-
rofdrmio-metandlico foi passado para um tubo de centrifuga, adi-
cionado de B8 ml de NaCl ©,58% e agitado levemente. Apds centrifu-
gar por 1@ min a 2500 rpm, a fase sobrenadante foi1 retirada por
suc¢do e o extrato foi transferido para um bal3o volumétrico de
50m1 e o volume completado com clorofdrmio. 0O extrato cloroformi-
co foi usado para andalise do colesterol por 2 métodos: para o co-

lorimeétrico segundo Bohac et al. (1988) e para o método por CLAE.
4.2.2.1 - Método colorimétrico segundo Bohac et al.

A metodologia utilizada foi a mesma que em 4.2.1,variando

apenas no volume das aliquotas tomadas, como mostra a Figura 5.
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extrato cloroférmico |

tomar 4 ml do extrato cloroformico

secar em Np e banho-maria 55°C
Saponificacdo adicionar {0 ml de KOH 12% em etanol 90X
agitar em vortex

deixar 15 min a 800C em

banho-maria com agitagao

Extracdo da adicionar 5 ml de HpD
matéria agitar em vortex
insaponificavel esfriar

colocar 5 ml de hexano
agitar em vortex

tomar 4 ml do extrato de hexano
secar em Np e banho-maria 550C

Reacdo adicionar é ml de dcido acetico + FeS0y
de agitar em vortex
cor colocar 2 ml de HpS04 conc. com bureta,

agitando com vortex
resfriar a 200C
ler em 490 nm apos 10 min

Figura 5 - Fluxograma para determinaglo de colesterol em ovos, sequndo Bohac et al.

A medida de absorbincia foi feita em um espectrofotoOmetro
Perkin-Elmer computadorizado lambda—-46. A curva padrao foi feita
de © a 900 ug de colesterol purificado demostrando linearidade na

faixa das amostras analisadas.

4. 2.2.2 - Método colorimétrico segundo Instituto Adolfo Lutz
(IAL)

0 método colorimétrico descrito nas Normas Analiticas do

Instituto Adolfo Lutz (1985) (Figura é) € o indicado e seguido

pelos laboratorios oficiais na fiscalizac3o de alimentos.
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pesar 2.5 g de gema de ovo em frasco de saponificacio de 200 ml
Saponificacio adicionar 25 ml de alcool e 1,5 m! de solucdo de hidroxido de potadssio(3+2)
aquecer em refluxo, por uma hora, agitando ocasionalmente

]

transferir a solu¢do, ainda quente para um funil de separacio de 250 ml
lavar o frasco com 50 ml de agua e transferir para o funil

esfriar
adicionar 50 ml de éter
Extragao agitar fortemente
da separar as camadas
mateéria transferir a camada etérea para um funil de separacio
insaponificavel adicionar mais 2 vezes 50 ml de eter

juntar os extratos etéreos no segundo funil de separagio

lavar o extrato etéreo com por¢des de agua, ate que a agua de lavagem nio dé
reacdo alcalina com indicador fenolftaleina

transferir o extrato etéreo para um bequer de 25¢ ml

evaporar em banho-maria

dissolver o residuo com cloroformio e transferir para um bal3o volumétrico de
5¢ nl

completar o volume

tomar 2 ml do extrato cloroformico em proveta de 25 ml com rolha esmerilhada
adicionar { m] de acido acetico glacial, 2 ml de anidrido acético e 0,2 ml de
Reagdo acido sulfirico

de completar o volume a 20 ml com cloroforamio
cor arrolhar o tubo e agitar bem
resfriar a 23°C, em lugar escuro, por 25 min
ler a 625 nm

Figura & - Fluxograma para determinagio de rolesterol em ovos, de acordo com IAL.

A medida da absorbiancia foi feita em um espectofotdmetro
Perkin-Elmer computadorizado lambda-4. A curva padrao foi feita

com colesterol Sigma no intervalo de © a 100 mg/L

4.2.2.3 - Método por CLAE

A metodologia utilizada foi baseada na de Duncan et al.
(19279) e Beyer & Jensen (198%a), com modificaglOes. A saponifica-
¢3ao foi feita segundo Bohac et al (1988B). A Figura 7 mostra a se-

quéncia das etapas.
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extrato cloroformico ]

tomar 10 ml do extrato clorofdrmico
secar em Np e banho-maria 550C
Saponificacdo adicionar 10 ml de KOH 12% em etanol 90%
agitar em vortex

deixar 15 min a 80°C em

banho-maria com agitag3o

Extracdo da adicionar 5 ml de Ha0
natéria agitar em vortex
insaponificavel esfriar

colocar 5 ml de hexano
agitar em vortex

tomar 3 ml do extrato de hexano
secar em Np e banho-maria 55°C
redissolver em { ml da fase movel
agitar em banho ultra-sonico
filtrar (9,45 pn)

injetar

Figura 7 - Fluxograma para determinac3o de colesterol em ovos por CLAE

Foi utilizado um cromatdgrafo marca Varian, com injetor Va-
rian modelo 92010 Solvent Delivery Systen adaptado com “loop'"™ de
amostra de 10 ul, detector Varian modelo 9065 Polichrom computa-
dorizado com detector conjunto de diodos 190-347 nm acoplado com
video 300A Amdek, integrador Varian modelo 4400, ¢ registrador
Hewlett-Packard modelo 2225 D+. A coluna utilizada foi Spherisorb
0DS-1, S5 mm (150 x 4,6 mm) (Alttech), precedida por coluna de
guarda C4g Micropak MCH-10 1@ um de 3 cm. A fase mdvel foi aceto-
nitrila-isopropanol (50:50) num fluxo de 1,2 ml/min com pressio

de 73 atm Todos os solventes usados foram grau cromatograficoec,



filtrados (0,45 wn) e degasseificados antes do uso. 0 pico do ro-
lesterol foi monitorado a 205 nm. Aliquotas do extrato do ovo fo-
ram <ecadas em Np, redissolvidas em 1 ml de fase movel e filtra-
das (0,45 um) antes da injec3o0 no cromatdgrafo liquido. A identi-
fica¢io dos picos foi feita por comparacio dos tempos de retenciao
do padrio e da amostra, complementado pelo espectro obtido pelo
detector conjunto de diodos. Para a quantifica¢3o dos picos uti-
lizou-se o método do padr3o externo. Os niveis utilizados para a
curva padrio foram entre S e 40 pmg/injecdo (10 uml).

Alguns testes preliminares foram feitos para escolha da fase
movel e da coluna C4g fase reversa. Foram testadas as seguintes
fases moveis: acetonitrila:metanol (50:50), acetonitrila:metanol
(60:40), hexano:isopropanol (99:1) e acetonitrila:isopropanol
(50:50). Foram testadas também duas coluns C4g, uma de 39 cm (190
um) e a outra de 135 cm (5 pm), ambas da Alltech. A melhor separa-
¢30 do colesterol foi conseguida com acetonitrila:isopropanol

(50:50) e com coluna de C4qyg de 13 cm (3 um).

4 2.3 - Para amostras de massas com OvOS
Foi feito um estudo comparativo entre os métodos colorimé-

tricos do IAL e de Bohact et al. e o método de CLAE desenvolvido.
4.2.3.1 - Método colorimétrico do IAL

Para massas com ovos, o IAL (1985) recomenda o seguinte pro-

cedimento (Figura 8):
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secar em estufa a 185 OC por 20 minutos
adicionar 10 ml de clorofdrmio

deixar em repouso por 24 horas

aqueger em chapa elétrica ate a ebulicio
deixar sedimentar

Extracao filtrar
dos receber o filtrado em uma proveta de 25 ml
lipidios esperar o papel de filtro secar

cortar as beiradas amarelas do papel
juntar ao residuo

colocar mais clorofdrmio

aqueger, filtrar e cortar o papel
repetir esta operacido ate que o papel
de filtro nio se apresente amarelado e
o volume nip ultrapasse {5 ml

adicionar a proveta contendo a
solugdo cloroformica { ml de acido

Reacio acético glacial, 2 ml de anidrido
de acetico, 0,2 wl de acido sulfdrico
cor completar o volume a 26 ®l com cloroformio
arrolhar o tubo
agitar bem

resfriar a 230C, em lugar escuro, por 25 minutos
ler er 4625 nm

Figura B - Fluxograma para determinagao de colesterol em massas com ovos, segundo IAL .

A medida da absorbancia foi feita em um espectofotdmetro
Perkin-Elmer computadorizado lambda-4. A curva padrio foi feita

entre @ e 100 mg/L, com colesterol Sigma

4.2.3.2. -~ Método Colorimetrico segundo Bohac et al.
A metodolgia utilizada foi a mesma que para ovos (4. 2.2. e
4. 2.2.1.), com variacdes no volume das aliquotas tomadas, como

mostra a Figura 9.
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adicionar 40 nl de cloroformio-metanol (2 + 1)
agitar 2 minutos com minipimer (Braun)

passar para tubo de centrifuga

adicionar 8 ml de NaCl #,658%

Extragao agitar levemente
dos centrifugar 1@ minutos a 250 rpm
lipidios retira a fase sobrenadante por sucg¢ao

transferir o extrato cloroforaico para um frasco

secar o cloroformio en Np e banho-maria 55°C
adicionar 10 ml de KOH 12% em etanol 90%
Saponitficagio agitar em vortex

deixar 15 minutos a 86°C

em banho-maria com agitagao

adicionar 5 ml de Ho0

Extragdo da agitar em vortex
matéria esfriar
insaponificavel colocar 5 ml de hexano

agitar em vortex

I

tomar 4 ml do extrato de hexano
secar em Np e banho-maria 559C

Reagdo adicionar 6 ml de dcido acético + FeSO4
de agitar em vortex
cor colocar 2 m] de HpS04 conc. com bureta,

agitando com vortex
resfriar a 20°C
ler em 490 nm apos 10 min

Figura 9 - Fluxograma para determinacdo de colesterol em massas com ovos, sequndo Bohac et al

4.2.3.3 - Método por CLAE
A extrac3o dos lipidios foi feita semelhante a do método co-
lorimétrico do IAL.A saponificac3o foi de acordo com Bohac et al

(1988) . A Figura 10 mostra a sequéncia de etapas.



Extrato clovo{érmico]

secar a solucdo de cloroformio em Np em banho-maria de 55°C
Saponificacio adicionar 16 nl de KOH 12X em etanol 90X

agitar em vortex

deixar 15 minutos a B80°C em banho maria com agitacio

[

Extracdo adicionar 5 ml de HpD
da agitar em vortex
materia esfriar
insaponificavel colocar 1@ ml de hexano
agitar em vortex

|
tomar 5 ml de hexano
secar em Np e banho maria a 55°C
redissolver em { ml da fase movel
agitar em banho ultra-sonico
filtrar (0,45 pm)
injetar

Figura 10 - Fluxograma para determinag3o de colesterol em massas com ovos por CLAE.

Foram testadas as seguintes propor¢Oes da fase mdvel aceto-
nitrila:isopropanol, 50:50; 60:40; 4&5:35; 70:30; 75:25 e 80:20. A
melhor separa¢do foi obtida com a proporcdo 75:25.

0 cromatdgrafo liquido utilizado e as condigcBes cromatogra-
ficas foram as mesmas que as descritas em 4.2.2.3, com exce¢3do da

fase movel.

4.3 - Andlise estatistica

Foi realizada analise de variancia de um ("one-way'')

fator, com auxilio do Software MICROSTAT. A comparac3o entre as

medias foi feita pelo teste de Tukey.



S - RESULTADOS E DISCUSSAOD

5.1- Avaliac3o do metodo colorimétrico para carne

0 método utilizado para carnes e simples, comparativamente
barato e n3o requer aparelhos especiais, portanto, € possivel de
ser usado por laboratorios nacionais. No entanto, os resultados
s30 facilmente afetados por pequenas mudancas na execugao, neces-
sitando uma padroniza¢3o das condigOes de andlise.

A reagdo de cor requer certos cuidados para que se tenha boa
repetibilidade, tais como: 1) adicionar o acido acético e res-
friar a 20°9C; 2) adicionar o acido sulfurico concentrado por meio
de uma bureta sobre o acido acético em agitacdo; 3) resfriar a
200C por 10 minutos,

A repetibilidade do método n3ao foi adequada inicialmente,
sendo necessario varios testes. Foram estudados o tempo de rea-
¢ao e o comprimento de onda da leitura.

A wvaria¢3o da absorbancia em rela¢do ao tempo de reacdo de
S5, 10, 15 e 20 min pode ser apreciada nas Figuras 11 e 12. Obser-
vou-se que as absorbancias diferiram ligeiramente durante o pe-
riodo da rea¢gao estudado. No entanto, em 490 nm apresentaram-se
muito proximas, quase sobrepondo-se, confirmando ser este o me-
lhor comprimento de onda da leitura.

A eficiéncia da extra¢3o do colesterol foi verificada subme-
tendo-se o0 residuo a uma segunda extragc3o. Como niao ocorreu for-
macao de cor, evidenciou-se, assim, a eficiéncia da primeira ex-

traciao.
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Para a constru¢cao da curva padrao, de @ a 40@ s ce coleste-
rol purificado foram submetidos a saponifica¢aoc e a e*zpa de de-
senvolvimento de cor. Com as dilui¢Oes, a concentracdo final de
colesterol foi de © a 200 phg, respectivamente. A curva padr3o de-
monstrou 1linearidade na faixa das amostras analisadas (Figura
13).

0 teste de recuperagao foi feito em amostras de carne branca
de frango, adicionando-se quantidades conhecidas de colesterol
purificado no extrato clorofdrmio:metanol (2:1). A recuperagio

obtida foi de 90 a 100% (Tabela 3).

Tabela 5 - Recuperagio do colesterol adicionado em carne branca de frango.

Colesterol adicionado Conc. media de Recuperagio
Amostras (mg/100g) colesterol %)
(mg/100g )%

Controle 0 53 -

A 25 78 100

B 50 97 94

c 75 115 90

D 100 143 94

¥Média de analises em duplicata.

Segundo Bohac et al. (1988), é iméortante qQue na etapa da
saponifica¢ao seja adicionado um antioxidante (PG, BHT ou piroga-
1o1) para evitar a oxidac3o de certos compostos no extrato lipi-
dico da carne, os quais serao extraidos pelo hexano. Verificou-
se no presente trabalho, no entanto, que os antioxidantes pode-

riam interferivr na reac3o de cor, superestimando os resultados

(Tabela &4). Optou-se, ent3ao, por nao adicionar antioxidante.

©w



absoxrbanoila

!
.45] - A

ﬂf ' s'n 15@ 1§a mi

concentragio (ig)

Figura 13 - Curva padr3o do colesterol reagido

com dac. acético / FeSO4 + HpSO4, em 490 nm.



Tabela &6 Efeito dos antioxidantec adicionadce r. ~tapa da <aponi?® ~acao

Concentragao de colesterol em carne de frango

Antioxidante (mg/100g)
"""""""""" Carne Branca  Carne Escura
Sem antioxidante s 66
o1 70
BHT(®,5m1 de BHT @,01%) 58 67
S22 70
PG(1,5m]l de PG 0,01%) 66 69
61 74

BHT-butil-hidroxitolueno; PG-galato de propila

5.2 - Teores de colesterol em carne de frango

O0s valores de colesterol obtidos para carne de frango crua
encontram-se na Tabela 7. A carne branca apresentou menor concen-
tracdo de colesterol (58 * 10 mg/100g), seguida da carne escura
(B0 * 9 mg/100g) e da pele (104 *+ S mg/100g) . 0Os resultados est3o
de acordo com Prusa & Lonergan (1987) que obtiveram 63,16 mg/100g
para peito e 93,90 mg/100g para pele . Teores de 63,7 mg/100g9g paré
peito foram relatados por Labrador & Sangronis (1987). Valores de
67 mg/100g9 para carne branca, 90 mg/100g para carne escura e 128
mg/10@0g para pele foram encontrados por Karkalas et al. 1982)
Resultados diferentes est3o referenciados na Tabela de Franco
(1982) que apresenta 98 mg/100g para carne escura e 101 mg/100¢g
para carne branca. Os teores de colesternl em base seca obtidos
por Prusa & Lonergan (1987) foram 225,31 mg/10Qg para peito e
205,22 mg/100g para pele 0Os nossos valores foram em meédia de
242 + 41 mg/100g para carne branca, 344 *+ 36 mg/100g para carne

escura e 190 * 10 mg/100g para pele.



Em vrela¢g3o as marcas A, B e C, notou-se pequenas variacoe-
(Figura 14) devido, provavelmente, as diferencas de linkagem e
alimentaci3o N3o existiu diferenca significativa a nivel de 5% na
por¢io de pele crua, base umida e seca., entre as trés marcas, mas
existiu diferenca significativa a nivel de 5% entre as marcas de
carne branca crua, em base uUmida e seca. Esta diferenca deve-se o
marca A, uma vez que houve diferenga significativa a nivel de 5%
entre as marcas A e B, A e C e n3ao entre B e C A carne escura
apresentou maior variac3o. Em base umida existiu diferenca signi-
ficativa entre as trés marcas a nivel de 5% porém, n3aoc existiu
diferenga a nivel de 1% entre a marca A e B, B e C. Quando o co-
lesterol foi calculado em base seca, existiu diferenca significa-
tiva a nivel de 5% entre as trés marcas e esta diferenca deve-se
a marca A, uma vez que existiu diferen¢a significativa a nivel de

5% entre a marca A e B, A e C e nao entre B e C.

Tabela 7- Concentracdo de colesterol em carne de frango crua de diferentes warcas.

Concentracio de colesterol (sg/iMg)
Porgio analisada

mrca A wmrca B mrca Geral
fai sedia¥ faia sedial hia sediad fixa sediadd
tp e t e tpw

B inid
Carne branca WB-7 8t 7a 49- 58 M4t 3 8- 3% it 3 48- 79 3810
Carne escara 76~ 98 89t 7a 72- 95 gt Bb 5 8 72t B¢ H- 98 ]
Pele 95-126 18+ a 84114 9tiea 88-123 e5t4ia 84-126 Mt 5
Base seca
Carne branca 290-332 BItHa 207-244 2 ti2b 193-233 At {4 193-24¢ 242 + 4f
Carne escura P-AU WM 284-487 WAL 285-354 LD L 2654 k1T ')
Pele 13-p4¢ 184t 32 176194 {85 ti8a 153-229 2621262  131-24¢ 9 ¢ 1t

shedia de 5 amostras es duplicata.
H MWedia das tres martas.
Valores na messa liska horizontal coe letras diferentes sao sisnificativesente diferente a mivel de SX
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Para o consumidor, € importante saber o0s teores de coleste-
rol dos alimentos na forma em que estes s3o consumidos. Na Tabela
8 e Figura 15 estdo apresentadas as concentracdes de colesterol
de frango assado, que foram maiores que a de frango cru, uma vez
que houve retirada de dgua e consegquente concentracio dos compo-
nentes. Os resultados obtidos para carne branca (75 + 17 mg/100g)
sdo congruentes com Prusa & Lonergah (1987) que encontraram em
media 77,846 mg/100g para peito de frango grelhado e com Karkalas
et al.(1982) que obtiveram 82 mg/100g = 0Os nossos resultados de
carne escura e pele ( 124 * 20 mg/100g e 139 * 37 mg/100g, res-
pectivamente) foram mais altos que os de Karkalas et al (1982),

que reportaram 92 e 73 mg/100g, respectivamente.

Tabela 8 -Concentracdo de colesterol em carne de frango assada.
% Unidade Concentragio de colesterol
(mg/100g, base umida)

Porgao analisada

faixa media¥ faixa media¥

+ P + DP
Carne branca 51-68 43 t 5 38-113 75 ¢ {7
Carne escura 39-63 55t 9 97-171 {24 + 20
Pele 13-46 31 ¢+ 9 109-228 139 + 37

¥Medias de 8 amostras analisadas em duplicatas.

1%
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Para avaliar a possibilidade de perdas durante o cozimento
foram calculados os teores de colesterol de amostras pareadas, em
base <seca para eliminar a influéncia da 3gua (Tabela 92 e Figura
16) Nio existiu diferenca significativa a nivel de 5% entre a
pele crua e pele assada. Houve, no entanto, uma perda significa-
tiva para carne branca e carne escura em torno de 8 e 14Y%, res-

pectivamente .

Tabela ¢ - Efeito do cozimento na concentragio do colesterol em carne de
frango.

Porg3ao analisada

Cru Assada
" faixa  médiax " faixa | médiax
+ pP + pP
Carne branca 193-288 224 + 23 a 168-253 206 + 26 b
Carne escura 265-406 328 * 35 a 192-344 283 + 40 b
Pele 153-229 194 * 23 a 152-248 203 t 34 a

*Meédias de B amostras pareadas analisadas em duplicatas.
Valores na mesma linha horizontal com letras diferentes s3o significativamente
diferente a nivel de 5%.
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5.3 - Teores de colesterol em carne suina

A Tabela 10 apresenta os valores de colesterol para quatro
cortes de carne de porco crua. N3o houve diferenca significativa
a nivel de 5% nos teores de colesterol encontrados entre os qua-
tro cortes de carne cruas. 0Os teores obtidos, variaram de 49 + 5
a 54 t 6 mg/100g que sao congruentes com Prusa & Hughes (1986)
que encontraram 45,09 mg/100g. Bohac & Rhee (1988) obtiveram 53,1
a 59,7 mg/100. Valores maiores, foram relatados por Reitmeir &
Prusa (1987) (56-70 mg/100g); por Tu et al. (1967) (56,3-71,3
mg/100g9);, e por Kritchevsky & Tepper. (19461) (98 mg/10@g) . Niveis
mais altos ainda, encontram-se na Tabela de Franco (1982). 102,0,
198,0 e 368,00 mg/100g para carne de porco crua, carne de porco
crua de gordura média e alcatra, respectivamente No entanto, va-
lores bem mais baixo (30 * 0,3 mg/100g) foram obtidos por
Csallany et al. (1989). O toucinho apresentou um valor ligeira-
mente maior de colesterol, média de 54 * 6 mg/1@0g (Figura 17)
N3o foi encontrado na literatura valores de colesterol para tou-
cinbho

Quando calculados em base seca, os teores de colesterol ob-
tidos por Prusa & Hughes (1984) foram em média 152,05 mg/100g e
para Reitmeier & Prusa (1987) de 170-209 mg/100g, que sio seme-
lhantes aos nossos resultados (158-187 mg/10@g), com excessio do
toucinho que apresentou 61 mg/10@g. Entre bisteca, lombinho e
pernil, ndo existiu diferenca significativa a nivel de 5%; o

toucinho apresentou diferenca significativa a nivel de S% com os

demais cortes.

&4



Tabela {0 - Concentragao de colesterol es cortes de carne suina crua.

Concentragao de colesterol (wg/i09)

n? ¥ usidade Base umida Base seca
Lorte amostrast
analisadas faixa wedia faixa wdia faia pedia
P tIP t o
Risteca 8 §4-73 8+3 46-58 £+5; {12-196 {58t28a
Losbinho 7 78-74 732 40-48 Ht7; 155-229 184 + 23 a
Pernil 5 775 732 42-40 Wtéa {67-242 187 + 26 2
Toucinko 3 8-23 f2té 49-64 Htéa 93-74 dt b

¥ fmostras amalisadas em duplicatas.

Valores na mesma coluna cow letras diferentes sio significativasente diferente a mivel de 5%.
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A Tabela 11 apresenta aos valores para carne suina cozida. O0Os
teores de colesterol para bisteca, lombinho e pernil assado va-
riaram de 69 * 12 a 97 * & mg/100g, que s3o semelhantes a Morgam
et al. (1988) que obtiveram os valores de B0-91 mg/100g e Reit-
meier & Prusa (1987) que encontraram 92-101 mg/100g e Heymann et
al (19920) que acharam teores de 96-105 mg/100g.. Prusa & Hughes
(1986) relataram valores menores, 56-78 mg/100g, dependendo dq
tipo de cozimento e temperatura interna da carne.

0 toucinho frito apresentou em média valores menores (56 %
6 mg/100) que as carnes devido a grande perda de gordura durante

o cozimento.

Tabela 11 - Concentrac3o de colesterol em cortes de carne suina cozida.

Corte %X umidade Concentracdo de colesterol
(mg/100g, base umida)

faixa mediak faixa nédia¥
+DP +pp
Bisteca 28-34 32¢+t3 88-109 97 + 6 a
Lombinho 50-55 54 ¢ 2 49- 87 69 * 12 ¢
Pernil 446-53 56 3 71- 96 g2+ 8b
Toucinho e,1-7 23 47- 66 56t 64d

#Meédias de 5 amostras analisadas em duplicatas.

Valores na mesma coluna com letras diferentes sdo significativamente diferente a nivel de 5X%.
Entre todos os cortes analisados houve diferenga significa-

tiva a nivel de S% . No entanto, Morgam et al . (1988) n3ao encon-

traram diferenca significativa (P>0,10) no conteudo de colesterol

em carne de porco cozida com diferentes niveis de gordura subcu-

tanea antes do cozimento, pelos metodos caseiros comuns.
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0s -valores encontrados para carne assada, em base seca, va-
riaram de 143 * B a 164 * 22 mg/10@g, os quais est3do de acordo
com Prusa & Hughes (1986) que relataram em média 146-187 mg/100g.
Teores maiores foram referenciados por Reitmeier & Prusa (1987),
de 179 a 262 mg/100g. N3o existiu diferenca significativa a nivel
de 5% entre bisteca, lombinho e pernil mas, existiu a nivel de
5% entre toucinho e o0s demais cortes (bisteca, lombinkho e per-
nil)

0 efeito do cozimento pode ser apreciado na Tabela 12 e Fi-
gura 18. N30 houve perda significativa a nivel de 5% para bisteca

e toucinho . O pernil e o lombinho sofreram perdas significativas

de aproximadamente 12 e 19%, respectivamente.

Tabela 12 - Efeito do cozimento na concentrac3o de colesterol em carne suina.

= " V" - - o = > - e - 2 2" 20— > = - o = . o = S - o o

O T B e e e
Cru Assada
Thixa | médiar T Thixa | médiar
+ pP + P

Bisteca 127-197 156 * 21 a 130-155 143+ 8 a
Lombinho 155-229 {83 + 23 a 108-188 148 + 28 b
Pernil 176-242 187 + 26 a 1346-204 ‘ 164 + 22 b
Toucinho 53- 74 1t 4a 47- 7 57 7 a

- - - " = (o " n s G - - o = T - = " - P o T - - = > o

*Medias de 5 amostras analisadas em duplicatas.
Valores na mesma linha horizontal com letras diferentes s3o significativamente diferente a nivel
de 5%
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5.4 - Teores de colesterol em carne bovina

O0s cortes escolhidos (contrafilé, cox3o duro, cox3o0 mole,
misculo e peito) foram de diferentes localizacBes anatdmicas e
variados graus de gordura.

Os resultados de carne bovina crua encontram-se na Tabela 13

e Figura 19

Tabela 13 -~ Usidade e concentragdo de colesterol em cortes de carne bovina crua.

Corte X uwidade Concentracdo de colesterol (mg/1dg)
Rase umida Base seca
Thim st faixa xédiat taina wédiat
e Lo e
Contrafilé 872 8t3 4-59 Htéa 128-176 160 2 16 b
Coxdo Duro 66-7¢ 482 47-68 Ntéa 141-206 f74 + 20 b
Coxdo Hole 89-713 72t 4-38 Wtia 132-214 f79 + 18 b
Kisculo 16 T3ty 46-61 Ri4a {74-248 Bt
Peito 63-74 49 4 44-58 Mtéa 143-203 165 £ {7 b

#édias de 5 amostras analisadas em duplicatas.
Valores na mesm coluna cos letras diferentes sio signiticativasente diferente a mivel de 5%,

7 e



open

.

[~

oM er PO O

sa=-Hel onpey m com,mp

70

60

50

40

30

20

10

Q

\\\\\

T
2
A7, 4/

Corte

77
7
-

ik
i

| ] Contrafile
Peito

Figura 19- Concentragio

Crua.

MWW Coxdo duro

de

Coxao mole

colesterol

em

carne

bovina



0s wvalores descritos na literatura divergiram bastante, po-
rem, muitos pesquisadores obtiveram resultados semelhantes aos
nossos (5S¢ * 4 a 56 + 6 mg/100g). Teores médios de S5,7 mg/100g
(Hood, 1987), 52-66 mg/100g (Rhee et al., 1982a), 58,3-63,9
mg/100g (Eichhorn et al. ,1986éa) e 46-57 mg/100g (Hood & Allen,
1971) foram obtidos para contrafilé cru. Tu et al. (1967) relata-
ram que o conteudo de colesterol para vérios misculos bovinos va-
riaram de 51,4 a 65,8 mg/1020g. Bohac et 21.(1988) encontraram pa-
ra contrafilé cru, 59,1-63,2 mg/100g e para cox3o mole; 57,4-69,3
mg/100g. Bohac & Rhee (1988) obtiveram para contrafilé 56 mg/100¢g
e para coxao mole 58,5 mg/100g, os quais s3o um pouco maiores que
0os nossos. Valores acima destes (63,32 mg/100g) foram encontrados
por Wheeler et al, (1987) e por Hoelscher gt al (1988), que re-
lataram wvalores de 60,9 a 63,5 mg/100g. Concentragdes bem mais
altas s3o apresentadas na Tabela de Franco (1982): 123 e 289
mg/100g para carne de boi magra e carne de boi de gordura media,
respectivamente. Observou-se na Figura 19, que o cox3ao duro apre-
sentou maior teor de colesterol, embora n3o tenhaéxistitdAdo dife-
renca significativa a nivel de 5% entre os cinco cortes de carne
bovina <c¢rua. Dados semelhantes foram constatados por Rhee et al.
(1982a) que n3o encontraram diferenca significativa entre muscu-
los com diferentes quantidades de gordura.

Os valores de colesterol para contrafilé cru com diferentes
niveis de gordura, em base de peso seco obtidos por Rhee et al
(1982a) wvariaram de 192 a 229 mg/100g. Observou-se na Tabela 13
aue os teores obtidos nos cortes de carne analisadas foram em ge-
ral mais baixos, variando em media de 160 a 208 mg/10@g. Existiu
diferenga significativa a nivel de 5% entre misculo e os demaic

cortes (contrafileée, coxao duro, coxaoc mole e peito).



0 efeito do cozimento na carne bovina foi determinado nos
cortes de contrafilé por ser uma das mais consumidas pela popula-
¢3o e no musculo por possuir maior teor de gordura intramuscular.

O0s teores de colesterol obtidos para contrafilé frito e mus-
culo cozido, foram em média de 66 * 6 e 67 * 4 mg/100g, respec-
tivamente. Rhee et al . (1982b) relataram 101,92 mg/100g, Wheeler et
al. (1987), 80,27 mg/100g, Rhee et al. (1982a) de 77 a 92 mg/100g
e Hoelscher et al. (1988) de 74,4 a 84,5 mg/100g para contrafileée
cozido.

Pela Tabela 14 e Figura 20 verificou-se uma pequena perda
significativa a 5%, pelos tratamentos térmicos, que corresponde-

ram a 14 e 16% para contrafilé e musculo, respectivamente.

Tabela 14 - Concentracdo de colesterol em cortes de carne bovina crua e cozida, base seca.

O T € e,
Cru Assada
faixa  meédiak Thike mediax
+DP + ppP
Contrafile 128-176 140 * 16 a 121-157 138 + 13 b
Misculo 174-256 eo8 t 22 a 149-194 175 + 13 b

xMedias de S amostras pareadas analisadas em duplicatas

Valores na mesma linha horizontal com letras diferentes s3o significativamente diferente a nivel

de 5%
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5.5 - Comparacao dos teores de colesterol entre carne de frango,

suina e bovina

0s resultados de colesterol para carne suina e bovina crua,
em base umida n3o apresentaram diferangca significativa entre to-
.dos o0s cortes analisados. Bohac & Rhee (1988) também n3o encon-
traram diferenca significativa no conteuddo de colesterol de mus-
culos suinos e bovinos de trés localizacBes anatbémicas. Em média,
as carnes bdvinas analisadas no presente trabalho, continham 1li-
geiramente mais colesterol que as suinas. Tu et al. (1947) evi-
denciaram o contrario.

A concentracao de colesterol para carne de frango cru obtida
foi em média de 58 * 10, 80 * 9 e 104 * S mg/100g para carne
branca, carne ecscura e pele, respectivamente, que s3o0 valores bem
maiores que os obtidos para carne suina e bovina ( 49 + S a 54 *
6 mg/100g .

Cabe 1lembrar, no entanto, que os niveis de colesterol no
sangue n3o depende somente do conteiddo de colesterocl dos alimen-

tos, mas também do balanco entre 3acidos graxos saturados e acidos

graxos insaturados (Anderson et al, 1976).

7
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5.6 — Avaliac3o do método CLAE para ovos

0 método CLAE apresenta trés etapas pré-cromatograficas: ex-
tragio dos lipidios, saponificac3o e extrac3o da matéria insapo-
nificavel.

Foram testados trés procedimentos de saponificacdo com ©,4 g
de amostra: (a) 2,5 ml KOH 2% recentemente preparada em élgoo]
absoluto e incubadas a 379C por 1,5 h (Beyer & Jensen, 198%a) ;
(b) 2,5 ml KOH 2% recentemente preparada em alcool absoluto e in-
tubadas a 459%C por 1 h (Duncan et al., 1979); (c) 10 ml KOH 2%
recentemente preparada em alcool absoluto 90% e banho-maria com
agitacao por 15 min. a 80@°C (Bohac et al., 1988).

Os resultados obtidos n3ao foram significativamente diferente
a nivel de 5% (Tabela 15). Optou-se, ent3o pela saponificag¢do de

Bohac et al. (198B8B), por ser mais rapida.

Tabela 15 - Comparacio de trés procedimentos de saponificac¢io
" "Método T Concentracio de colesterol
(mg/100g)
Beyer & Jrnsen 992 a
(1989a)
Duncan et al 1000 a
(1979)
Bohac et al 292 a
(1988)

Valores na mesma coluna com letras iguais n3o siao significativa-
mente diferente a nivel de 5%.

A vrecupera¢cao foi feita adirionando-se quantidades conheci-
das de colesterol no extrato clorvofdrmico:metandlico (2:1), ob-

tendo-se valores acima de ?5¥%, como mostra a Tabela 16.



Tabela 16 - Recuperag3o do colesterol em gema de ovo pelo metodo

CLAE .
" mg adicionada n % Recuperacio
8 2 23
16 2 ?7
n = nimero de determinacdes. 7777

A meédia dos tempos de reten¢3o, desvios padr3o e coeficien-
tes de wvaria¢ao (CVUs) do colesterol em amostras de ovo, encon-—
tram-se na Tabela 17. 0 CV do tempo de reten¢g3o (CV = 1.4) foi

menoy que 2% demonstrando uma boa reprodutibilidade entre andali-

55 .
Tabela 17 - Reprodutibilidade do tempo de reten¢i3oc do colesterol
em trés dias consecutivos
T T T T T T T T T T T  tempo de retencdo (min.y
dias 2 T e e e e bt
Media *+ DP %CV
10 T T T T T e T 4.1 + 0.02 1.7 TTTTTTTTT
20 10 4 1 + 0.03 .7
30 10 4.2 + 0.07 o 4
Média Geral 4.1 % e.es 1.a 77T
+ DP
n = nuimero de determinacdes. T TTTTTTTTTTT

0 cromatograma caracteristiceo do padrao colesterol e de uma
amostra de gema de ovo, nas condi¢Oes cromatograficas estabeleci-
das para analise, podem ser observados na Figura 21.

0 pico do colesterol foi identificado pela comparacio dos
tempos de retencdo do padr3ao e da amostra e também pelos espec-
tros de absorbidncia do padr3o e amostra obtidos pelo detector

conjunto de diodos como mostra a Figura 22.
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Figura 21 - Cromatogramas caracteristicos de uma amostra de gema

de ovo (a) e do padrido colesterol (b). Condi¢des cro-
matograficas: coluna, Spherisorb ODS-1, 5 um (150 x
4,4 mm) ; fase movel, acetonitrila:isopropanol
(56:50); fluxo, 1,2 ml/minuto; detector conjunto de

diodos 205 nm.
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colesterol (a) e da amostra gema de ovo (b) obtidos

pelo detector conjunto de diodos.
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5.7 - Comparacao de métodos colorimétvricos e por CLAE para ovos

Pela literatura, percebe-se que existe uma maior preo-
cupacdo em relacd3o a substincia interferente na determinacio de
colesterol em ovos, o que justifica um estudo comparativo de va-
rios métodos.

0s resultados obtidos para gema de ovo por dois métodos co-

lorimétricos e por CLAE encontram-se na Tabela 18

Tabela 18 - Comparag3o dos valores de colesterol em gema de ovo (ma/180g) obtidos por dois méto-

dos colorimétricos e por CLAE.

Colorimetrico CLAE
AMOStras = et e
Bohac et al 1AL
mediak p{xY media* pAnY) media% %CV
i 1245 48a 1778 9.7b 1073 433
2 1164 8.3 a 1731 B.&h fecd 38a
3 1051 5.8a 1544 72b 940 7.9a
4 1028 7.9 a 14678 0.4 b 1021 4462
5 1031 1.2 a 1674 5.1tb 1025 9.5a
Média Geral 1104 * 100 181 % 104 T TTTTleas i ae T
+ DP
4CV 9.9 6.2 4.7

%Media da duplicata.
Valores na mesma linha horizontal, com letras diferentes sio significativamente diferente a nivel
de 5X.

0 metodo por CLAE foi o que aprecentou valores menores e
também menor variac8c (CV = 4,7). Os resultados obtidos pelo me-
todo de Bohac et al. foram ligeiramente mais altos, mas n3o si1Q-
nificativamente diferente com os de CLAE. Os teores obtidos pelo
método do Instituto Adolfo Lutz (IAL) foram maiores, demonstrando

a presenca de interferentes

o0
&



Jiang et al . (1991) também obhtiveram valores maiores (1440
mg/100g) de colesterol em ovo com o método colorimétrico do que
com os métodos enzimaticos, CGL e CLAE (1230, 11706 e 1170
mg/10@9, respectivamente). 0O método colorimetrico gerou resulta-
dos 23% mais altos que os de CLAE. DO método colorimétrico utili-
zado foi o de Abell et al. (1952) que envolveu a reagao com acido
acético, anidrido acético e acido sulfdrico, e a leitura foi fei-
ta a 4620 nm, semelhante ao método do IAL. ‘

Resultados semelhantes foram obtidos por Beyer & Jdensen
(19B%a), que obtiveram 14601 mgo/100g de gema pelo método colorime-
trico e 1097 mg/10@g pelo meétodo por CLAE. 0O método colorimétrico
seguido foi de Zlatkis et al. (1953) que envolveu a reagao do co-
lesterol com o reagente cloreto férrico. Os valores de colesterol
pelo método colorimétrico foram 26% mais altos quando comparados
com os resultados obtidos por CLAE.

Ds teores encontrados na literatura para ovo variam de 1097
mg/100g9 de gema (Beyer & Jensen, 198%a) até 1862 mg/100g de gema
(Kritcheveky & Tepper, 19241). 0Os trabalhos mais recentes que em-
pregaram CLAE e CGL apresentaram resultados em torno de 1000 a
1100 mg/100g de gema, enquanto que os mais antigos que utilizaram
métodos colorimétricos relataram valores bem maiores.

Os resultados da presente investigacido, no entanto, demons-
traram que, dependendo do procedimento colorimétrico, pode-se ob-
ter resultados comparaveis ao método por CLAE. Enquanto que, o<
valores obtidos pelo método colorimétrico do IAL (1983) foram &2%

mais altos, os de Bohac et al. (1988) aproximaram-se aos de CLAE.



5.8 - Teores de colesterol em ovos

Utilizando o melhor método, os valores de colesterol de ovo
com casca branca e vermelha foram determinados (Tabela 19). Nao
existiu diferenca entre os teores de colesterol para ovo branco
(10 mg/a de gema ou 190 mg/ovo) e vermelho (10 mg/gema ou 191
mg/ovo). 0s wvalores obtidos estao de acordo com Jiang et al.
(1991) que encontraram 195.0 mg/ovo ou 11.7 mg/g de gema, e com
Beyer & Jensen (198%a) que obtiveram 198 mg/ovo ou 10.97 mg/g de
gema e com Beyer & Jensen (198B%b) que apresentaram 193 mg/ovo e

11,7 mg/g de gema. Todos os trabalhos utilizaram CLAE.

Ferreira & Campos (1980) obtiveram em media 120@, 1230, 1250
e 1270 mg/10@g de gema de 4 poedeiras comerciais alimentadas com
dietas de diferentes niveis caldricos. Utilizaram o métpdp fple-

rimétrico de Zlatkis et al. (1953). Na Tabela de Franco (1982) o

valor encontrado foi de 1500 mg/100g de gema.

Tabela 19 - Concentracao de colesterol em ovos determinados por CLAE.

Tipo N2 de Concentracio de Colesterol
de ovo = mememmmm e m e
Amostras Gema (mg/g) Ovo (clara + gema) mg/ovo
media + DP média * DP
Branco 10 10 + 1.0 190 + 22
Vermelho 10 ie¢ + 6.5 191 * 16

A variacio e peso médio da gema foi 18.3* 1. 8qge 18.5 1.6 g e do ovo (clara + gema) 55.6 %
370e%57.5%50 49, para o ovo branco e vereelho, respectivamente.

5.9 - Avalia¢g8o0 do método por CLAE para massas com ovos

Embora o método colorimétrico do IAL n3o incluisse a etapa
de saponificagio para massa com ovos, os testes preliminares de-
monstraram a importancia da mesma para remo¢gao daos interferentecs,

como mostram os cromatogramas na Figura 23.
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“igura 23 - Cromatogramas de uma amostra de massa com ovos sapo-—
nificada (a) e n3o saponificada (b). Condi¢8es croma-
tograficas: coluna, Spherisorb 0DS-1, 10 um (300 x 4
mm); fase mdvel, acetonitrila:metanol (50:50); fluxo,

1,2 ml/minuto; detecto; caoanjunto de diodos 205 nm.
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A recuperagao para massa com ovos foi feita adicionando-ce
quantidades conhecidas de colesterol no extrato de clorofdrmio,

pbtendo-se valores acima de 97% (Tabela 20) .

Tabela 20 - Recuperagdao do colesterol em massa com ovos pelo mé-
todo por CLAE.

mg adicionada n % Recuperagao
""""" S T
0.4 2 Q7
n = nimero de determinacdes  _TTTTTTTTTTTTTTT

A eficiéncia da extracio foi verificada através de duas ex-
tragBes consecutivas. 0 valor maximo obtido na segunda extraclo
foi de 0,02 g de colesterol/kg de massa, que equivale ao teor de
colesterol de @,1 ovo, o qual & desprezivel, demonstrando a efi-
ciéncia da extragcio.

A média dos tempos de retengio, desvios padrio e coeficien-
tes de variaciao (CVUs) do colesternl, podem ser observados na Ta-
bela 21. 0 CV do tempo de retencio foi menor que 2%, demonstrando

uma boa reprodutibilidade entre andlises.

Tabela 21 - Reprodutibilidade do tempo de retengio do colesterol
em trés dias consecutivos

dias n = T T e

media * DP %1CV
- & s 2+ e 02 o2
20 i2 .5+t 0.1 1.1
39 16 2.4 + 0.1 1.4
Média Geral 9.4 xe.2  1.& TTT77C
t DP
n = nimero de determinacdes.  TTTTTTTTTTT

A Figura 24 mostra o cromatograma caracteristico do padrio
de colesterol e de uma amostra de massa nas condigOes cromatogra-

ficas ectabelecidas para analise.
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Figura P4 - Cromatogramas caracteristicos do padr3o colestero}

(a) e de uma amostra de massa com ovos (b). Condi-
c0es cromatograficas: coluna, Spherisorb 0DS-1,5 mxm
(15¢ % 4,6 mm); fase movel, acetonitrila:isopropanol
(75:25), fluxo, 1,2 ml/minutos; detector, conjun-

to de diodos 2035 nm.
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identificacio do pico do colesterol foi feita também pela

A
dos espectros de padrio colesterol e da amostra obti-

comparagio
dos pelo detector conjunto de diodos como mostra a Figura 23.

. . .
ono1 Ty M L2 STNREN COCLTRUM 013DLA
AeInoy 3

gpELY True Tvoe
m' 0,330 reak npex Tie.or] om =8
EEEN |
h Y
1 !
. A (a)
g.8987 )
4 1\
i 3\
41 \
{ A\
} \
4/ \
aay ~N
ey e P P T T
184 234 ?7R 2% FR7 ) (nm)
19:¥/7:5%8 . Uecendber 3, 1841 Method 4: colesterol HULU I NU 14.89 mins
s:'s:' TINME TVOEC NPT TYVY )‘! ‘\‘2
8 Ty Trah aren vid.(1 ] a3 o
=180
T A
i (b)
8,828 |
4 1\
/ \
4 \
! \
1 \
4. AN
A.a ~
. AT A0t S e S S B S
134 2?3 278 A28 3R7 )\ {nw)

de uma

Figura 25 - Espectros caracteristicos de absorbancaia
amostra de massa com ovos (a) e do padriao colesterol
obtidos pelo detector conjunto de diodos.
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5.10 - Teores de colesterol em massas com ovos

Os niveis de colesterol em massa com ovos obtidos pelos me-—
todos colorimétricos (IAL e Bohac et 21) e por CLAE encontram-se

na Tabela 22.

Tabela 22 - Comparag¢io dos valores de colesterol em massas com ovos (g/kg) ob-

tidos por dois métodés colorimétricos e CLAE.

Colorimétrica CLAE
AMOSLYaAG¥  ——m e e e e e s — S e s S m s s s
1AL Bohac et al
Media * DP %CV Media % DP %ACV Media * DP %CV
1 .32 + .03 a 7.2 0,52 * 6.01 a 1,9 0.11 + 0.01 b 10.0
2 .77 * 0.03 a 3.6 0,64 t .05 a 7,8 0.24 + 6.01 b 4.2
3 0.76 + .01 a 0.9 6,70 + 0.01 a 1.4 .18 + 6. 01 b 3.8
4 0.42 + 0.63 a 4.5 0,44 + 0. 01 a 2,3 .02 t 001 b 0.2
S .48 t .02 a 4.4 0,60 * 0.04 a 1,7 .24 + 9. 01 b 5.9
Media Geral 0.56 + 0.2 4.5 0,58 t 0,10 3,0  o01s6ted1 48
+ DP

sAmostras analisadas em duplicata. :
Ualores na mesma linha horizontal, com letras diferentes 3o significativamen-
te diferente a nivel de 5%.

Dbservou-se que tndos os valores de colesterol obtidos pelos
métodos colorimétricos foram maiores que os por CLAE.

A resolucio 12/78 de CNNPA-MS e portaria 37/80 da DINAL-MS
de 16 de Dezembro de 1980 estabeleceu que “"massas com ovos’ devem
conter no minimo 3 ovos/kg, correspondendo ao valor de @,450 g de
colesterol/kg. Este valor foi aparentemente calculado, conside-
rando-se que cada ovo continha 150 mg de colesterol. A legislacdo
nio esclareceu a fonte dos dados, contudo este valor estad coeren-
te com o0 resultados obtidos atualmente pelo método CLAE (190

mg/ovo) .

-l



0 método do IAL & o oficial para a determinacio do coleste-
rol em massa com ovos pelos laboratdrios publicos.

Pelos resultados obtidos por esta metodologia apenas duas
massas apresentaram colesterol abaixo do minimo estabelecido. No
entanto, utilizando-se o método por CLAE todas as marcas de massa
com.ovos analisadas, deram valores de Folesterol abaixo do minimo
permitido pela legislagido vigente, indicando que menos de 3 ovos
¥orém adicionadosvpor kilo de farinha. ’

Considerando a discrepancia nos resultados, foi preparada
uma massa caseira com 3 ovos, 1 ka de farinha e 200 ml de dgua.
Apos secagem em estufa a 100°C por 1 hora, a massa foi finamente
pulverizada, como as amostras anteriores, e o teor de colesterol
determinado. A média das triplicatas utilizando CLAE, foi de
©,442 + 0,012 g’/kg, correspondendo ao valor teorico dos 3 ovos
adicionados na massa.

Portanto, o método colorimétrico utilizado pelos laborato-
rios de fiscalizag3o (IAL), como indicador da presenga de ovo su-
perestimou os valores de colesterol e, consequentemente, a quan-
tidade de ovo nas massas. Com o intuito de se obter uma alterna-
tiva, utilizando ainda um método colorimétrico, o de Bohac et al
foi realizado e os resultados obtidos ndo diferiram significati-
vaﬁente a nivel de 5% do IAL. Assim, € evidente a necessidade de
que a metodologia oficial seja modificada a fim de se obter re-

sultados semelhantes ans dos CLAE.



CONCLUSGES

0 meétodo colorimétrico de Bohac et al. mostrou ser confiavel

para a determinacio de colesterol em carnes, com recuperagao

em media de 94%.

Para carne de frango o teor de colesterol, nas diferentes por-
cdes, apresentou valores crescentes para carne branca, carne

escura e pele.

Ac perdas pelo cozimento na carne de frango (assado) foram in-
significantes a nivel de 5% para a pele, ocorrendo uma perda
significativa de aproximadamente 8 e 14% para carne branca e

escura, respectivamente.

Pequenas variagoes no teor de colesterol foram encontradas en-
tre marcas de carne de frango devidao, provavelmente, as dife-

rengas de matriz e alimentacio.

Entre os cortes de carne suina crua analisados, bisteca, lam-
binho, pernil e tpucinho, n3o houve diferenga significativa a
nivel de 5¥%.

0 cozimento n3o rcausou perdas significativa a nivel de S% para
bisteca e toucinho; lombinho e pernil sofreram perdas signifi-

cativas em torno de 12 e 19%, respectivamente.
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Entre o0s cortes de carne bovina crua analisados, contrafile,
cox3o duvo, coxao mole, misculo e peito, também n3o houve di-

ferenca significativa a nivel de S¥%.

0 cozimento causou perdas significativas de 14% no contrafile
frito e 16% no musculo cozido.

Embora as carnes bovinas cruas continham ligeiramente mais co-
lesternl que as suinas, n3o houve diferenga significativa, en-
tre as duas, em todos os cortes analisados. As concentracoes

de colecsternl obtidas para carne de frango cru foram maiores.

N3ao houve diferenga significativa nos teores de colesternl de
ovns obtidos pelo método colorimétrico de Bohac et al e CLAE,
que mostraram ser confidveis. J3a o método do IAL superestimou

os resultados.

0 teores de colesterol encontrado em ovo com casca branca e
vermelha por CLAE, n3o diferiram significativamente a nivel

de 5%.

0 metodo por CLAE para determinac3o do colesterol em massas
mostrou ser confiavel. 0Os valores de colesternol obtidos nas
massac analisadas foram menores que 0 minimo exigido pela le-

gislag3ao vigente.

D métodos colorimétricos do IAL e Bohac et al. superestima-

ram o0 teor de colesterol em massas, nio sendo recomendaveis

para analicse de fiscalizag¢io.
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