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Resumo Geral i

RESUMO GERAL

Considerando que o colesterol € um esterol largamente distribuido no reino
animal, susceptivel a oxidagao quando exposto ao ar, a temperaturas elevadas,
luz, radiag&o ou a combinacdo destes fatores, pode ocorrer a formag&o de varios
produtos de oxidagdo, tais como: 25-hidroxicolesterol; colestan-3p-5a-6B-triol;
5,6a-epoxicolesterol; 5,6B-epoxicolesterol; 7a-hidroxicolesterol; 7B-
hidroxicolesterol; 7-cetocolesterol e colesta4,6-dien-3-ona. Estes compostos sdo
considerados mais aterogénicos do que o proprio colesterol na formacao de
placas ateroscleréticas.

A oferta de carne de peru tem aumentado muito nos ultimos anos com a
suposta caracteristica de apresentarem baixos teores de colesterol, lipidios totais
e de acidos graxos saturados. Esses componentes influenciam no nivel de
colesterol sanguineo, sendo que altos niveis € um dos fatores de risco as doengas
cardiovasculares.

Com base nestes fatos, os objetivos do trabalho foram: (1) otimizar e validar
uma metodologia para a determinacéo simultanea, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), de dxidos de colesterol e colesterol em carne de peru; (2)
determinar os teores de Oxidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e a
composi¢cdo de acidos graxos em carne de peru.

Cinco diferentes lotes de amostras compostas de carne de pery,
constituidos por trés unidades, foram analisados. As amostras foram divididas em:
asa, coxa, peito e pele.

Para a otimizagdo da metodologia para determinag&o simultanea de oxidos
de colesterol e colesterol, foram testados cinco métodos e oito condigbes
cromatogréficas, sendo selecionada a metodologia desenvolvida por SANDER et
al. (1989). As condigbes cromatograficas estabelecidas no presente trabalho
foram: coluna Nova Pak CN HP 300 x 3,9mm, 4um (Watters, USA), fase movel de

hexano/isopropanol (96+4) e detector por conjunto de diodos fixado a 210nm. O
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meétodo foi validado através da recuperagao, coeficiente de variacao, limite de
detecg@o e limite de quantificag&o. A identificagdo do colesterol e seus oxidos foi
feita por comparacdo com o tempo de retencdo do padrdo, espectros de
absorvancia e co-cromatografia, e a confirmacéo por espectros de massas. Foram
identificados dois 6xidos de colesterol (7-cetocolesteol e 7f-hidroxicolesterol),
sendo que o 7-cetocolesterol variou de 0,33 + 0,03 no peito a 7,65 + 0,87ug/g na
pele. Nao foi possivel quantificar o 7f-hidroxicolesterol nas condigGes
estabelecidas no presente trabalho. Os valores de colesterol obtidos para a carne
da asa, coxa, peito e pele foram 46 + 5; 35 + 2; 27 + 3; 81 + 6mg/100g,
respectivamente, sendo significativamente maior na pele e menor no peito.

A partir da mesma extragdo utilizada para analise do colesterol e seus
6xidos (FOLCH et al. 1957), foi determinado o teor de lipidios totais e a
composicdo de acidos graxos. Os teores de lipidios totais para a asa, coxa, peito
e pele foram 09 + 0,4; 1,1 £+ 0,2; 0,5 + 0,1 e 12 + 3g/100g, respectivamente. O
peito apresentou teor significativamente menor de lipidios totais, enquanto que a
pele apresentou teor significativamente maior. A composigéo de acidos graxos foi
realizada por cromatografia gasosa com coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88
(50m x 0,25mm, 0,20um de polietilenoglicol). Os principais &acidos graxos
identificados na asa, coxa e peito foram C18:206, C18:109, C16:0, C1810 e
C20:406, e na pele, além destes, o0 C16:1w7. Os teores de acidos graxos C15:0,
C22:5m03, C22:506 e C22:6w3 nao apresentaram diferenca significativa entre as
amostras analisadas, mas variagdes significativas foram observadas entre asa,

coxa e peito, e principalmente em relacéo a pele.
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INTRODUGAO GERAL

O colesterol € um importante constituinte dos produtos de origem animal,
esta presente em todas as membranas celulares e apresenta fungdes importantes
no organismo humano, pois € a chave intermediaria na produgcdo de acidos
biliares, hormdénios sexuais masculinos e femininos, hormonios adrenocorticais e
participa da sintese da vitamina D3 Porém, esta relacionado com aterosclerose e
doencas cardiovasculares (KEYS, 1970; ANDERSON et al., 1973; REISER, 1978),
que s&o a principal causa de morte no Brasil e em muitos outros paises.

A maior parte do colesterol do organismo, aproximadamente 75%, origina-
se da biossintese, enquanto que apenas 25% ¢é fornecido pela dieta. Quando a
alimentagao € muito rica em colesterol, ocorre um bloqueio da sintese enddgena.
Por outro lado, a reducdo muito acentuada de colesterol pode aumentar sua
fabricacao biolégica.

O NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM (1988) dos EUA
recomenda, para baixar os niveis de colesterol sanguineo dos individuos que se
encontram na faixa de risco (acima de 200mg/dL), a diminuicdo da ingestdo de
lipidios, gordura saturada e colesterol. De acordo com McNAMARA (1990) o
colesterol sanguineo sofre maior influéncia da quantidade de gordura e da
composi¢ao de acidos graxos ingeridos do que do colesterol.

Com base nestes fatos a industria de alimentos tem desenvolvido varias
tecnologias para reduzir a concentragao ou eliminar o colesterol de alimentos
processados ou “in natura”. Estas tecnologias incluem o emprego de substitutos
de gordura animal, a sua extragcdo com solventes, gases e agentes complexantes
e a sua transformacdo em produtos nao-toxicos pela acdo das enzimas. Da
mesma forma, criadores de animais tém tentado, através de dietas, melhoramento
genético e sistemas de criagao reduzir os niveis de colesterol, lipidios totais e
acidos graxos saturados de carnes e de ovos.

O colesterol € um lipidio insaturado muito susceptivel a oxidagao, levando a
formacao de varios produtos de oxidagdo. Embora mais de setenta oxidos de
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colesterol sejam conhecidos, apenas oito tém sido identificados em alimentos, os
quais sao: 25-hidroxicolesterol; colestan-3p3-5a-6p-triol; 5,6a-epoxicolesterol; 5,6p3-
epoxicolesterol; 7a-hidroxicolesterol; 7B-hidroxicolesterol; 7-cetocolesterol e
colesta-4,6-dien-3-ona (FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983; SANDER et al.,
1989). Destes Oxidos, o 25-hidroxicolesterol e o colestan-3p-50-6p-triol s&o
considerados mais citotoxicos (KANDUTSCH et al., 1978; PENG et al., 1979; IMAI
et al., 1980, ANSARI et al, 1982, ADDIS, 1986; KUMAR & SINGHAL, 1991;
KUBOW, 1990).

Alimentos com alto teor de colesterol, como ovos e produtos com ovos; leite
e seus derivados; came e seus produtos processados; quando expostos ao ar, a
temperaturas elevadas, luz, radiacdo, ou a combinacao destes fatores durante o
processamento e o armazenamento podem ser importantes fontes de 6xidos de
colesterol na dieta (SMITH, 1987; HUBBARD et al., 1989).

Recentes relatos demonstram um papel possivelmente maior dos oxidos de
colesterol do que o proprio colesterol na formagdo de placas ateroscleréticas
(PENG & TAYLOR, 1984; HUBBARD et al., 1989; KUMAR & SINGHAL, 1991).
Desta forma a oxidagao do colesterol € considerada um fator de risco para a
saude humana (NOVELLI et al., 1998). Além de serem aterogénicos, os 6xidos de
colesterol estdo associados a varios efeitos biolégicos como mutagenicidade,
carcinogenicidade, citotoxicidade, alteragdo das propriedades das membranas
celulares e inibicdo da atividade da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA) redutase (GUARDIOLA et al., 1996; SEVANIAN & PETERSON, 1986;
KUBOW, 1990; HUBBARD et al., 1989).

No Brasil, existem poucos trabalhos integrados sobre colesterol, lipidios
totais e acidos graxos em alimentos e inexistem trabalhos integrados com estes
componentes e oxidos de colesterol. Foi encontrado apenas um trabalho sobre
oxidos de colesterol em amostra de charque consumidas no Brasil (TORRES et
al., 1989) realizado, porém, nos Estados Unidos. SANDER et al. (1989) realizaram
um trabalho sobre éxidos de colesterol em varios produtos alimenticios, entre os

quais foram analizas duas amostras de carne de peru liofilizada.



el

Introdugéo Geral

Sendo o colesterol predominante nos produtos de origem animal e
considerando o seu alto consumo, a carne € um alimento que deve ser
investigada. Embora seu teor de colesterol seja menor, quando comparada com
ovos e frutos do mar, os teores de lipidios e gordura saturada sdo maiores. A
oferta de came de peru tem aumentado muito nos dltimos anos com a suposta
caracteristica de apresentarem baixos teores de colesterol, lipidios totais e acidos
graxos saturados. Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar e validar uma
metodologia para a determinacdo simultanea, por CLAE, de 6xidos de colesterol e
colesterol em carne de peru; e, determinar o teor de colesterol, 6xidos de

colesterol, lipidios totais e a composicao de acidos graxos em carne de peru.
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RESUMO

O colesterol € um importante constituinte dos alimentos de origem animal, o
gual pode sofrer oxidagdo sob varias condi¢des, principalmente durante o
processamento e a estocagem. Esta revisdo aborda basicamente os mecanismos
de oxidacao do colesterol e os métodos de andlise para a determinagdo de éxidos
de colesterol.

SUMMARY

Cholesterol is an important constituent of food of animal origin which can be
subject to oxidation under various conditions, mainly during processing and
storage. This review discusses principally the mechanisms for cholesterol oxidation
and the methods for the determination of cholesterol oxides.

1 - INTRODUGAO

O colesterol apresenta fungdes importantes no organismo, pois esta
presente em todas as membranas celulares, € a chave intermediaria na sintese de
acidos biliares, hormonios e participa da sintese da vitamina Da.

O colesterol pode sofrer oxidagao sob varias condicdes, como a exposi¢ao
do mesmo ao ar, a temperaturas elevadas, iniciadores de radicais livres, luz ou a
combinacdo destes (SMITH, 1987). Os principais 0xidos de colesterol encontrados
em alimentos sdo: 25-hidroxicolesterol, colestan-3B-5a-6B-triol, 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7f-hidroxicolesterol, 7-
cetocolesterol e colesta-4,6-dien-3-ona (FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983).
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Os produtos da oxidagao do colesterol apresentam, possivelmente, um
papel maior no desenvolvimento de placas ateroscleréticas do que o proprio
colesterol (PENG & TAYLOR, 1984; HUBBARD et al., 1989;: KUMAR & SINGHAL
1991), bem como outros efeitos bioldgicos: citotoxicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade, alteragdes nas propriedades das membranas celulares e inibigcao
da atividade da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) redutase
(GUARDIOLA et al., 1996).

A determinacdo de éxidos de colesterol em produtos alimenticios pode ser
realizada por uma variedade de metodologias, tais como: cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE). Destas, a CLAE apresenta maior aplicagdo pela vantagem
de ser realizada a frio, evitando assim a formagao de artefatos. No entanto, esta
analise ndo € uma tarefa muito facil devido a necessidade de eliminagcdo dos
interferentes e da concentragdo dos oxidos na amostra, uma vez que quando
presentes, encontram-se em pequenas quantidades.

O objetivo deste trabalho foi fazer uma breve revisao sobre 0s mecanismos
de oxidagao do colesterol e os métodos de analise para a determinagao de oxidos

de colesterol.

2 - COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTETOL

O colesterol é definido como um lipidio derivado ou lipidio esterdide e sua
estrutura basica €& a dos esterdis (Figura 1) conhecida como
ciclopentanoperidrofenantreno. Esta nomenclatura é dada devido aos anéis 1, 2 e
3 que correspondem a estrutura dos fenantrenos e ao anel 4 que é um
ciclopentano. A denominagao peridro € devido a substituicdo do hidrogénio do
carbono 3 por um grupo hidroxila. Os hidrogénios das posi¢coes 10 e 13 sé&o
substituidos por grupos metilas e o da posi¢éo 17 por um grupo R (CgH17), 0 qual

forma a cadeia lateral. O colesterol esta presente em todas as membrans
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celulares, & a chave intermediaria na producdo de acidos biliares, horménios
sexuais masculinos e femininos, hormoénios adrenocorticais e participa da sintese
da vitamina Ds Porém, esta relacionado com aterosclerose e doencas
cardiovasculares (KEYS, 1970; ANDERSON ef a/.,1973; REISER,1978), que s&o a

principal causa de morte no Brasil e em muitos outros paises.

zh 22
C
3\"'zo } 4
CH ]
mi 31 - 25/C-H3
i2 IT\\ .\‘CH
19 ™ 13 169 i
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T{'\Tno * % -~
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3 3 ®
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Figura 1. Estrutura do colesterol

O colesterol pode sofrer oxidac&o sob varias condigdes, como a exposigao
do mesmo ao ar, a temperaturas elevadas, iniciadores de radicais livres, luz ou a
combinacgao destes (SMITH, 1987). Os principais oxidos de colesterol encontrados
em alimentos sao: 25-hidroxicolesterol, colestan-3B-5a-6B-triol, 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7-
cetocolesterol e colesta-4,6-dien-3-ona (FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983).

Os produtos da oxidagao do colesterol apresentam possivelmente um papel
maior no desenvolvimento de placas ateroscleréticas do que o proprio colesterol
(PENG & TAYLOR, 1984; HUBBARD ef al., 1989; KUMAR & SINGHAL 1991),
bem como outros efeitos biologicos: citotoxicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade, alteracées nas propriedades das membranas celulares e inibicéo
da atividade da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) redutase
(GUARDIOLA et al., 1996).
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3 - AUTOXIDAGAO DO COLESTEROL

A autoxidacao do colesterol € um processo de reagdes em cadeia, baseado
na formag&o de radicais livres, idéntica a autoxidacdo dos lipidios insaturados
(SMITH, 1987).

Relatos indicam que o estado fisico do colesterol influencia nos tipos de
produtos de oxidacdo que sdo formados (BERGSTROM & WINTERSTEINER,
1941; SMITH et al., 1967; SMITH, 1987). Quando o colesterol esta no estado
cristalino (sélido) e na presenga do ar, a reagdo de oxidagao € dirigida para o
arranjo cristalino. As moléculas de colesterol estdo organizadas nas bicamadas
celulares com os grupos 3-hidoxilas justapostos, expondo os sitios ativos. A
autoxidacao do colesterol em solugées aquosas de alcalis € muito mais rapida do
qgue no colesterol esterificado com acidos graxos, e esta € mais rapida quando
submetida a altas temperaturas na presenca do ar ou em solugao com o6leos e
gorduras (SMITH, 1987).

A Figura 2 mostra as posi¢coes da molécula de colesterol que sdo mais
susceptiveis ao ataque do oxigénio (SMITH, 1987). Os compostos predominantes
sdo os originados a partir da oxidagdo do carbono C7, sendo eles: 7a-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 56a-epoxicolesterol; 5,6B-epoxicolesterol;
7-cetocolesterol, colesta-3,5-dien-7-ona e 3B,5a,6B-colestanotriol. A oxidagéo dos
carbonos terciarios C20 e C25 da cadeia lateral do colesterol também pode
ocorrer, originando o 20a-hidroxicolesterol e o  25-hidroxicolesterol,
respectivamente. Dentre os 6xidos de colesterol formados, nos alimentos e em
sistemas biologicos, o 7-cetocolesterol € o de maior predominancia, e os 7a-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e colestanotriol sao produzidos em menor
proporcao (KORAHANI et al., 1982).
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Autoxidacao do Colesterol e estado solido

o estado liquido

vias enzimaticas —»

Figura 2 . Posi¢cbes da molécula do colesterol susceptiveis ao ataque oxidativo.

As moléculas de colesterol sdo partes integrais da bicamada lipidica da
membrana celular e estdo associadas com os fosfolipidios. Como o colesterol
contém uma dupla ligagdo no carbono C5, a formagao de qualquer radical
oxigénio ou radical livre pode iniciar a oxidagao do mesmo (SMITH, 1987).

Os hidroperéxidos formados durante a oxidagdo lipidica dos acidos graxos
podem ser utilizados para a iniciagdo da oxidagdo do colesterol. O alto teor de
acidos graxos poliinsaturados presente nos alimentos pode causar a oxidag&do de
espécies radicais dentro e fora das células. A oxidag&o lipidica é iniciada na
superficie da membrana subcelular. A oxidagdo do colesterol em alimentos e
sistemas biolégicos pode ser intermolecular ou intramolecular. Em sistemas

intermoleculares, o hidrogénio é extraido do colesterol por radicais peroxidos ou
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Oxidos dos &cidos graxos poliinsaturados (fosfolipidios) vizinhos na membrana
celular. Em sistemas intramoleculares, a oxidagdo dos é&cidos graxos ataca a
porcao colesteril das moléculas de éster de colesterol (SMITH, 1987).

O mecanismo de autoxidagéo do colesterol pode ser observado na Figura
3. A autoxidag&o do colesterol é um processo complexo, o qual corresponde &
reacdo do radical 3B-hidroxicolesta-5-en-7-ila, situado sobre o carbono C7 da
molécula do colesterol formado pela exposicdo do mesmo a radiagdo, com o
oxigénio triplet (*0z). O radical C7 peroxila é formado depois pela abstracdo de um
hidrogénio, proveniente por exemplo do colesterol, o qual é transformado em 7a- e
7B-hidroxiperoxicolesterol. Estes dois hidroperéxidos sao os primeiros compostos
identificados da oxidac&do do colesterol. Eles séo formados simultaneamente, mas
o 7B-hidroperdxido € predominante, porque € mais estavel termodinamicamente
(TENG et al, 1973). Em seguida, eles sdo reduzidos a seus 4&lcoois
correspondentes (7a- e 7B-hidroxicolesterol) e em 7-cetocolesterol (SMITH, 1987).
Este ultimo composto pode ser por sua vez degradado termicamente em colesta-
3,5-dien-7-ona (VAN LIER & SMITH, 1968). A reagdo do radical C25 (3B-
hidroxicolesta-5-en-25-ila) com o oxigénio triplet (°0,), conforme o mesmo
mecanismo, origina o radical 3f-hidroxicolesta-5-en-25-peroxila que € em seguida
transformado, pela retirada de um hidrogénio, em 25-hidroperoxicolesterol, que
por sua vez se degrada termicamente em 25-hidroxicolesterol, como produto
predominante. Qutros hidroperoxidos originados a partir da cadeia lateral da
molécula do colesterol tais como os 20a- € 20B-, 24a- € 24p-, 26a- e 26f3-
hidroperoxidos s&o evidentes quando o colesterol é fortemente oxidado pelo ar.
Estes compostos, por outro lado, tém a particularidade de se decomporem através
da quebra da ligacdo B carbono-carbono da cadeia lateral, produzindo substancias
volateis como acetona, acido acético e esteroéis (SMITH, 1987).

Os 5a.,6a- e 5B,6B-epoxicolesterol (5a,6a- e 5B,6B-epoxi-5a-colestan-33-ol)
foram também identificados como produtos da oxidagéo do colesterol pelo ar, mas
seu mecanismo de reacao € mais complexo. Eles ndo sao formados apenas pela
reacdo do colesterol com o oxigénio triplet (°0,), mas sobretudo com diferentes
especies de oxigénio ativas, tais como o perdxido de hidrogénio (H20-), radicais
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hidroxilas (OHe), peroxilas (ROQe), alcoxilas (ROs) e ozdnio (Os) (GUMULKA et
al., 1982). Os 5,6-epdxidos apresentam graus de estabilidade diferentes conforme
o meio e o pH considerados (MAERKER & BUNICK, 1986; KIM & NAWAR, 1993).
Podem ainda ser hidrolisados em 3B,5a,6B-colestanotriol, considerado

particularmente toxico.

Agentes externos
(radiagio, alta
temperatura, luz) +O2
—_— —_—
HO HO HO oo}

colesterol i
radical alil radical peréxido

-_e————— -
HO 5 HO o HO OOH

5,6-epdxido radical alcoxi 7-hidroperéxido

/ N

7-hidréxicolesterol 7-cetocolesterol

Figura 3. Mecanismo de autoxidacdo do colesterol.

Varias sao as espécies ativas de oxigénio que podem desencadear as
reacbes de iniciacdo da autoxidagdo do colesterol produzindo produtos da
oxidagao, os quais podem ser observados na Tabela 1.
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4 - METODOS DE DETERMINAGAO DE OXIDOS DE COLESTEROL

Ha uma grande variedade de metodologias para a determinagédo de oxidos
de colesterol em produtos alimenticios, havendo discrepancia nos resultados e a
quantificacdo € também um grande desafio, especialmente em alimentos contendo
baixos niveis destes compostos, pois o isolamento dos mesmos é frequentemente
impedido pela quantidade de interferentes, tais como: colesterol, triacilgliceridios,
fosfolipidios, etc. (McCLUSKEY & DEVERY, 1993).

Os oxidos de colesterol, formados por autoxidagéao do colesterol, e sua
subsequente instabilidade requerem uma metodologia analitica branda para evitar
a formagao de artefatos, pois a presenga do ar, luz, solventes contendo peroxidos
ou tratamento térmico pode promover a formacado de tais compostos (ROSE-
SALIN et al., 1995).

A separagdo dos produtos da oxidacdo do colesterol tem sido,
anteriormente, realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) (ANSARI &
SMITH, 1979). Esta técnica cromatografica separa alguns compostos como 0s
hidroxicolesterois mas ndo os hidroperoxicolesterois (TENG et al., 1973). Além
disso, ha maior exposigdo das amostras a oxidagdo como resultado da grande
area de superficie e da menor velocidade de eluigdo dos compostos (CSALLANY
et al., 1989).

Nos anos mais recentes, muitos trabalhos tém sido realizados usando a
cromatografia gasosa (CG) para separar os Oxidos de colesterol (FINOCCHIARO
& RICHARDSON, 1983; MISSLER et al., 1985; PARK & ADDIS, 1985,1986a,
1986b,1987; SANDER et al.,1989; NOUROOZ-ZADEH, 1990; YAN & WHITE,
1990), embora eficiente para separar alguns produtos da oxidagéo do colesterol a
CG pode também destruir termicamente o colesterol e os hidroperdxidos
(FINOCCHIARO et al,1984; YAN & WHITE, 1990). A cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massas (CG-MS) é também uma técnica
particularmente eficaz para a confirmagdo dos Oxidos de colesterol (PARK &
ADDIS,1987: OSADA et al., 1993; ROSE-SALIN ef al., 1995). Um outro método
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cromatografico bastante empregado € a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (ANSARI & SMITH, 1979; PENAZZI et al., 1995), porém, a determinagéo
simulténea dos Oxidos de colesterol por CLAE é uma tarefa dificil porque estes

compostos apresentam diferentes comprimentos de onda de absor¢ao na luz

ultravioleta (UV) e apresentam capacidade de resposta em diferentes sistemas de -

detecgdo. Alguns oxidos de colesterol de importancia biolégica como o 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol e o colestan-3p-5a-6B-triol ndo possuem
caracteristicas adequadas de absorgéo na luz UV (ANSARI & SMITH, 1979;
SMITH, 1993; CSALLANY et al.,1989), exigindo determinagées mais complexas.
Alguns autores tém utilizado detector de indice de refracdo, embora seja menos
sensivel que o UV (CHEN, 1994). Na Tabela 2 encontram-se relacionados alguns
trabalhos utilizando CLAE. Observa-se que na maioria deles, independente do
detector usado, a fase movel foi de hexano/isopropanol para coluna de CN.

Chama ateng@o na literatura que os recentes trabalhos utilizam como
técnica de analise CG-MS ou CLAE, sendo este seguido da confirmagdo com
espectrometria de massas (ROSE-SALIN et al., 1996; NIELSEN et al., 1995;
ROSE-SALIN et al., 1995; PENAZZI et al., 1995, OSADA et al., 1993). Acredita-se
que esta pratica deva ser devido a dificuldade na confirmagdo dos compostos
guando realizada apenas pelos tempos de retencdo, espectros de absorvancia e
co-cromatografia.

Varios alimentos de origem animal processados, como produtos de came
(CSALLANY et al., 1989; TORRES et al., 1989, PIE et al., 1991, MAHADEO et al.,
1992; MONAHAN et al., 1992; HWANG & MAERKER, 1993; CHEN et al., 1994),
de ovos (BLACKWELDER & PIKE, 1990; PIE et al, 1990, PRASAD &
SUBRAMANIAN, 1992; LEBOVICS & GAAL, 1992; FONTANA et al., 1992
MORGAN & ARMSTRONG, 1992; PRZYBYLSKI et al., 1993) e de leite ricos em
gorduras (CHAN et al., 1993; FINOCCHIARO et al., 1984, MCCLUSKEY et al.,
1997) foram relatados por conter varios oxidos de colesterol formados durante
certas etapas do processamento.
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RESUMO

O colesterol € um importante constituinte dos produtos de origem animal
sendo susceptivel a oxidagdo. As metodologias mais utilizadas para a
determinacdo de Oxidos de colesterol em alimentos sao a cromatografia em
camada delgada, a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). No presente trabalho foi otimizado e validado um método para a
determinagdo simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Iniciaimente foram testados cinco métodos e oito
condigdes cromatograficas. O método selecionado foi de acordo com SANDER et
al. (1989), permitindo a determinagdo simultanea de colesterol e odxidos de
colesterol e maior economia de solventes, o qual apresentou as seguintes etapas:
extracdo dos lipidios, saponificagao a frio e extragdo da matéria insaponificavel. As
condigbes cromatograficas estabelecidas no presente trabalho foram: coluna Nova
Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um), fase movel de hexano/isopropanol (96+4) e
detector por conjunto de diodos fixado a 210nm. O método foi validado para carne
de peru através da recuperagdo, repetibilidade, limite de detecgdo e limite de
quantificacdo. A identificagdo do colesterol e 6xidos de colesterol foi feita por
comparacdo do tempo de retengdo do padrdo e o da amostra, espectros de
absorvancia e co-cromatografia, e a confirmagéo por espectros de massas. O
método mostrou-se eficiente, exato e preciso, para o colesterol, colesta-4,6-dien-3-

ona, 20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol.
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SUMMARY

Cholesterol is an important constituent of products of animal origin which is
susceptible to oxidation. The analytical techniques most used to determine oxides
of cholesterol in food are thin layer chromatography, gas chromatography and high
performance liquid chromatography. In this work, a method to determine cholesterol
and cholesterol oxides simultaneosly by high performance liquid chromatography
was optimized and validated. Initially five methods and eight chromatographic
conditions were tested. The method of SANDER et al. (1989) was selected because
it allowed the simultaneous determination of cholesterol and cholesterol oxides with
the least amount of solvents. The following stages were carried out: lipid extraction,
cold saponification and extraction of unsaponificable material. The chromatographic
conditions established in this current work were: Nova Pak CN HP 300 x 3,9mm,
4um column; hexanelisopropanol, 96+4, as mobile phase; diode array detector. The
method was validated to turkey meat in terms of recovery, repeatability, detection
limit and quantification limit. The cholesterol and cholesterol oxides were identified
by the retention times compared with those of standards, spiking, and the UV
spectra. The peak purity was ascertained by the UV spectra and confirmed by CG-
MS. The method proved to be efficient, accurate and precise for cholesterol,
cholesta-4 6-dien-3-one, 20a-hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol and, 7-

ketocholesterol.
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1-INTRODUGAO

O colesterol € um importante constituinte dos produtos de origem animal,
pois apresenta fungdes importantes no organismo. Esta presente em todas as
membranas celulares, € a chave intermedidria na sintese de &acidos biliares,
hormonios e participa da sintese da vitamina Ds. Porém, esta relacionado com
aterosclerose e doengas cardiovasculares.

O colesterol € um lipidio insaturado muito susceptivel a oxidagdo, levando a
formagéo de varios produtos de oxida¢do. A autoxidagéo do colesterol pode ocorrer
sob varias condigdes, como a exposicdo do mesmo ao ar, a temperaturas
elevadas, iniciadores de radicais livres, luz ou a combinagéo destes (SMITH, 1987).
Os principais oxidos de colesterol encontrados em alimentos sdo: 25-
hidroxicolesterol, colestan-3p-5a-6B-triol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol,
7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e colesta-4,6-dien-3-ona
(FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983).

Os produtos da oxidagao do colesterol apresentam possivelmente um papel
maior no desenvolvimento de placas ateroscleréticas do que o proprio colesterol
(PENG & TAYLOR, 1984; HUBBARD et al., 1989; KUMAR & SINGHAL 1991), bem
como outros efeitos biologicos indesejaveis: citotoxicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade, alteragdes nas propriedades das membranas celulares e inibigdo
da atividade da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) redutase
(GUARDIOLA et al., 1996).

Ha uma grande variedade de metodologias para a determinagdo de oxidos
de colesterol em produtos alimenticios, no entanto, & observado discrepancia nos
resultados. A quantificacdo € também um grande desafio, especiaimente em
alimentos contendo baixos niveis destes compostos, pois o isolamento dos
mesmos € frequentemente dificultado pela quantidade de interferentes, tais como:
colesterol, triacilgliceridios, fosfolipidios, etc. (McCLUSKEY & DEVERY, 1993).

A separagcdo dos produtos da oxidagdo do colesterol foi inicialmente
realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) (ANSARI & SMITH, 1979).
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Esta técnica cromatografica separa alguns compostos como os hidroxicolesterois
mas nao os hidroperoxicolesterois (TENG ef al, 1973). Além disso, ha maior
exposicado das amostras a oxidacdo como resultado da grande area de superficie e
da menor velocidade de eluicdo dos compostos (CSALLANY et al., 1989).

Recentemente, muitos trabalhos tém sido realizados usando cromatografia
gasosa (CG) para separar os oOxidos de colesterol (FINOCCHIARO &
RICHARDSON, 1983; MISSLER et al, 1985, PARK & ADDIS, 1985,19863,
1986b,1987; SANDER et al.,1989; NOUROOZ-ZADEH, 1990; YAN & WHITE,
1990). Embora tenha sido eficiente para separar alguns produtos da oxidagao do
colesterol, a CG pode também destruir termicamente o colesterol e os
hidroperéxidos (FINOCCHIARO et al.,1984; YAN & WHITE, 1990). A cromatografia
gasosa com espectrometria de massas (CG-MS) é também uma técnica
particularmente eficaz para a confirmagdo dos o6xidos de colesterol (PARK &
ADDIS,1987; OSADA et al., 1993; ROSE-SALIN et a/,, 1995). Um outro método
cromatografico bastante empregado € a cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) (ANSARI & SMITH, 1979; PENAZZI et al., 1995), porém, a determinacao
simultanea dos oxidos de colesterol por CLAE € uma tarefa dificil, porque alguns
compostos apresentam diferentes comprimentos de onda de absorgdo na luz
ultravioleta (UV), enquanto outros oxidos de importancia biolégica como o 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol e o colestan-3p-5a-6B-triol nac possuem
caracteristicas adequadas de absor¢do na luz UV (ANSARI & SMITH, 1979;
SMITH, 1993; CSALLANY et al.,1989), exigindo determinagdes mais complexas.
Alguns autores tém utilizado detector de indice de refragdo, embora tenha menos
sensibilidade que o UV (CHEN et al., 1994).

A formagado dos oxidos de colesterol por autoxidagdo do colesterol e sua
subsequente instabilidade requer uma metodologia analitica branda para evitar a
formacdo de artefatos. A presenga do ar, luz, solventes contendo perdxidos ou
tratamento térmico pode promover a formagao de tais compostos (ROSE-SALIN et
al., 1995).

Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar e validar uma metodologia por
CLAE para a determinagdo simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol em
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carne de peru. Esta ndo € uma tarefa facil, considerando todos os cuidados que
devem ser tomados durante as etapas analiticas para n&o haver formacdo de
artefatos durante a andlise.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material e Reagentes

Para a validagéo e otimizag@o do método, foram utilizadas amostras de peito
e de coxa de peru. As amostras foram adquiridas em supermercados de Campinas
e imediatamente analisadas, no periodo de margo a julho de 1999. As amostras
foram limpas e tiveram suas gorduras visiveis removidas. Foram ent&o trituradas e
homogeneizadas em multiprocessador até obtencdo de uma massa homogénea.
Subamostras de 50g foram tomadas para analises em duplicata.

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

Todos os solventes usados para a extracdo e preparo da amostra foram
grau P.A. e para andlise cromatografica foram grau cromatografico, os quais foram

filtrados e degaseificados em ultra-som antes do uso.

2.2 - Métodos

A extracao dos lipidios foi realizada pelo método de FOLCH et al. (1957).

Para a determinacdo simultanea de colesterol e Oxidos de colesterol em
carne de peru por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram testados
varios métodos de saponificagdo e extracdo da matéria insaponificavel.

Os procedimentos testados encontram-se nas Figuras 1, 2, 3, 4 e 5.
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METODO 1

Tomar 20mL do extrato lipidico e secar sob N»
¥
Adicionar 20mL de KOH 1M em metanol e agitar por uma noite a 37°C
J
Adicionar 10mL de Na,S04 0,47M e 25mL de éter etilico para extracdo da matéria
insaponificavel
)
Lavar com 5mL de KOH 0,5M em metanol e 3x5mL de agua destilada
3
Filtrar com Na,S0O4anidro e lavar com 25mL de éter etilico
2
Secar sob N»
1

Dissolver em 2mL de hexano/isopropanol (95+5)

)
CLAE

Figura 1. Fluxograma da determinag@o simultanea de colesterol e Oxidos de
colesterol de acordo com o método de SARANTINOS et al. (1993).
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METODO 2

Tomar 20mL do extrato lipidico e secar sob N>
2
Adicionar 1mL de acetato de etila/metanol (1+1) para reduzir a viscosidade

A
Aplicar em sep-pak C18

Eluir com 1mL de acetato de Eluir com 10mL de metanol e 6mL de
etila/metanol (1+1) acetato de etila/metanol (1+1)

2 e

Colesterol Oxidos de colesterol
\ \

Secar sob N2 Secar sob N2

\ J

Dissolver em 2mL de Dissolver em 2mL de

hexano/isopropanol (95+5) hexano/isopropanol (95+5)
A A
CLAE CLAE

Figura 2. Fluxograma da determinacdo de colesterol e Oxidos de colesterol de
acordo com o método de CHEN et al. (1994).
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METODO 3

Pesar 2g de amostra

2
Adicionar 10mL de KOH 1M em metanol e agitar & temperatura ambiente / noite

\A

Extrair a matéria insaponificavel com 3x15mL de éter etilico
1

Lavar com 20mL de KOH 0,5M e 3x20mL de Na;S040,47M
2

Filtrar com Na>;SO4 anidro e secar sob N2
2
Dissolver em 1mL de hexano/acetato de etila (95+5)

X

Aplicar em cartucho de aminopropil

2 Sy

Eluir com 6mL de hexano/acetato de Eluir com 10mL de acetona
etila (95+5)
¢ J
Colesterol Oxidos de colesterol
& 8
Secar sob N» Secar sob N»
& 4
Dissolver em 2mL de Dissolver em 2mL de
hexano/isopropanol (95+5) hexano/isopropanol (85+5)
CLAE CLAE

Figura 3. Fluxograma da determinacéo de colesterol e oxidos de colesterol de
acordo com o método de PARK & ADDIS et al. (1986a).
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METODO 4

Tomar 20mL do extrato lipidico e secar sob N»

\

Adicionar 10 mL de KOH 1M em metanol e agitar a temperatura ambiente por 15

horas
v
Extrair a matéria insaponificavel com 5x30mL de éter etilico

3

Lavar com 20mL de KOH 0,5M e 20mL de agua destilada até o desaparecimento

de cor com fenolftaleina

A

Filtrar com Na>S0O4 anidro
2
Secar sob N»
1
Dissolver em 2mL de hexano/isopropanol (90+10)

A
CLAE

Figura 4. Fluxograma da determinagdo simultanea de colesterol e Oxidos de

colesterol de acordo com o método de NOVELLI et al. (1998).
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METODO 5

Tomar 20ml do extrato lipidico e secar sob N>
!
Adicionar 10mL de KOH 1M em metanol e agitar a temperatura ambiente por 18 a
20 horas
\)
Extrair a matéria insaponificavel com 3x10mL de éter etilico e lavar com SmL de
KOH 0,5M e 2x5mL de agua destilada
\
Filtrar com Na,SO4 anidro e lavar com mais 10mL de éter etilico
v
Secar sob N
)
Dissolver em 2mL de hexano/isopropanol (80+10)
$
CLAE

Figura 5. Fluxograma da determinagdo simultanea de colesterol e Oxidos de
colesterol de acordo com SANDER et al. (1989).

Foram testadas também varias condigdes cromatograficas utilizando um
cromatografo liquido (Schimadzu) com sistema binario de solventes (LAD 10),
valvula "Rheodyne" com alga de amostragem de 20ul, detector por conjunto de
diodos (M 10 A) e software (CLASS - LC 10). Os espectros de absorvancia foram
tirados entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram registrados a 210nm.

As condigdes cromatograficas testadas estdo relacionadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Condigbes cromatograficas testadas.

Condicao Coluna Colunade Temp. da Fase Vazao
Guarda  coluna (°C) movel (mL/min)
a Microsorb
Cc18 acetonitrila/
(Rainin) Sem 35 agua 1,5
100X4,6mm; 90+10)
3um
b Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, acetonitrila/
125x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 0,8
S5um S5um (70+30)
c Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, acetonitrila/
125x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 12
Sum S5um (82+18
d Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, hexano/
250x4mm,; 4x4mm; 35 isopropanol 1,5
Sum 5um (90+10)
e Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, hexano/
250x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 1,0
5um S5um (90+10)
f Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, hexano/
250x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 1,0
5um Sum (95+5)
g u-Porasil
(silica) hexano/
250X4,6mm; Sem a5 isopropanol 1,0
5um (97+3)
h Nova Pak Hypersil
CN HP BDS CN, hexano/
300x3,9mm; 7,5x46mm; 32,35e40 isopropanol 1,0
4um S5um (96+4)
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A identificac&o dos picos do colesterol e dos éxidos de colesterol foi feita por
comparagao dos tempos de retengdo do padrdo e o da amostra, por co-
cromatografia e espectros de absorvancia. Cromatogramas e espectros de
absorvancia caracteristicos podem ser observados nas Figuras 1 a 12 do Anexo 1.

A confirmag&o da identidade de cada pico foi realizada por cromatografia
gasosa com espectrometria de massas (CG-MS), usando um CG modelo HP 6890
acoplado a um MS HP 5973. A temperatura de interface foi de 320°C e a energia
de impacto de elétrons foi de 70eV. Injetor splitless a 290°C, coluna capilar de silica
fundida HP-5MS (30m x 0,25mm; espessura do filme 0,25um) com temperatura
programada: temperatura inicial 110°C/2min, elevou-se para 235°C numa escala de
40°C/min, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos, apoés elevou-se a
temperatura a 310°C/5min numa escala de1°C/min. O fluxo do gas de arraste
(hélio) foi de 0,7mL/min. Os padrdes de colesterol e de 6xidos de colesterol e as
amostras foram derivatizados de acordo com o método de SCHMARR et al. (1996).

A quantificagdo do colesterol e de seus produtos da oxidagao foi feita por
padronizacao externa. As curvas padrao encontram-se no Anexo 2.

A recuperacdo do método selecionado foi feita adicionando-se 80ug de
colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e 7-
cetocolesterol em carne de peito de peru.

O limite de detecgao e o limite de quantificacdo para os oxidos de colesterol
foram calculados de acordo com CHAIRMAN et al. (1983). A média do desvio
padrao de dez repeticdes multiplicado por trés é igual ao limite de deteccao e
multiplicado por dez é igual ao limite de quantificacao.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinacdo simultanea por CLAE de colesterol e Oxidos de
colesterol em carne de peru, foi escolhido o método 5, de acordo com SANDER et
al. (1989), que possui as seguintes etapas: extragdo dos lipidios de acordo com
FOLCH et al. (1957), saponificacéo a frio e extragdo da matéria insaponificavel com
eter etilico. Este método foi o que apresentou melhor resultado, permitindo a
determinacao simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol e a utilizagdo de um
menor volume de solventes. A unica modificacao realizada no método foi a troca
por uma aliquota maior do extrato lipidico, sendo 100mL para a asa e 50mL para
as demais amostras. Nos métodos 2 e 3, que supostamente separa o colesterol e
os Oxidos de colesterol, nas condicoes testadas isto ndo ocorreu, verificando-se
gue nao havia a separagao total do colesterol bem como dos éxidos de colesterol.
Além disso, para a determinacdo do colesterol e dos oxidos de colesterol seria
necessario duas injegcdes no CLAE, o que consumiria muito tempo. Uma outra
inconveniéncia observada no método 3 foi a pequena quantidade de amostra
utilizada, dificultando a quantificagédo dos compostos da oxidagao do colesterol,
pois estes, quando formados, encontram-se em baixas concentracées. Nos
métodos 1 e 4, embora muito parecidos entre si, e com o método escolhido,
observou-se a formag¢ao de uma emulsdo compacta dificultando a separacao das
fases. Uma outra desvantagem do método 4 foi o grande consumo de solventes.

Para a determinacdo simultanea por CLAE de colesterol e oxidos de
colesterol, a condicdo cromatografica que apresentou melhor resultado, ou seja,
maior seletividade, resolucdo e eficiéncia foi usando uma coluna de guarda
Hypersil BDS CN 7,5 x 4,6mm, S5um; coluna Nova Pak CN HP, 300 x 3,9mm, 4um
(Watters, USA); temperatura da coluna de 32°C: fase movel composta de
hexano/isopropanol (96+4) com vazao de 1,0mL/min.

Os resultados para os testes de recuperagao, limite de detecgao e limite de
quantificacéo realizados para os 6xidos de colesterol pelo método inteiro, ou seja,
extracdo dos lipidios segundo FOLCH et al. (1957), saponificagdo, extragcao da
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matéria insaponificavel e determinacdo por CLAE, encontram-se na Tabela 3.

Observa-se também a repetibilidade do método através do coeficiente de variagdo.

Tabela 3. Taxas de recuperacéo, limite de detecgcao e limite de quantificacao dos

6xidos de colesterol em amostras de peito de peru pelo método estabelecido.

Oxidos de % DP Limite de  Limite de
colesterol n Recupera- % CV Deteccdo Quantificagao
adicionados céo (ng/Q) (ng/9)
(80ug)
colesta-4,6- 10 82,75 0,08 0,03 0,24 0,80
dien-3-ona
20c-hidroxi- 10 81,13 0,05 0,07 0,15 0,50
colesterol
25-hidréxi- 10 70,44 0,05 0,05 0,15 0,50
colesterol
7-ceto- 10 78,00 0,08 0,02 0,24 0,80
colesterol

n = numero de repetigcdes
DP = desvio padrao
CV = coeficiente de variagao

O resultado obtido para a recuperagdo do 7-cetocolesterol (78%) foi inferior
aos valores obtidos por CSALLANY et al. (1989) e NIELSEN et al. (1995), os quais
encontraram 88% e 98%, respectivamente. CSALLANY et al. (1989) encontraram
uma recuperagdo de 93% para o 25-hidroxicolesterol. De acordo com estes
autores, como a quantidade dos oxidos € muito pequena, altas recuperagdes
podem ndo ser encontradas. CSALLANY et al. (1989) trabalharam em dois niveis
de concentragdo, os quais variaram de 2,5 a 20ug, enquanto que NIELSEN et al.
(1995) realizaram apenas um nivel de concentragdo, sendo 40ug.

Os limites de detecgao encontrados para os 6xidos de colesterol no presente
trabalho foram inferiores aos valores obtidos por ROSE-SALIN et al. (1993), cujos
limites para o 20a-hidroxicolesterol e para o 25-hidroxicolesterol foram 1ug/g e

para o 7-cetocolesterol 0,9ug/g. Valores maiores também foram obtidos por
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CSALLANY et al. (1989), que encontraram para o 25-hidroxicolesterol, 2,2ug/g e
para o 7-cetocolesterol, 0,38ug/q.

A repetibilidade do método foi excelente, com coeficiente de variagdo
variando de 0,02 para o 7-cetocolesterol a 0,07% para o 20c-hidroxicolesterol.
Esses resultados sdo inferiores aos obtidos por PENAZZI et al. (1995), os quais
encontraram 3,9 e 3,7% para dois métodos utilizando CLAE. ROSE-SALIN et al.
(1993) consideram que obtiveram boa repetibilidade com valores para coeficiente
de variacao de 0,5 a 1,2% nos compostos testados (25-hidroxicolesterol, 20a-
hidroxicolesterol, colestan-3p,5a-diol-6-ona, 7o-hidroxicolesterol, 7B-
hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol).

Através do conjunto de parametros: comparagdo dos tempos de retengao
do padrdo e o da amostra, co-cromatografia e espectros de absorvancia,
identificou-se o colesterol e os seguintes Oxidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-
ona, 20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, e 7pB-
hidroxicolesterol. Nas amostras analisadas, apenas o colesterol, o 7-cetocolesterol
e o 7B-hidroxicolesterol foram confirmados por espectrometria de massas, os quais
encontram-se nas Figuras 1, 2 e 3 do Anexo 3. Nao foi possivel quantificar o 7f3-
hidroxicolesterol nas condigdes cromatograficas estabelecidas no presente
trabalho.

Como o colesterol no método selecionado eluiu préximo ao pico do solvente,
realizamos uma comparacao entre duas condi¢cdes cromatograficas (A e B). Sendo
a condicdo A, a do proprio método, e a condicdo B, segundo BRAGAGNOLO &
RODRIGUEZ-AMAYA (1997), onde o colesterol eluiu separado de qualquer
interferente. O método de acordo com BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA
(1997), é rotineiramente utilizado no laboratdrio do Centro de Quimica de Alimentos
& Nutricdo Aplicada do Ital para a determinagdo de colesterol em diversas
amostras, cujo limite de detecgdo é 0,3mg/100g. Este método foi validado
utilizando-se o material padrao de referéncia de carne homogeneizada (SRM 1546)
e o valor obtido foi de 0,69 + 0,01g/Kg, semelhante ao valor declarado no
certificado (0,750 + 0,072g/Kg).
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Os resultados de colesterol obtidos nas duas condi¢cdes cromatogréficas
foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) a nivel de 5% e nao
apresentaram diferenca significativa (p>0,05), os quais estdo relacionados na
Tabela 2. Portanto, foi possivel a determinagdo simultanea do colesterol e oxidos

de colesterol pelo método escolhido neste trabalho.

Tabela 2. Comparagédo entre duas condigdes cromatograficas (A e B) para a

determinagao de colesterol (mg/100g), por CLAE, em carne de coxa e peito de

peru.
Amostra A B
1 246 a 29,32 a
2 278 a 31,21 a
3 269 a 28,85 a
4 17,5 a 20,88 a
5 258a 30,59 a
6 26,3 a 31,66 a
7 236 a 27,19 a
8 285a 34,37 a
9 236 a 29,19 a
10 216a 22,10 a
11 275a 32,77 a
12 235a 26,69 a
13 235a 27,03 a

A: (coluna Nova Pak CN HP, 300 x 3,9mm, 4um; temperatura da coluna, 32°C;
coluna de guarda, Hypersi BDS CN 7,5 x 46mm, 5um; fase movel,
hexano/isopropanol (96+4); vazao, 1,0mL/min).

B: (coluna, Lichrospher 100 RP 18, 250 x 4mm, S5um; temperatura da coluna, 35°C:
coluna de guarda, Lichrospher 100 RP 18, 4 x 4mm, 5um; fase movel,
acetonitrila/isopropanol (82+18); vazao, 1,2mL/min).

Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa
ao nivel de 5%.
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4 - CONCLUSAO

O método mostrou-se eficiente, exato e preciso, para o colesterol e seus
oxidos: colesta-4,6-dien-3-ona, 20«-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e 7-

cetocolesterol.
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RESUMO

Foram determinados em carne de peru, a partir da mesma extragcao, os
oxidos de colesterol, colesterol, lipidios totais e a composicao de acidos graxos,
componentes alimenticios que influenciam no nivel de colesterol sanguineo. A
carne de peru foi dividida em asa, coxa, peito e pele. A extracao e a determinacao
do teor de lipidios foram realizadas de acordo com o método de FOLCH et al.
(1957). O colesterol e os oOxidos de colesterol foram determinados
simultaneamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna CN (300
x 3,9mm, 4um), detector por conjunto de diodos fixado a 210nm e como fase
movel hexano/isopropanacl (96 + 4) a 1,0mL/min. A composicéo de acidos graxos
foi realizada por cromatografia gasosa com coluna capilar de silica fundida CP-SIL
88 (50m x 0,25mm, 0,20um de polietilenoglicol). Foram identificados dois 6xidos
de colesterol (7-cetocolesteol e 7B-hidroxicolesterol), sendo que o 7-cetocolesterol
variou de 0,33 + 0,03 no peito a 7,65 + 0,87ug/g na pele. Nao foi possivel
quantificar o 7B-hidroxicolesterol nas condi¢ées estabelecidas no presente
trabalho. Os teores de lipidios totais (g/100g) e de colesterol (mg/100g) para a
carne da asa, coxa, peito e pele foram09+04e46+5;1,1+02e35+2,05=
0,1e27 +£3; 12 + 3 e 81 £ 6, respectivamente. O peito apresentou menor teor de
colesterol e lipidios totais, enquanto que a pele apresentou teores maiores. Os
principais acidos graxos identificados na asa, coxa e peito foram C18:2w6,
C18:109, C16:0, C18:0 e C20:406, e na pele, além destes, C16:1w7. Os teores de
acidos graxos C15:0, C22:5@3, C22:506 e C22:603 nao apresentaram diferenga
significativa nas amostras analisadas, mas variacbes significativas foram

observadas entre asa, coxa e peito, e principalmente em relagao a pele.
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SUMMARY

Cholesterol oxides, cholesterol, total lipids and the composition of fatty
acids, food components which influence the blood cholesterol level, were
determined from the same extract of turkey meat. The wing, leg, breast and skin
were separated. Extraction and determination of total lipid were carried out
according to FOLCH et al (1957). The cholesterol and cholesterol oxides were
determined simultaneously by high performance liquid chromatography (CN
column; hexanefisopropanol, 96+4, as mobile phase; diode array detector) and the
fatty acid composition by gas chromatography (SP-SIL 88 fused silica capilary
column, H», as carrier gas, flame ionization detector). Two cholesterol oxides, 7-
ketocholesterol and 7B-hydroxycholesterol, were identified by mass spectrometry,
with 7-ketocholesterol varying from 0,33 + 0,03 in the breast and 7,65 + 0,87ug/g in
the skin. It is not possible to quantity 78-hydroxycholesterol in the present work.
The total lipid (g/100g) and the cholesterol contents (mg/100g) for the wing, leg,
breast and skinwere 0,9 + 04 and 46 +5; 1,1 +0,2and 35+2;0,5+0,1 and 27 £
3: 12 + 3 and 81 + 6, respectively. The breast presented lower and the skin higher
total lipids and cholesterol content. The main fatty acids identified in the wing, leg
and breast were C18:206, C18:109, C16:0, C18:0 and C20:406 and, in the skin,
C16:107 as well. The fatty acids C15:0, C22:503, C22:506 e C22:6w3 did not
present a significant difference among the analysed samples, but variations were

observed when comparing the wing, leg and breast, and especially the skin.
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1 - INTRODUGAO

A relagdo entre dieta e saude estd amplamente difundida e os
consumidores, cada vez mais, levam em consideragao a qualidade dos produtos
quando fazem sua op¢ao de compra.

O colesterol € um esterol largamente distribuido no reino animal, sendo um
componente essencial das membranas celulares (SCHMARR et al., 1996). E um
alcool insaturado, insoltvel em agua e suscgptivel a oxidacao (BOSINGER et al.,
1993). A instabilidade do colesterol durante 0 armazenamento é conhecida desde
1900 (SCHULZE & WINTERSTEIN, 1904).

Alimentos com alto teor de colesterol, como, ovos e produtos com Ovos;
leite e seus derivados; carne e seus produtos processados; quando expostos ao
ar, a temperaturas elevadas, luz, radiagdo ou a combinagao destes fatores
durante o processamento € 0 armazenamento podem ser importantes fontes de
oxidos de colesterol na dieta (SMITH, 1987), que podem estar associados com 0
desenvolvimento de varios efeitos biolégicos indesejaveis como aterogenicidade,
mutagenicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade e inibicdo da atividade da
enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) redutase (HUBBARD et al.,
- 1989). Estes compostos sé@o possivelmente os iniciadores da formagéo de placas
aterosclerdticas.

Doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no Brasil e em
muitos outros paises. Para minimizar esta situag@o, cardiologistas, clinicos gerais
e nutricionistas recomendam uma dieta equilibrada, ou seja, com baixo teor de
colesterol, lipidios totais e acidos graxos saturados e maior taxa de acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados.

Os acidos graxos saturados sdo considerados hipercolesterolémicos, e os
mais preocupantes, neste sentido, sdo miristico, laurico e palmitico. O acido
estedrico tem fungdo neutra, uma vez que no organismo se transforma
imediatamente em acido oléico (SINCLAIR, 1993). Dos acidos graxos insaturados,

merecem atengdo os acidos graxos trans oriundos do processamento e da
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hidrogenagéo dos dleos e gorduras que sdo considerados mais aterogénicos que
os saturados (LAMBERTSON, 1992). Os acidos graxos poliinsaturados
naturalmente cis s&o tidos como benéficos pois reduzem a agregacao plaquetaria,
reduzem os triacilgliceridios e, consequentemente, reduzem o risco de doengas
cardiovasculares (KINSELLA et al., 1990).

A oferta de carne de peru tem aumentado muito nos dltimos anos com a
suposta caracteristica de apresentar baixos teores de colesterol, lipidios totais e
acidos graxos saturados. No entanto, ha poucas informagdes sobre o conteudo de
colesterol, lipidios totais e composicdo de acidos graxos em carne de peru,
mesmo a nivel internacional. Apenas um trabalho sobre 6xidos de colesterol em
carne de peru foi encontrado, poréem, em carne liofilizada (SANDER et al., 1989).
Portanto, uma analise integrada de todos estes componentes foi realizada em

carne de peru.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material

Foram analisados cinco lotes com diferentes datas de validade de
amostras compostas de carne de peru divididas em: asa, coxa, peito e pele. As
datas de fabricacdo e validade dos lotes analisados encontram-se na Tabela 1.
Cada lote foi representado por trés unidades. As amostras foram adquiridas em
supermercados de Campinas e imediatamente analisadas, no periodo de margo a
julho de 1999.

As amostras de came de peru foram divididas, limpas e tiveram as gorduras
visiveis removidas. Foram entdo trituradas e homogeneizadas em
multiprocessador até obtengédo de uma massa homogénea. Subamostras de 10g
para asa e pele e de 50g para coxa e peito foram tomadas para analises em

duplicata.
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Tabela 1. Datas de fabricagdo e validade das amostras compostas de carne de
peru analisadas.

Amostra 1 2 3 4 5
Data de

Fabricagao 23/11/98 07/10/98 16/10/98 07112/98 10/09/98
Data de

Validade 23/05/00 07/04/00 16/04/00 07/06/00 10/03/00

2.2 — Métodos

Os lipidios foram extraidos como descrito por FOLCH et al. (1957).
Aliguotas do mesmo extrato foram tomadas para a determinacao simultanea de
lipidios totais, por pesagem apés a evaporacao do solvente; 6xidos de colesterol
e colesterol, por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE); e, a composigéao
de acidos graxos por cromatografia gasosa. Os trés métodos estdo sumariamente
descritos na Figura 1.

2.2.1 - Determinacao simultdnea de o6xidos de colesterol e
colesterol

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

Utilizou-se um cromatografo liquido (Schimadzu) com sistema binario de
solventes (LAD 10); valvula “Rheodyne” com alca de amostragem de 20uL; coluna
de guarda Hypersil BDS CN 7,5 x 4,6mm, 5um; coluna Nova Pak CN HP 300 x
3,9mm, 4um; temperatura da coluna de 32°C: fase movel composta de

hexano/isopropanol (96+4) com vazao de 1,0mL/min; detector por conjunto de
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diodos (M 10 A) e software (CLASS — LC 10). Os espectros de absorvancia foram
tirados entre 200 e 400nm e os cromatogramas foram registrados a 210nm.

Todos os solventes usados para a extracdo e preparo da amostra foram
grau P. A. e para andlise cromatografica foram grau cromatogréfico, os quais
foram filtrados e degaseificados em ultra-som antes do uso.

A identificacdo dos picos do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi feita
por comparagdo dos tempos de retengdo do padrdo e o da amostra, por co-
cromatografia e espectros de absorvancia.

A confirmacao da identidade foi realizada por cromatografia gasosa com
espectrometria de massas (CG-MS), usando um CG modelo HP 6890 acoplado a
um MS HP 5973. A temperatura de interface foi de 320°C e a energia de impacto
de elétrons foi de 70eV. Injetor splitless a 290°C, coluna capilar de silica fundida
HP-5MS (30m x 0,25mm; espessura do filme 0,25um) com temperatura
programada: temperatura inicial 110°C/2min, elevou-se para 235°C numa escala
de 40°C/min, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos, apos elevou-se a
temperatura a 310°C/5min numa escala de 1°C/min. O fluxo do gas de arraste
(hélio) foi de 0,7mL/min. Os padroes de colesterol e 6xidos de colesterol e as
amostras foram derivatizados de acordo com o método de SCHMARR ef al.
(1996).

A quantificacé@o do colesterol e de seus produtos da oxidagdo foi feita por
padronizacao externa.

2.2.2 - Determinagao da composig¢ao de acidos graxos

Para a analise dos acidos graxos, uma aliquota do extrato lipidico contendo
aproximadamente 400mg de lipidios, foi seca em rotaevaporador. A saponificagao
e a metilagao foram realizadas de acordo com o método de HARTMAN & LAGO
(1973), usando solucéo de cloreto de amodnia e acido sulfurico em metanol como
reagente de esterificagéo.
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A cromatografia gasosa, para a analise de acidos graxos, foi realizada em
cromatografo PHILIPS, modelo PU 4550, equipado com: injetor split, razdo 100:1:
coluna capilar CP-SIL 88, 50m de comprimento x 0,25mm de diametro interno e
contendo 0,20um de polietilenoglicol; detector por ionizagdo em chama e uma
work station com software BORWIN. As condigbes cromatograficas foram:
temperatura da coluna, 180°C (isotérmica); gas de arraste, hidrogénio numa vazao
de 2,25ml/min; gas “make-up’, nitrogénio a 30ml/min; temperatura do injetor,
270°C:; e temperatura do detector, 300°C.

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada pelo uso em conjunto dos
seguintes parametros: comparagao do tempo de retencdo dos acidos graxos das
amostras e padroes e co-cromatografia de padrées e amostras.

Cromatogramas caracteristicos de cada amostra podem ser observados
nas Figuras 1, 2, 3 € 4 do Anexo 4.
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EXTRAGCAO DOS LIPIDIOS
segundo FOLCH et al. (1957)

Pesar 10g (asa e pele) e 50g (coxa e peito)
Extrair com 200mI de cloroférmio/metanol (2+1)

Tomar 10mL do extrato  Tomar 50mL do extrato 400mg de lipidios
lipidico lipidico e concentrar em
J rotaevaporador Adicionar 5mL de NaOH
Secar sob N ¥ metanolica (2%)
) Adicionar 10mL de KOH
Pesar metandlica 1M e agitara Aquecer em BM a 70°C
l temperatura ambiente por 15min
LIPIDIOS TOTAIS por 18 a 20h {
l Adicionar 10mL de uma
Extrair a matéria solugéo de NH4Cl e
insaponificavel com H.SO4 em metanol
3x10mL de éter etilico e 2
lavar com 5mL de KOH Deixar no BM por
0,5M e 2x5mL de agua 10min
destilada &
i Esfriar e adicionar 2mL
Filtrar com Na,SO04 de éter de petréleo e
anidro e lavar com mais solugao saturada de
10mL de éter etilico NaCl
2 J
Secar sob N3 Injetar a fase superior
d (1ulL)
Dissolver em 2mL de J
fase movel, filtrar e CG
injetar 20uL , i
ACIDOS GRAXOS
CLAE
l
COLESTEROL E
OXIDOS DE
COLESTEROL

Figura 1. Fluxograma para determinagéo de lipidios totais, colesterol, 6xidos de
colesterol e acidos graxos.
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2.3 — Analise estatistica

Para verificar as diferengas entre os cortes de peru (asa, coxa, peito e pele)
os resultados obtidos para colesterol, lipidios totais e acidos graxos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a nivel de 5%.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para colesterol e lipidios totais das amostras de came
de peru analisadas encontram-se na Tabela 2.

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

peru.
Carne de Peru Colesterol Lipidios Totais
M + DP* M = DP*
Asa 46 +5b 0,9+0,4 bc
Coxa 3126 1,1£0,2b
Peito 2F+38d 05+01¢c
Pele 81+t6a 12+3a

* Média e desvio padrao de cinco amostras em duplicata.
Valores na mesma coluna com letras iguais néo apresentaram diferenga significativa ao
nivel de 5%.

Houve diferenga significativa no teor de colesterol entre os cortes de came
de peru analisados. A carne do peito de peru apresentou teor de colesterol
significativamente menor (27 + 3mg/100g), enquanto que na pele foi maior (81
+ 6mg/100g).

O teor obtido para coxa de peru (35 + 2mg/100g) foi semelhante ao
encontrado por PALEARI ef al. (1998), o qual foi de 36,6 + 4,3mg/100g. Valores
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maiores foram encontrados por WONG & SAMPUGNA (1993) que obtiveram 54 +
0,5 na carme branca, 84 + 3,5 na came escura, 87 + 0,5 na pele e 57 +
2,2mg/100g na gordura visivel. As Tabelas de composigado de alimentos também
apresentam valores elevados de colesterol. De acordo com McCANCE &
WIDDOWSON (1994), teores de 49 para carne branca e 81mg/100g para carne
escura e, niveis de 85 para carne branca e 104mg/100g para came escura, de
acordo com FRANCO (1997).

O teor de lipidios totais variou de 0,5 + 0,1 no peito a 12 + 3g/100g na
pele. A carne da asa, da coxa e do peito ndo apresentaram diferenca significativa
no conteudo de lipidios totais. Os valores obtidos foram menores que os
encontrados na literatura. Na Tabela de McCANCE & WIDDOWSON (1994),
teores de 1,1 na came branca e 3,6g/100g na carne escura sdo referenciados.
WONG & SAMPUGNA (1993) encontraram 2,0 + 0,08 na carne branca, 5,1 + 0,04
na carne escura, 39,8 + 0,94 na pele e 68,1 £ 1,11g/100g na gordura visivel.
PALEARI et al. (1998) relataram 3,8 + 0,8g/100g para a coxa de peru. Valores
maiores que estes estdo na Tabela de FRANCO (1997), sendo 7,8 para carne
magra e 13g/100g para carne semigorda.

O 7-cetocolesterol foi o 6xido de colesterol presente em todas as amostras
analisadas. Os resultados encontram-se na Tabela 3. Embora o 7f-
hidroxicolesterol nao foi quantificado, esteve ausente em apenas dois lotes de
peito e um lote de pele.

Tabela 3. Teor de 7-cetocolesterol (ug/g) em carne de peru.

Corte Amostra1 Amostra2 Amostra3 Amostra4 Amostrad
M+ DP* M + DP* M + DP* M + DP* M + DP*

Asa 327+0,27 210+0,17 1,90+0,08 365+044 263+0,05
Coxa 0,87+0,05 069+008 492+020 146+000 161+0,11
Peito 0,33+0,03 2,06+0,12 252+0,14 065+0,00 0,97 +0,09
Pele 1,76 +0,04 593+048 765+087 267+005 1,45+0,10

*Média e desvio padrdo da determinagao em duplicatas.
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Diferentemente do teor de colesterol, o 7-cetocolesterol variou grandemente
entre as amostras, sendo encontrado 0,33 + 0,03 no peito até 7,65 + 0,87ug/g na
pele. Esta variacdo pode estar relacionada com possiveis alteracbes nas
condi¢cbes de estocagem das amostras antes de serem adquiridas e analisadas,
as quais nao se tem conhecimento.

SANDER et al. (1989) realizaram um trabalho sobre 6xidos de colesterol em
varios produtos alimenticios, entre os quais, foram analisadas duas amostras de
carne de peru liofilizadas. Encontraram os seguintes 6xidos de colesterol: 5,6p-
epoxicolesterol (6 e 8ug/g), 5,6a-epoxicolesterol (21 e 7ug/g), 7p-hidroxicolesterol
(18ug/g) e 7-cetocolesterol (8 e 20ug/g). No presente trabalho, o maior teor de 7-
cetocolesterol (7,65ug/g) foi semelhante aoc menor valor encontrado por SANDER
et al. (1989) (8ug/g). Os altos niveis detectados por SANDER et al. (1989) podem
ser atribuidos as condigGes severas da liofilizagdo. Em trabalhos realizados com
outros tipos de carne, o 7-cetocolesterol foi o 6xido de colesterol sempre presente.
Por exemplo, CSALLANY et al. (1989) e LERCKER ef al. (1993) encontraram em
musculo cru de suinos, mantidos por 10 dias sob refrigeracdo a 4°C,
respectivamente, 1,13 e 1,1ug/g de 7-cetocolesterol. RAO et al. (1996) obtiveram
para carne crua de bufalo refrigerada sob 4°C, 8,81ug/g de 7-cetocolesterol no
tempo zero; 9,68ug/g no tempo de 3 dias e 10,07ug/g no tempo de 6 dias de
estocagem. Quando estocadas a —10°C por um periodo de 30, 60 e 90 dias,
encontraram 11,91, 12,26 e 13,88ug/g, respectivamente. KOWALE et al. (1996)
detectaram 10,44, 11,93 e 12,29ug/g de 7-cetocolesterol em carne de carneiro
crua refrigerada a 4°C num periodo de zero, 3 e 6 dias, respectivamente, e a —
10°C, 13,0, 14,18 e 1560ug/g por um periodo de 30, 60 e 90 dias,
respectivamente.

A Tabela 4 relaciona todos os acidos graxos (mg/100g) encontrados nas
amostras analisadas. Os principais acidos graxos encontrados na asa, coxa e
peito foram: C18:206 (131,5 + 24,3 no peito a 290,1 + 46,6 na coxa), C18:109
(87,3 £ 16,7 no peito a 236,5 + 48,8 na coxa), C16:0 (98,0 + 16,8 no peito a 203,2
+ 47,2 na coxa), C18:0 (65,3 + 9,6 no peito a 138,1 + 25,1 na coxa) e C20:406
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(44,3 + 8,3 no peito a 76,6 + 8,6 na coxa). Em relagdo a asa e a coxa, o peito
apresentou teor do acido graxo C16:0 maior que o C18:1w9. A pele apresentou
além destes, o C16:1@7 como acido graxo principal. A soma da média dos
principais acidos graxos representa aproximadamente 88% do total.

PALEARI et al. (1998) encontraram apenas trés &cidos graxos como
principais (C18:109, C16:0 e C18:0), e WONG & SAMPUGNA (1993) relataram
quatro (C18:109, C18:206, C16:0 e C18:0), sendo o C18:109 o mais abundante.
No presente trabalho, este acido graxo foi encontrado em maior concentracdo
apenas na pele.

A composigdo de acidos graxos da pele, em geral, foi maior que a das
carnes, apenas o acido graxo C20:4w6 apresentou maior teor na coxa, porém
insignificante. Os acidos graxos C15:0, C22:503, C22:506 e C22:6w3 foram
semelhantes aos das carnes. Entre as cames, a maior diferenca encontrada foi no
peito, que apresentou teores de acidos graxos C14.0 e C16:107 menores e de
C21:0 e C24:0 maiores. Os acidos graxos C17.0 e C22:0 nao apresentaram
diferencga significativa e nao foram detectados na pele.

A porcentagem de acidos graxos saturados variou de 31,6 na pele a 41,7%
no peito, sendo o acido graxo C16:0 encontrado em maior concentragdo, seguido
do C18:0. Os acidos graxos saturados sdo considerados hipercolesterolémicos e
0s mais preocupantes sao o acido laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico
(C16:0). Segundo HAYES et al. (1991), o C14.0 &€ o acido graxo mais
hipercolesterolémico e o C16:0 € o menos. O acido estearico (C18:0) tem efeito
neutro no nivel de colesterol sanguineo, uma vez que € rapidamente convertido
em acido oléico (C18:109), um acido graxo monoinsaturado considerado
hipocolesterolémico. A redugdo de acidos graxos saturados € desejavel porque
estes acidos, provenientes da dieta, elevam a concentragdo de colesterol no soro
sanguineo e de LDL (lipoproteina de baixa densidade) (SINCLAIR, 1993).

O teor de acidos graxos saturados encontrado no presente estudo foi maior
que os valores obtidos por WONG & SAMPUGNA (1993) e menor que os de
PALEARI ef al. (1998). Os teores de acidos graxos monoinsaturados foram
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semelhantes, e os teores de poliinsaturados foram ligeiramente menores que os
obtidos por WONG & SAMPUGNA (1993). De acordo com SALES ef al. (1996) a
composigdo de acidos graxos nas carnes de animais monogastricos, como no
caso do peru, pode ser alterada pela dieta.

A porcentagem de acidos graxos poliinsaturados totais foi semelhante para
a asa, coxa e peito, e menor na pele, sendo o0 C18:206 o acido graxo encontrado
em maior quantidade, seguido do acido araquidonico (C20:4w6). A porcentagem
de acidos graxos monoinsaturados totais foi praticamente a mesma para asa e
coxa, apresentando em média 25%, sendo menor no peito (19,3%) e maior na
pele (39,4%). Os teores de acidos graxos w3 variaram de 2,8 no peito a
114,8mg/100g na pele para o C18:3w03, de 2,8 na coxa a 3,9mg/100g na pele para
0 C22:503 e de 2,7 no peito a 3,2mg/100g na pele para C22:603. O acido graxo
C20:53 foi encontrado apenas na coxa (1,3mg/100g). Valores semelhantes foram
encontrados por WONG & SAMPUGNA (1993).

A razdo entre os acidos graxos saturados e poliinsaturados, encontrada no
presente trabalho, ndo apresentou diferenca significativa entre as amostras
analisadas, ficando em média 1,1. Este valor foi semelhante ao encontrado por
WONG & SAMPUGNA (1993). 1,14. A razao o3/0b6 foi semelhante em todos os
cortes analisados no presente trabalho.

A presenca de acidos graxos frans foi insignificante nas amostras
analisadas. Apenas a coxa apresentou acidos graxos frans do C18:109 e
C18:206, em quantidades em torno de 3 + 08 e 1,8 + 0,2mg/100g,
respectivamente. O peito apresentou a forma frans somente do acido graxo
C18:1®9 (0,8 + 0,5mg/100g). Surpreendentemente, WONG & SAMPUGNA (1993)
encontraram acidos graxos frans em todas as amostras analisadas e em
quantidades elevadas, que atribuiram serem provenientes da racdo dada aos
perus. Obtiveram para o acido graxo frans do C18:109 valores de 2,1 na carne
branca, 2,9 na carne escura e na pele, e 3,2g/100g na gordura visivel; para o trans

do C18:206 encontraram 0,2 na carne branca, 0,3 na carne escura, e 0,5g/100g



Capitulo 3 57

na pele e na gordura visivel. Em todas as amostras analisadas encontraram tragos
para o acido graxo trans do C16:1w7.

Comparando os valores obtidos no presente trabalho para lipidios,
colesterol e acidos graxos saturados, com os valores referenciados na Tabela de
McCANCE & WIDDOWSON (1994) para carne branca de frango, observa-se que
a t:arne de peru possui valores inferiores, onde os valores apresentados pelos
autores sdo: 3,2g/100g de lipidios, 43mg/100g de colesterol € 1000mg/100g de
acidos graxos saturados. Quando comparados com dados nacionais de carne
branca de frango de corte (MORAES ef al., 1987) e de caipira (AIDA et al., 1985),
os valores de lipidios totais, colesterol e &cidos graxos saturados foram
semelhantes aos de peru. Por outro lado, os valores de colesterol encontrados na
carne de peru foram menores que os encontrados em carne branca de frango,
bovina e suina, cujos valores foram 50, 51 e 52mg/100g, respectivamente, de
acordo com BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA (1992, 1993).
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Tabela 4. Composi¢éo de acidos graxos (mg/100g) em carne de peru.

ACIDOS ASA COXA PEITO PELE
GRAXOS (M + DP)* (M + DP)* (M * DP)* (M + DP)*
C10:0 1,0x02b nd 04+£01c 25+08a
C12:0 25+05b 16+01c nd 58+37a
C14:0 66+28b 6,7+22b 24+03c 946 +236a
C15.0 374+10,2 a 356+94a 294+59a 398+92a
C16:0 1825+782bc 2092+472b 980+168c 24647 +616,5 a
C17:0 65+28a 10,7+26 a 58+32a nd
C18:0 107,89 + 36,9 bc 138,1£25,1b 653+96¢C 8348+2220a
C21:0 nd 06+0,1c 1,0£02b 32+09a
C22:0 1,32£0,3a 1,5+0,2a 1,2+01a nd
C24:0 nd nd 04+02a nd
C14:109 nd 1,2+0,7b 05+02c 115+26a
C15:106 nd nd nd nd
C16:107 219+146b 27,3+68D 57+23c¢ 564,5 + 146,1 a
C18:109t nd 30+08a 08+05b nd
C18:109 1928+ 1055bc 2365+488b 873x16,7c 3719,7 +890,1 a
C20:1011 nd 14+£0,2 nd nd
C22:109 nd nd nd nd
C24:109 nd nd nd nd
C18:206 2246+904bc 2901+466b 1315+243c 2914515003 a
C18:206t nd 18%202b nd 66+59a
C18:303 6,3+43bc 91+29b 28+x06¢ 1448 +44 4 a
C18:3w6 nd 0,9+0,1 nd nd
C20:206 33+13Db 28+05b 21+05Db 189+7,1a
C20:3w06 nd nd nd nd
C20:406 558+204 ab 766 +8,6 a 443 +83c¢ 67,2+126ab
C20:503 nd 1,3+£0,2 nd nd
C22:406 nd nd nd nd
C22:503 35+14a 28+17a 33+08a 39+19a
C22:506 30+x19a 39+19a 34+07a 34+17a
C22:603 31+16a 30x15a 27+07a 3,2+%19 a
SATURADOS 3457 (40,2%) 404,0 (37,9%) 203,9 (41,7%) 3445 4 (31,6%)
MONOINSA- 214.7 (25,0%) 269,4 (25,3%) 94,3 (19,3%) 4295,7 (39,4%)
TURADOS
POLIINSATU- 2996 (34,8%) 392,3 (36,8%) 190,1 (39,0%) 3162,5 (29,0%)
RADOS
SATURADOS/ 1,15 1,03 1,07 1,09
POLIINSAT.
TOTAL 03 12,9 (1,5%) 16,2 (1,5%) 8,8 (1,8%) 151,9 (1,4%)
TOTAL b 286,7 (33,7) 374,3 (35,1%) 181,3(37,1%) 3004,0 (27,5%)
o 3/66 0,04 0,04 0,05 0,05

* Média e desvio padrao de 5 amostras em duplicata.

nd = ndo detectado

Valores na mesma linha com letras iguais nao apresentaram diferenga significativa ao

nivel de 5%.
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4 - CONCLUSAO

A carne de peru apresentou baixo teor de lipidios totais, colesterol e acidos
graxos saturados, sendo uma boa alternativa para dietas que controlam o teor de
colesterol sanguineo. De todos os cortes de carne analisados, o peito foi o que
apresentou os menores valores.

Dos produtos da oxidacdo do colesterol pesquisados, o 7-cetocolesterol e o
7B-hidroxicolesterol estiveram presentes na maioria das amostras analisadas,

apresentando grande variagao entre os lotes com diferentes datas de validade.
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Anexo 1
Cromatogramas do colesterol e dos 6xidos de colesterol
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Fig. 1 — Cromatograma caracteristico dos padroes de colesterol e de 6xidos
de colesterol, obtidos pelo detector por conjunto de diodos.
Condicdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel
hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min. Detecgao a 210nm.
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Fig. 2 — Cromatograma caracteristico de colesterol e 6xidos de colesterol em
asa de peru, obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condi¢coes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase moével
hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min. Detec¢ao a 210nm.
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Fig. 3 — Cromatograma caracteristico de colesterol e 6xidos de colesterol em
coxa de peru, obtidos pelo detector por conjunto de diodos.
Condi¢coes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel

hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min. Detec¢ao a 210nm.
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Fig. 4 — Cromatograma caracteristico da co-cromatografia de colesterol e
6xidos de colesterol em coxa de peru, obtidos pelo detector por conjunto de
diodos.

Condi¢coes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel
hexano/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min. Detecgao a 210nm.
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Fig. 5 - Cromatograma caracteristico de colesterol e 6xidos de colesterol em
peito de peru, obtidos pelo detector por conjunto de diodos.
Condigdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel
hexano/isopropanol (96+4), vazdao 1 mi/min. Detecc¢ao a 210nm.
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Fig. 6 — Cromatograma caracteristico de colesterol e 6xidos de colesterol em
pele de peru, obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condigdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel
hexano/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min. Detec¢éo a 210nm.
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Espectros de absorvancia do colesterol e dos 6xidos de
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Fig. 7 — Espectros de absorvancia de colesterol, padrao (a) e amostra (b),
obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condigoes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase mével
hexano/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min.
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Fig. 8 — Espectros de absorvancia de colesta-4,6-dien-3-ona, padrao (a) e

amostra (b), obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condigoes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel

hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 ml/min.
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Fig. 9 — Espectros de absorvancia de 20a-hidroxicolesterol, padrao (a) e

amostra (b), obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condigdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel

hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 ml/min.
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Fig. 10 — Espectros de absorvancia de 25-hidroxicolesterol, padrao (a) e

amostra (b), obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condigoes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel

hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min.
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Fig. 11 — Espectros de absorvancia de 7-cetocolesterol, padrao (a) e amostra

(b), obtidos pelo detector por conjunto de diodos.

Condig¢des cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel

hexanol/isopropanol (96+4), vazao 1 ml/min.
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Fig. 12 — Espectros de absorvancia de 7B-hidroxicolesterol, padrao (a) e
amostra (b), obtidos pelo detector por conjunto de diodos.
Condigdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9 mm, 4um), fase movel

hexano/isopropanol (96+4), vazao 1 mi/min.
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Anexo 2

Curvas-padrao dos 6xidos de colesterol

Curva Padréo do cdlesta 46 dien-3-ana i Curva Padréo do 20A-hidroxicolesterol
|
o &, | S 8-
" b = »
v e y=0,0002x - 02605
| £E ] £Eo  R-omm
g reoimmssaee 53
| g 0 ™ 8 0 .
0 o Tom o mn| 0 100000 200000 300000 400000
i Area
Curva Padrao do 25-hidroxicolesterol : Curva Padrao do 7-cetocolesterol
g - i § «©-
i
- E = = = +
g3 ¥ = 0,000 + 04984 82 %0- y-ﬁ;ﬂ:;};@
E--Z;' R=0,985 S o

1]

100000 20000 00000 oo | 0] 10000 200000 300000 400000 S00000 600000
Area

Curva padrao do colesterol

Curva Padrao do Colesterol
S 15000000 - y = 4E+0Bx + 579488
gg 10000000 - R? = 0,9962
S 0 :
0 0,5 1 1,5 2 25

Area




Anexos 73

Anexo 3

Espectros de massas de colesterol e 6xidos de colesterol
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Fig. 1 — Espectros de massas do colesterol trimetilsilil éter derivado, padrao
(a) e amostra (b), obtidos por cromatografia gasosa. Energia de ionizagao

de 70eV. Os espectros de massas foram explorados de 40-600 (m/z).
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Fig. 2 — Espectros de massas do 7B-hidroxicolesterol trimetilsilil éter
derivado, padrao (a) e amostra (b). Energia de ionizacdo de 70eV. Os

espectros de massas foram explorados de 40-600 (m/z).
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Fig. 3 — Espectros de massas do 7-cetocolesterol trimetilsilil éter derivado,
padrao (a) e amostra (b). Energia de ionizagdo de 70eV. Os espectros de

massas foram explorados de 40-600 (m/z).
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Anexo 4

Cromatogramas dos acidos graxos de carne de peru
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Fig. 1 — Cromatograma caracteristico de acidos graxos em asa de peru,
obtido por cromatografia gasosa.

Condigoes Cromatograficas: coluna capilar CP-SIL 88 (50m x 0,25mm,
0,25um) (temperatura 180°C), injetor split, razao 100:1 (temperatura 270°C),
detector por ionizagao de chama (FID) (temperatura 300°C)

Tempos de Retencdo (min) Acidos Graxos
2,83 C10:0
3,79 C14:.0
420 C15:0
475 Cc16:0
5,28 C16:107
5,46 C17:.0
5,98 NI
6,37 Cc18:0
7,15 C18:109
8,53 C18:206
10,48 C18:3:03
12,50 C20:206
13,90 C22:.0
14,44 NI
16,17 C20:406
25,77 NI
28,50 C22:506
33,22 C22:503
36,96 C22:603

NI — N&o identificado
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Fig. 2 — Cromatograma caracteristico de acidos graxos em coxa de peru,

obtido por cromatografia gasosa.

Condi¢coes Cromatograficas: coluna capilar CP-SIL 88 (50m x 0,25mm,
0,25um) (temperatura 180°C), injetor split, razao 100:1 (temperatura 270°C),
detector por ionizagao de chama (FID) (temperatura 300°C)

Tempos de Retencdo (min)

Acidos Graxos

3,34
3,60
A77
3,99
4,22
4,74
5,25
5,54
6,03
6,43
7.18
8,52
9,60
10,38
12,47
13,19
13,77
14,36
16,04
25,59
28,17
32,72
36,27

C13:.0
NI
C14:0
C14:109
C15:.0
C16:0
C16:107
e17:0
NI
c18:0
C18:109
C18:206
C18:3w6
C18:303
C20:06
NI
C22:0
NI
C20:406
NI
C22:506
C22:03
C22:6w3

NI = Ndo identificado
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Fig. 3 — Cromatograma caracteristico de acidos graxos em peito de peru,
obtido por cromatografia gasosa.

Condi¢does Cromatograficas: coluna capilar CP-SIL 88 (50m x 0,25mm,
0,25um) (temperatura 180°C), injetor split, razao 100:1 (temperatura 270°C),
detector por ionizagao de chama (FID) (temperatura 300°C)

Tempos de Retencdo (min) Acidos Graxos
2,84 C10:0
3,26 NI
3,40 C13:0
3,69 NI
3,83 C14:0
4,32 C15:.0
4,88 C16:0
5.35 C16:107
BT C17:0
6,23 NI
6,70 C18:0
7,47 C18:109
8,88 C18:206
9,85 NI
10,64 C18:303
12,78 C20:206
13,52 C22:0
14,13 NI
14,71 NI
16,58 C20:406
21,56 C24:0
26,21 NI
28,86 C22:506
33,53 C22:503
37.22 C22:6w3

NI = Nao identificado
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Fig. 4 — Cromatograma caracteristico de acidos graxos em pele de peru,
obtido por cromatografia gasosa.

Condigoes Cromatograficas: coluna capilar CP-SIL 88 (50m x 0,25mm,
0,25um) (temperatura 180°C), injetor split, razdo 100:1 (temperatura 270°C),
detector por ioniza¢ao de chama (FID) (temperatura 300°C)

Tempos de Retengdo (min) ‘Acidos Graxos
3,24 C12:0
3,81 C14:.0
4,03 C14:169
421 C15:0
4,87 C16:0
534 C16:107
6,10 NI
6,59 c18:0
7,54 C18:109
8,93 C18:206
9,29 NI
9,84 NI
10,64 C18:303
12,64 C20:206
13,42 NI
14,01 NI
14,57 NI
16,30 C20:406
25,91 NI
28,66 C22:506
33,37 C22:503
37,16 C22:6w3

NI — Ndo identificado



