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A determinacio da quantidade de ovos em produtos alimenticios
vem sendo, desde ha algum tempo, estudada. Assim, H. R. Strohe-
cker ¢ BR. Vaubel?®, publicaram um excelente trabalho focalizando
éste problema, que foi também objeto de estudo de J. Tillmans, H.
Riffart ¢ A. Kuhn 2, L. M. Lampert ¢, ¢ E. O. Haenni 4, ete.

O primeiro método ideado para a determinacio da quantidade
de ovos em produtes alimenticios consistiv na determinacfio do con--
teido des lipidios fosforados do dvo. Foi posteriormente veri-
ficado, porém, gue o contelido dos lipidios fosforados em produtos
alimenticios frequentemente diminte com o tempo, isto &, durante
a armazenagem do produto, como também dimintie durante o pro-
cesso da sua fabricacio.

J. Tillmans, H. Riffart e A. Kuhn? mostraram que ©
contetido de colesterol nog ovos é mais ou menos constante, mesmo
durante a armazenagem do produto, I. M. Lampert?, que contribuiu
com valiosos trabalhos para o desenvolvimento dos métodos ana-
liticos nesgte campo, sugeriu a deferminaciio do contetdo de coles-
terol nos ovos e dos valores assim obtidos, calcular a quantidade de
oves nos produtos alimenticios, '

Dog estudes levados a efeito ent@o, mostrou-se: 1.9 — gue a
quantidade quase que total de colesterol & encontrada nas gemas
de ovos; 2.2 — nem todo o colesterol é encontrado na forma livre.
S. Jd. Thannhauser e H, Schaber 3, H. Dam ¢ ¢ K. Kusey 7 indicam

um minimo de 109% para o eclesterol em forma de ésteres,

O valor do eolesterol determinado em ovos, varia segunde o
método utilizado para a sua determinacio.

J, Tillmans, H. Riffart ¢ A. Kuhn? acharam uma média de
1,49% de colesterol livre em 8 amostras de gema. 1. M. Lampert?
achou uma média de 1,36% de colesterol total na gema, H, Riffart
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e H. Keller 8 acharam uma média de eolesterol livre em 3 amostras
de gema igual a 1,49% pelo método titrimétrico e 1,50% pelo
métode colorimétrico. Outros autdres dBo para gvos com pézo médio
de 50 g, correspondende & gema 15 8 18 g, o valor de 1,70% de
colesterol,

4o dols os tinos de mélodog mais usados para a deferminacio
do colestersl; ¢ primeiro, em gue se aproveita o fato do colestero]
ser precipitdvel com digitonina, o que s6 se da com o colesterc] livre
e nfo com os ésteres, ¢ depois a sua valoraclo gravimétrica oun
colorimétrica,

O segunde métedo consiste na extracdo do celesterol por meio
de solvenies orgénicos com ou sem sapcnificacfo prévia, uiilizando-
se para a determinacfio métodos colorimétricos.

Os métodos que usam a digitonina dio bons resultados mas
devido an elevado preco do reative nfo sfo muito usados na rotina.
No segundo grupo de métedos, quando usamos para g determinacio
& reacdo colorimiftrica de Lieboerman °, Burchard 1, chtemos 6timos
Yesultados.

Tém grande importinciz néste método o solvenie e og detalhes do
procedimento da extracio, bem como a saponificacfio prévia do
produto.

Devido a 8sses fatdres, passamos a estudi-lo e posteriormsnte
aplicgd-le & rotina.

ESTUDO DA REACAO DR LIEBERMAN-BURCHARD

A reaciio de Lieberman-Burchard 8, processa-se normalmente
em solucdo cloroférmica, guando tratamos o colesterol com anidrido
acético e Acido sulffivico concentrado. Desenvolve-ze uma colo-
raciio que, do azul inicial, passa para verde e cuja intensidade varia
o o contedido de colesterol

S&o muitos os fatbres que influenciam deeizsivamente o resultado
final da reacdio. Assim, pois, a guantidade de acido sulffivico deve
ser exatamente medida, a reaclio deve desenvolver-gse numa tem-
peratura exatamente determinsda, no escuro e num determinado
intervalo de temipo. Além do que, o material usado deve estar
rigorosamente séco. :
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A coloracio original da reacfioc de Lieberman %-Burchard1®
atinge o seu méaximo em 9 minutos e ¢ de pequena duracfio. Shef-
fel 1) estudando a reaclio mcima, mostron que a coloracio desen-
volvida forna-se estiavel por mais tempo quando adicionamos aos
reagenies iniciais Acido acéiico glacial em proporcdo definida.
Asgim a coloracio desenvolve-se mais lentamente, atingindo um
maximo em 21 minutos, al permanecende duranfe 14 minutos para
depois diminuir muito lentamente.

Asgim, pols, esta reacio pode ser usada para delerminaches
guantitativas,

PARTE EXPERIMENTAL

Iniciando os nosscs trabalhos experimentais efetuamos uma
série de determinacdes do colesterol contido em ovos de galinha,
adguiridos nos nossos mercadoy e separados segundo a classificacio
af usada, isto é, ovos de 1.2 qualidade com carimbo verds, ovos de 2.2
gualidade com earimbo roxo e ovos de 8.2 gualidade com carimio
preto.

A téenica foi a seguinte: pesamoes em um becker cérea de
0,100 g de Ovo total em pé, séeo a B0° e adicionamos sob agitacdo
10 cm® de uma soluglo a 60% de hidrixide de potdssio, cobrimps
com um vidro de reldgio, aguecemos em banho-Maria durante 3
horas e agitamos ceasionalmente até desintegrar toda a massa.

Deixamos esfriar até 409 adicionames 8 cm?® de 4leool etilico
e agitamos até gue tdda a matéria insolivel ficasse finamente diz-
persa. Adicionamos 20 cm® de éter etilico, agitamos bem o trans-
ferimos as soluctes para um funil de separacio de 250 ¢m? de capa-
cidade. Lavamos o becker da saponificaciic com 2 ou 3 peguenas
porctes de éter & com 10 em® de uma golucdio a 1% de hidrdxido de
potassio e transferimos as solucbes de lavagens para o funil de sepa-
rac8o. Agitamos bem o Hguido por 10 a 15 segundos. Deixamos
em repouso durante alguns minutos para permitir que as camadas
Se separassem o em seguids vagarcsamente transferimos a camada
inferior, gue & a solucdo de sabdo, para um funil de separacio de
150 em?®, com o cuidado de ndo fransferir gualguer peguena quan-
tidade de emulsfo ou matéria insohivel que estivesse entre as duas
camadas. Lavamos a extremidade inferior do funil com 5 em® de
hidréxido de potissio a 1%, transferimos pars o funil de 150 cm?
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adicionamos 10 cm? de éter e agitamos vigorosamente. Depois que
&8 camadas separaram-se, descarregamos a camada inferior e trang-
ferimos a camada de éter do funil de 150 para o de 290 em? lavcmdo
o primeiro com 2 vézes 5 cm? de éter.

Lavamos a solucglio de éter como anteriormente com 10 ecm® de
ke solucho a 1% de hidréxido de potissio, retendo qualguer matéria
insoliivel ou emulséio no funil. Adicicnamos & solucio de éter 2 cm?
de Acido cloridrico (1-4-4), agitamos, adicionamos 10 em® de dgua
e agitamos novamente. Descarregamos os acidos da lavagem. Lava-
mos a soluclo de éter com 2 porces de 10 cm?® de hidréxido de
potissio a 1%. A uma porcio da Ultima dgua de lavagem adiciona-
mos algumas gdtas de HC1 (1+4), e algumas gdtas de fenolftaleina.
Se tal prova apresentar-se clara ou 86 levemente turva, damos por
terminada a lavagem do éter. Caso contririo, precisaremos repeti-la.

Se a prova nfio apresentar turvacfio, lavamos a solucfio de éter
sucessivamente com 5 em?® de dgua contendo uma gdta da solucio de
Adcido cloridrico (1-4-4), e com duas poreles de 5 cm® de agua.

Finalmente desprezamos a camadsa aquosa ¢ mais completamente
possivel sem perder a soluclo de éter. Filiramos a solucdo etérea
para um tubo de ensaio com saida lateral graduado em 5 ecm® através
de 2 g de sulfato de sédio anidro, em um funil Buchner de vidro
com placa porosa ligado a nm pequeno aparélho de destilacio, segundo
nos mostra a figura n.% 1,

Depols da destilagcio total do éter eclocamos o tubo em um dis-
gecador sob &cido sulfdrico durante 12 horas para a secagem
completa,

O residuo dissolvemos em 5 cm® de <cloroférmio, adicio-
namos 1 cm?® de &cido acético glacial, 2 ¢m?® de anidrido acético e
0,2 em? de Acido sulfirico exatamente medideos. Fechamos o tubo
com uma roiha de borracha recoberta por celofane, agitamos bem e
levamos a um bhanho a 238° durante 25 minutos, conservando ¢ tubo
no eseuro,

A coloracdo verde desenvolvida fol medida num aparélhe cha-
mado “Lumstron® fabricado pela. Photovolt Corporation, Modéle
400 A, gue nfo é nada mais gue um celorimetro fotoelétrico. Usamos
para a leitura o filtro vermelho n° 850, e da leitura assim efetuada,
deduzimos a gquantidade de colesterol da amostra. Para isso efe-
tuamos primeiramente a construcio de um grafico padrie, partindo
de quantidades conhecidas de colesterol, como passamos & descrever.
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APARELHO DE FILTRACAQ
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GRAFICO PADRAQD

USADO na determinacfio do eolesterol,
no Lumetron 400 A — Filtrg vermeltho 850
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Pesamos 0,050 g de eolesterol Reidel, recristalizado em Aleool e
seg em estufa a 509 durante 24 horas. Dissolvenaos.em 50 em® de
clorofdrmio recém destilado. 1 em® desta soluchd contém 0,001 ¢
de colegterol. Tomamos 0,1 cm®, 0,2 cmd, 0.3 cm?, ete, desia solu-
cio, Elevamos a 5 em?® com cloroférmio e efefuamos a rescio de
Lieberman-Burchard, modificada por Sheftel. " Das leituras assim
obtidas, tragamos o grafico padrio,

Crilenlo 1. 100
s ez L% de g de colesterol por 100 g de produto.
S

L = mg de cclestersl na analise,
8 = n. de g da amostra.
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Apresentamos abaixo os resultados da dosagem do colestoral em
ovos de galinhas, pelo emprégo do método que acabamos de descrever.

Contetdo do colesterol em ovos de galinhas:

OVOS COM CARIMBO VERDE OVOS COM CARIMBO ROXO
No da o e No da . ,
R 2/bvo gf % amostra 2/6vo g/ %
i 0,285 1,88 13 0,264 1,27
2 6,274 2,20 14 £,203 1,48
3 0288 1,76 15 0,174 1,15
4 0,212 142 18 0,143 1,41
5 0,164 1,18 17 9,159 1,01
6 0,192 1,50 18 0,199 1,84
7 0,174 131 19 0,169 1,05
8 0,217 1,58 20 0,161 1,18
10 0,188 1,48 péso médio dos ovos 45 ¢
11 0,264 1,84
10 0,184 1.84 média de colestercl por évo, 0,175 g
pése médio dos ovos 50 g
média de eolestersl por dvo, 0,216 g

OVOE COM CARIMBQ PRETO

Ne da - o
amostrs g/ovo 8/ %
21 0,187 1,686
22 0,173 1,47
23 (3,156 1,23
24 4,166 1,29
25 (0,158 1,49
26 0,158 1,55
29 ¢,16% 1,32
23 0,175 1,63
29 0,187 1,78
pisc médio dos ovos 40 g
média de colesterol por &vo, 3,170
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A mesmg téenica é usada para a determinacio do nimero de
ovos el macarroes, biscoitos, phes de ovos, ete., porém com uma
ligeira modificacio na primeira fage do processo, isto é, fazemos
primeiramente uma hidrdlise dcida para desintegrar a massa.

Pulverizamos a amostra, passamos por uma peneirg de 20 ma-
[has, pesamos 2 g da mesma em um becker de 100 cm?, ¢ adiciona-
mos, sob agitacfic, 10 cm?® de acido cloridrico (1--1). Aguecemos
em: banho-Maria durante 30 minutos, agitando ocasionalmente para
desintegrar t0da 2 massa.

Esfriamos o frasco, adicionamos cuidadosamente com agitacio
8 g de hidréxido de potassio em pastilhas, até que a média do liguido
comece a ferver. (Culdado, esta reacdo se di com grande desen-
volvimento de calor},

Enguanto quente colocamos ¢ frasco no banho-Maria, cobrimos
com um pequenc vidro de relégio e aquecemos 3 horas eom oeasional
agitacido da mistura,

Esfriamos até cérea de 40° adicionamos 6 cm?® de 4dlcool
agitamos vigorosamente por 1 mingto e transferimos a solucdo
para um funil de separacio de 250 cm3. O processo continda como
ficou dito acima para ovos.

Cdleulo 1, 190

= n.¢ de g de colesterol por 100 g do produto.
3

L — mg de colesterol na analise

8 — ne de g da amostra.

Da qguantidade de colesterol assim obtida podemos deduzir a
quantidade de ovos empregados na fabricacdo do produto.

Quande tomamos para os oves a média de 0,170 g Jde colesterol
por &vo, entdo um macarrdo gue contém 3 oves por quile de massa
devera conter 0,510 g de colesterol por quilo. A quantidade minima
permitida pelo Regulamento Bromatolégico do Estado de S#o Paulo
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¢ 0,450 g de colesterol por quilo, para macarrdes, e 0,600 g para
pées com ovos.

Foram analisados por ésbe modo, uma série de produtos que
damog a segulr:

BISCOITOS MACARROES
Ne da Colestero} No dw | Colesterol
amostra g/ % amostra g/ %
3.108 0,160 1.870 0,050
3.104 G,140 1.700 0,090
3.105 0,150 2315 0,060
3.106 0,150 2 491 0,050
3.107 6,116 2814 0,080
3.411 0,100 2.213 0,080
8.412 0,120 3.287 0,058
3.413 0,060 3.288 0,050
3.415 6,150 3.289 0,055
3.417 0,185 © o7 0,050
3.418 0,120 286 0,120
3.419 6,160 243 0,070
3.420 0,280 1.471 0,100
3.597 (4,060 1.472 0,054
3.598 0,100 1,839 0,044
3.970 0,166 2.053 0,054
4.054 0.128
4.066 0,100

CONTROLE DO METODO

Para pedermos julgar a especificidade e exatidio do método por
néds usado, passamos a dosar ¢ colesterol em mbssas as guaig adi-
cionamos colesterol em quantidade conhecida. Os resultados obtidos
nestas anédlises permifem-nos declarar que a determinacéo do coles-
terol de acbrdo com a itécnica descrita é de grande exatidio e espe-
cificidade. Podemos pois, aconselhar o uso déste método nas andlises
de rotina, para a determinacfio da quantidade de ovos em produtos
glimenticios,

RESUMO

Estudamos neste trabalho o problema da determinacio da quan-
tidade de ovos em produtos alimenticios. Foram feitas analises em
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18 biscoitos e 16 macarrdes, ¢ os resultados obtidos permitem-nos
declarar gue a determinacfo da quantidade de ovos em produtes
alimenticios de actrdo com a ftéenica deseriia, & de grande exatidio.

SUMMARY

We have studied in this work the problem of the delermination
of the amount of eggs in alimentary pastes. We have made analysis
in 18 “biscoite” and 16 “macaroni” and the results in these analysis
zive to us the permission to say that the determination of amount of
eggs in alimentary pastes in accord of the technic described is of
great accurance.
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