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RESUMO. Os métodos enzimaticos apesar de serem baratos e simples sédo pouco utilizados na analise de
colesterol em alimentos, uma vez que a enzima reage com qualquer esterol presente na amostra.
Considerando que ovos possuem apenas colesterol, o objetivo deste trabalho foi otimizar um método
enzimatico para determinagédo de colesterol em gema de ovos e compara-lo com um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em ambos os métodos foi realizado saponificacéo direta
das amostras e extracdo da matéria insaponificavel com hexano. No método enzimatico foi utilizado um
kit (LABORLAB SA) e a absorbancia foi determinada a 499 nm, 90 minutos apdés a reagdo. Na CLAE
utilizou-se coluna ¢, 100 x 4,6 mm x 4um (Chromolith, Merck), fase movel acetonitrila:isopropanol
(85:15) e fluxo de 2 mL/min. Os métodos foram validados através de testes de recuperacéo, material de
referéncia certificado de ovo em p6 (SRM 1846, NIST) e repetibilidade. Os valores médios de colesterol
nos ovos foram 136& 47 e 1364+ 40 mg/100g de gema para 0 método enzimético e por CLAE,
respectivamente, ndo havendo diferencas significativas (p>0,01) entre os resultados obtidos pelos dois
métodos. Ambos os métodos podem ser utilizados com confiabilidade para determinacéo de colesterol em
gema de ovos, sendo que 0 método enzimatico possui a vantagem de ser bem menos oneroso que o por
CLAE.
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INTRODUCAO acaso, ovos com peso médio de 60 g e peso médio de gema
de 17 g, obtidos em diferentes supermercados de Campinas,

O total de colesterol nos ovos tem correlac&o positiveo Paulo.
com a linhagem e idade das aves, peso do ovo, peso da Os ovos foram cozidos por cinco minutos apds
gema e correlacdo negativa com o percentual de produc&®Hlicao e posteriormente as gemas foram separadas,
niveis protéicos da diet&. Deste modo, os valores misturadas e homogenizadas, tomando-se 15 aliquotas de
encontrados na literatura para colesterol em ovos vari@m5 9 para analise.
largamente. Estas diferencas também sdo geradas, devido a
grande variedade de métodos analiticos. 2. Método

Para obtencao de resultados analiticos confiaveis,
torna-se necessario a validacdo dos métodos analiticos EM ambos os métodos as etapas anteriores a
escolhidos, que podem ser validados no préprio laboratsfisantificacédo foram semelhantes, realizando-se
através de teste de recuperaco e pelo emprego de matg@Rpnificacdo direta das amostras e extracdo da matéria
de referéncia certificado. Somente desta forma, os resultaéiggponificavel segundo Bragagnolo e Rodriguez-Arhaya
encontrados terdo exatidao e precisdo adequadas p&i@a modificacdes realizadas durante o presente trabalho.
finalidade a que se destin®m A Figura 1 demonstra o ﬂUXOgrama analitico.

O método colorimétrico foi muito utilizado para
determinacéo de colesterol em alimentos, entretanto, 2.1 Saponificacéo direta
superestimam o teor de colesterol, devido principalmente, a
presenca de fitoesterois, de triacilglicerdis ou acidos graxos ~ Pesou-se 0,25 g de amostra em tubo de ensaio com
livres, que interferem na formagc&o daé#t Por outro lado, tampa rosqueavel de 70 mL e adicionou-se 10 mL de KOH
segundo Bragagnolo e Rodriguez-Anfydependendo do 2% em etanol absoluto. Posteriormente, os tubos foram
método colorimétrico pode-se obter resultados comparavépocados em banho-maria a 50°C em agitacéo por 2 horas.
aos métodos cromatogréaficos. Em seguida, adicionou-se 5 mL de agua destilada e deixou-

Atua]mente1 o0s métodos Croma‘[ogréﬁcos sdo os mar resfriar. Para eth’a(;éiO da matéria insaponifiCéVEI,
empregadOS, porém1 apresentam custos e|evadosa¢Ci0nOU-Se 10 mL de hexano agitando em vortex porum
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sidBlinuto. Apds a separacéo, toda a fase hexanica foi
bastante utilizada na determinac&o do colesterol dfansferida para um tubo com tampa rosqueavel de 50 mL.
alimentos, pois além de separar os esterois, também sepdiapetiu-se a extragdo mais duas vezes.
outros possiveis interferentes e ainda pode ser realizada a
temperatura ambiente, ao contrario da cromatografia gasosa.2. Determinacéo do colesterol pelo método enzimatico
(CG), impedindo deste modo, a oxidacéo do cole&terol

Apesar dos métodos enzimaticos serem mais baratos Para o método enzimatico foi utilizado ukit
e simples, ndo existem muitos estudos a respeito de QUEBORLAB S.A) cuja enzima colesterol-oxidase reage com
utilizagcdo em alimentos, pois estes ndo apresentamrupo 33-OH dos esterdis produzindo perdxido de hidrogénio
especificidade para o colesterol, mas também para qualgque através de uma reagdo secundaria produz luteina, um
outro esterol presente, podendo desde modamposto de coloracdo rosada. A escolhkitdenzimatico foi
superestimarem os resultadé%. Baseiam-se na baseada no trabalho de Nogueira e Bragadfrmle verificaram
degradacéo do colesterol pela enzima colesterol-oxidas& haver diferengas nos resultados de colesterol obtidos por
produzindo peréxido de hidrogénio, que através de reagdtekit, rotineiramente usado na determinacdo de colesterol
secundaria produzem cor. No entanto, Jiang &hah sérico e outro especifico para colesterol em alimentos.
encontraram diferencas significativas nos valores de  Uma aliquota de 0,5 mL do extrato de hexano foi seco
colesterol em ovos obtidos através dos métodos enzimétiak N, Em seguida, 0,5 mL de isopropanol grau cromatografico
CLAEeCG. foi adicionado e agitou-se em vortex. Adicionou-se 3 mL do

Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizarreativo enzimatico preparado da seguinte forma: 0,5 mL do reativo

um método enzimatico para determinacéo de colesterol dator n® 1 (4 aminofenazona 0,025 mol/L), 0,5 mL do reativo de
ovos e compara-lo com um método por cromatografia liquickar n® 2 (fenol 0,055 mol/L), 19 ml de agua destilada e 0,4 mL do

de alta eficiéncia (CLAE). reativo enzimético (lipase e” 300 U/mL, COD e” 3 U/mL, POD
e” 20 U/mL) a amostra. Procedeu-se tratamento térmico por 10
MATERIAL E METODOS minutos a 3% 2°C em banho-maria. Apos repouso de 1,5 horas,
leu-se a absorbancia em espectrofotbmetro, contra o branco,
1. Amostras igualmente preparado, a 499 nm. A curva de calibragcéo foi

construida a partir de uma solugéo padrao de colesterol (50 mg/
Para a realizacédo deste trabalho foram adquiridos,%omL), variando de 0,04 a 0,24 mg.
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SAPONIFICACAO DIRETA

Tomar 0,5 mL do extrato de hexano Tomar 0,5 mL do extrato de hexaro
Adicionar padr&o interno (6-cetocolestangl) Secar sob N
Secar sob N

| Dissolver em 0,5 mL de isopropanol e
agitar em vortex

Dissolver em 1 mL de fase move
acetonitrila:isopropanol (85:15)

Adicionar 3 mL do reativo enzimatico
| Deixar 10 min a 37°@& 2°C em banho-marig

Condicdes: coluna g
Fluxo: 1 mL/min
Detector: UV-VIS a 210 nm Ap6s 1,5 horas de repouso, ler a
absorbancia em 499 nm

CLAE ENZIMATICO

FIGURA 1. Fluxograma para determinagéo de colesterol por CLAE e pelo método enzimatico

2.3. Determinacéo do colesterol por CLAE em po (SRM 1846, NIST), teste de recuperacao adicionando-se
dois niveis (0,79 e 1,56 mg/100g) de colesterol a amostra e
Tomou-se 0,5 mL do extrato de hexano, adicionou-sepetibilidade através do coeficiente de variagéo.
0,5 mL (0,504 mg) de 6-cetocolestanol como padréo interno e

secou-se sob NEm seguida, foi dissolvido em 1 mL de fase 4. Andlise estatistica
moével, filtrado em membrana com poro de 4t Injetou-se
no cromatografo liquido (SHIMADZU), constituido por um Para verificar as diferencgas entre os dados de colesterol

sistema de solventes (LAD 10); valvula “Rheodyne” com alggbtidos pelos dois métodos e a comparacdo dos valores
de amostragem de 200 e detector UV-VIS (SPD-10 AV). A experimentais com o padréo de referéncia certificado (SEM 1846,
coluna analitica usada foi, £ 100 mm x 4,6 mm x 4m  NIST) foi realizada analise de variancia e as medias foram
(Chromolith, Merck). A fase moével utilizada foi comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de significancia.
acetronitrila:isopropanol (85:15), com fluxo de 2 mL/min. Os

solventes utilizados foram grau cromatografico, filtrados e RESULTADOS E DISCUSSAO
degaseificados em ultra-som antes do uso. Os cromatogramas
foram processados a 210 nm. Os resultados obtidos de material de referéncia

A identificagdo do colesterol foi realizada através deertificado (Tabela 1) de ovo em p6 (SRM 1846, NIST) foram
comparacdo do tempo de retencdo das amostras com o padfad+ 0,2 mg/g para CLAE e 18#80,3 mg/g pelo enzimatico,
e a quantificacdo por padronizacdo interna, utilizando 6s quais ndo foram significativamente diferentes do valor referido
cetocolestanol como padrdo interno. Um cromatogranti@ material de referéncia certificado (16,2 mg de colesterol/

caracteristico pode ser observado na Figura 2. g de gema).
_ _ Ambos os métodos apresentaram uma boa recuperacao
3. Validag&o dos métodos analiticos (Tabela 2), embora o método por CLAE apresentou valores

_ _ _ mais elevados (99 e 96%) do que o método enzimético (93 e
Os métodos foram validados intralaboratorialmentg29s). Valores superiores de recuperagéo foram encontrados
através do emprego de material de referéncia certificado de @¢® Shen et df em gema de ovos (97,6%) e por Karkalas &t al.
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Figura 2. Cromatograma caracteristico de amostra de gema de ovo obtido por@imkhcdes cromatograficasFase mével:
acetonitrilazisopropanol (85:15), colung,CL00 x 4,6 mm x 4m (Chromolith, Merck,), fluxo de 2 mL/min. Picos: (1) 6-
cetocolestanol e (2) colesterol.

em carne e queijo (99,2%), ambos utilizando métodd@agagnol®(4,5%) em ovo em po, foram semelhantes e maiores,
enzimaticos. No trabalho de Bragagnolo e Rodriguez-Afnayaespectivamente, ambos utilizando métodos enziméaticos.
foram encontrados resultados semelhantes de recuperacdo ao Os valores médios de colesterol em gema de ovos foram
do presente estudo, obtidos por CLAE, na determinacdo 1263+ 47 e 1364 40 mg/100g de gema para 0 método enzimético
colesterol em ovos. e por CLAE, respectivamente, ndo havendo diferencas
Os coeficientes de variacédo (% CV) entre as amostrsignificativas (p>0,01) entre os resultados obtidos pelos dois
(Tabela 3) nos métodos foram equivalentes, variando 3,4% parétodos. Shen et #l.também nao encontraram diferencas
CLAE e 2,9% para o método enzimético, assim como, parasignificativas na determinagéo de colesterol em ovos utilizando
resultados do material de referéncia certificado (Tabela 1) quenétodo enzimético e a CG e Jiang éudilizando os métodos
variaram 1,3% para CLAE e 1,2% para o método enzimatianzimatico, CLAE e CG.
A repetibilidade entre os métodos foi satisfatoria, embora o
método enzimético dependeu de um controle rigoroso nas  Os valores de colesterol obtidos em ovos no presente
condi¢cbes de analise. Os coeficientes de variagbes obtidostpaivalho (232 mg/ovo) foram inferiores ao USBésemelhantes
Shen et al! em gema de ovos (1,6%) e por Nogueira aos encontrados por Bragagnolo e Rodriguez-Afmaya

Tabela 1 Teores de colesterol (mg/g) obtidos pela comparacéo entre os métodos enzimatico e por CLAE em material de referén
certificado de ovo em p6 (SRM 1846).

Método CLAE Método enzimatico SRM 1846
média+dp 19,1+0,2 a 18,8+0,3 a 19,0+0,2 a
CV (%) 1,3 1,2 1,1

médiat dp = médiat estimativa de desvio padréo de 5 amostras.
CV = coeficiente de variacdo
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 1%.

Tabela 2.Recuperacgdo de colesterol (%) em amostra de gema de ovo, obtidos pelos métodos por CLAE e enzimatico.

Colesterol adicionado (mg/100g de Método CLAE Método enzamatico
amostra) média+dp CV (%) média+dp CV (%)
0,79 99,0+1,0 2,0 93,0+2,4 2,6
1,56 96,0+1,0 1,0 92,0+1,0 1,0

médiat dp = médiat estimativa de desvio padréo de 5 amostras.
CV = coeficiente de variacdo

52



Correia, M. e Roncada, M.J.: Padronizacdo de método e quantificacdo de matérias estranhas e filamentos micelianosdd. f(e¢dsSias
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(1): 49 - 54 ,2003.

Tabela 3 Resultados de colesterol (mg/100g) em gema de ovo, obtidos pelos métodos por CLAE e enzimatico.

Ovos Método CLAE Método enzimaético
1 1294 a 1341 a
2 1376 a 1318 a
3 1347 a 1329 a
4 1371 a 1324 a
5 1312 a 1347 a
6 1365 a 1359 a
7 1382 a 1353 a
8 1371 a 1424 a
9 1288 a 1406 a
10 1388 a 1394 a
11 1318 a 1312 a
12 1424 a 1424 a
13 1341 a 1329 a
14 1418 a 1406 a
15 1447 a 1394 a
Média+dp 1363 +47 1364+40
CV (%) 34 2.9

médiat dp = médiat desvio padrao del5 amostras.
CV = coeficiente de variacdo
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 1%.

CONCLUSAO AGRADECIMENTOS

Ambos os métodos podem ser utilizados com confiabilidade
para determinacdo de colesterol em ovos, sendo que o método Os autores agradecem a FAEP (Fundacdo de Apoio ao
enzimatico possui a vantagem de ser bem menos oneroso que &psino a Pesquisa), UNICAMP e ao CNPq (Conselho Nacional
CLAE, porém exige um controle rigoroso nas condi¢cdes de analde.Desenvolvimento e Pesquisa), pelo apoio financeiro.
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ABSTRACT. Enzymatic methods are simple and of low-cost, but are nevertheless little used in the
determination of cholesterol in foods as the enzyme reacts with any sterol, present in the sample. As eggs
only have cholesterol, the objective of this study was to optimize an enzymatic method for the determination
of cholesterol in eggs and compatre it to a high performance liquid chromatography (HPLC) method. For
both methods, the samples were saponified directly and the unsaponifiable matter extracted with hexane.
For the enzymatic method, a test kit (LABORLAB S.A) was used and the absorbance read at 499 nm, 90

minutes after the reaction. For HPLC, g,@00 x 4.6 mm x fim (Chromolith, Merck) column was used,

the solvent being acetonitrile:2-propanol (85:15 v/v)

with a flow rate of 2 mL/min. The methods were

validated according to recovery test, the use of egg standard reference material (SRM 1846, NIST), and
repeatability. The mean result for the enzymatic method was188&nd for HPLC 1364 40 mg/100

g of yolk. There were no significant differences (p>0.01) found between the results of the two methods.
Both methods are reliable for use in the determination of cholesterol in yolk, the enzymatic method showing
the additional advantage of being cheaper than HPLC.

KEY WORDS. cholesterol, eggs, method enzymatic,

HPLC.
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