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RESUMO: O teor de colesterol tem servido como fdice da guantidade de ovos em massas
com ovos, A resolugio 12/78 da Comissio Nacional de Normas e PadrSes para Alimentos do
Ministério da Sadde (CNNPA-MS) estabelece trés ovos por kg de massa, correspondendo a 0,450
g de colesterol por kg de massa. O método seguido pelos laboratdrios de fiscalizagio € o
colorimétrico do Institute Adolfo Lutz (JAL). No presente trabalho, foi realizada ema avaliagio
comparativa de dois métedos colorimétricos, o do JAL (que utiliza dcido acético, anidrido acético ¢
dcido sulffrico concentrado) e o de BOHAC ot aifii (que emprega dcido acéfico saturado com
sulfato ferroso e deido sulfidrico concentrade), ¢ um método que envolve cromatografia Hquida de
alta eficiéacia {CLAE) para determinar ¢ feor de colesterol em massas com ovos. Para o dltimo
méiode foi uwtilizada uma coluna Cig, fase mével acetoniirilia-isopropanol (75:25) ¢ detector de
conjunto de diodos, a quantificagio foi feita por padronizagio externa. Os métodos coloriméiricos
superestimaram os valotes de colesterol e, conseqiientemente, a quantidade de ovos adiciorada ds
massas, Ji o método por CLAE revelon que as cinco amosiras de massas analisadas confinham

quantidades de ovos abaixo do mirimo exigido pela legislagZo vigente.

DESCRITORES: massa com ovos, colesterol, método colorimétrico, controle de qualidade,

CLAE.

INTRODUCAO

O teor de colesterol tem sido utilizado como
parfrnetro de qualidade no controle de roassas com
ovos, A resolugio 12/78 da Comissfio Nacional de
Normas e Padrbes pam Alimentos do Ministério da
Safide (CNNPA- MS) e comunicado 37/80 da
Divisfio Nacional de Alimentos do Ministério da
Sadde (DINAL-MS) de 16 de dezembto de 1980
estabelecem que "massas cotn ovos” devem conter no
minimo trés ovos por kg de massa, correspondendo a
0,450 g de colesterol por kg de massa. Embora a

fonte de informagio ndo tenha sido citads, este valor
aparentemente foi calculado considerando que cada
ovo contém 150 mg de colesterol. O método oficial,
usado pelos [aboratérios de fi scahzagéo é o
colorimétrico do Instituto Adolfo Lutz’ (IAL), que
gera muita controvérsia, uma vez que nio €
especifico para o colesterol, mas para qualquer
esterol presente. Outras substincias que tenham o
nticleo do esterol também podem ser quantificadas,
superestimando desta forma a concentracio de
colesterol. Entre os diferentes métodos para massas
com ovos, o8 dois mals recentes envoivem
cromatografia liquida de aiﬁa eficiéncia (CLAE)! e
cromatografia gasosa (CG)",

* Parte da dissettagio de Mestrado da 1? autora realizada juato ao Curso de Pds-Graduagio ems Cigacia de Alimentos
da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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No presente trabatho, foi realizada uma avaliagio
comparativa de dois métodos colorimétricos, o de
1AL” {que wtiliza 4cido acético, anidrido acético ¢
acido suifiirico concentrado) € ¢ de Bohac et alii'
{que envolve #dcido acético saturado com sulfato
ferroso e Acido suiffirico concentrado) e um métode
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
estabelecido no nosso laboratdrio, para determinar os
teores de colesterol em massas com Ovos.

MATERIAL E METODOS

Material

As amosiras foram adquiridas, ac acaso, em
diferentes quitandas e supermercados de Campinas,
ern novernbro de 1991,

Analisaram-se cinco amostras de massas com ovos
de marcas diferentes. As massas foram frituradas em
ur moinho até a obtenclio de um po que passasse por
um tamis de 40 mesh.

Nz tentativa de reconfirmar & confiabilidade dos
dados, foi preparada urna massa caseira com 3 ovos,
1 kg de farinha e 200 mi de dgua. Apds secagem em
estufa a 100°C por uma hora a amsostra foi triturada
COmo as anteriores.

METODOS

Os procedimentos dos métodos avaliados estio
apresentados esquematicamente nas Figuras 1,2, e 3.

A medida da absorbincia foi feita em um
espectofotdmetro Perkin-Elmer  lambda 6,
computadorizado,

A curva padrio utilizada para o método do 1AL’
foi de 0 a 100 mgl, com colesterol purificado
("Sigma", EUA), demonstrando finearidade na faixa
das amostras analisadas.

O método de Bohac et ali', utilizado para
determinacho de colesterol em carnes, foi adaptado
&s condigbes do_laboratorio por Bragagnoio &
Rod:-iguez-m:mya2 ¢ uwsado como um  método
alternativo. A curva padriio foi feita de 0 2 900 pg.

Para o método por CLAE, a extragfio dos lipidios
foi semelhante 2 do método colorimétrico do TAL®, A
sap?nificagéo foi realizada de acordo com Bohac ef
alif”,

Foi utilizade um cromatégrafo marca Varian, com.
injetor de vélvula rotatdria adaptado com amostrador 10
wul, "Solvent Delivery System™ modelo 9010, detector de
conjunto de diodos (190-367 nmy), modelo 9063
Polichrom computadorizado acoplado a integrador
modelo 4400 e resgistrador Hewlett-Packard mxxielo
2225 D+. A coluna utilizada fol Spherisorb ODS-1, §
wm, 150 x 4,6 mm (Alliech Associates, EUA),
precedida por coluna Cig de goarda Micropak
MCH-10, 10 um, de 30 x 4,6mm. A fase move! fo
acetonitrila-isopropanol  (75:25) num fluxo de 1,2
ral/min com pressio de 73 atm. Todos os solventes
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nsados foram de grav cromatografico, filtrados (0,45
pm) ¢ degaseificados antes do uso. Aliquotas do
extrato de massa com ovos foram evaporados sob Nz,
redissolvidas em 1 mi de fase mével ¢ filiradas (0,45
pm) antes da injecio. O pico do colesterol foi
monitorado a 205 nm.

Para a escolha da fase méve! testou-se previamenie as
seguintes misturas de solventes: acetonitrila-metanol
(50:50 ¢ o60:40), hexano-isopropanol (99:1) e
acetonitrifa-isopropanol  (50:50, 60:40, 65:35; 70:30;
75:25 e 80:20).

A identificagio do colesterol foi realizada por
comparacio dos tempos de retenclio e dos espectros
de absorbncia (Figuras 4 e 5) obtidos pelo detector
conjunto de dicdos do padrio, da amostra, ¢ ainda
por co-cromatografia {spiking). Para a quantificagio,
viifizow-se 0 método de padronizagio externa. Os
ifveis utilizados para a curva padrio foram de 5 a 40

pg/injegio (10 ui).

FIGURA 1
Fluxograra para determina%ﬁa de colesterol em
massas com ovos, segundo 1AL
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FIGURA 2
Fluxograma para detorminacio de colesterol em
massas com ovos, segundo Bohac er alii'.
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FIGURA3J
Fluxograma para determinagio de colesterol em
rmassas com ovos por CLAE.
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tomar 3 ml de hexano

evaporar sob N em banho-maria g 55°C
redissolver em 1 mi da fase mével

agitar em banho ultra-sdnico

filtrar (0,45 pm)

injetar (10 ul)

coluna: Cis, 5 wm (150 x 4,6 mm)

fase movel: acetonitrila:  isopropanol
(75:25)

detector: conjunto de diodos fixados a
205 nm

CLAE

Um teste de recuperagho foi feito adicionando-se
quantidades conhecidas de colesterol (0,2 ¢ 0,4 mg)
ao extrato de ¢loroférmio.

Andlise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferencas entre os
trés métodos, foi realizada andlise de variancia de um
fator ("one way™), com auxitio & Software MICROSTAT.
A comparacdo entre as médias foi feita pelo teste de
Tukey, a um nivel de significincia de 5%.
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FIGURA 4
Cromatogramas caracterfsticos do padrio colesterei (a) ¢ de
uma amosira de massz com ovos (b} CondigGes
cromaiogrificas: coluna, Spherisordb ODS.1,5 am (150 x
4,6 mm), fase mével, acetonitriia: isopropanol (75:25),
fluxe, 1,2 ml/minstos, detectos, conjario de diedos fixados
a 205 am.
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FIGURA S

Espectros de absorbincia obtidos pelo detector conjurto de
diodos do padrio colesterol (b) ¢ de uma amosira de massa
com ovos (a)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo do método por CLAE para massas

COm Ovos

Como o método por CLAE foi estabelecido no
presente trabatho, avaliou-se a sua confiabilidade.

Embora o método colorimétrico do 1AL’ nfo
inclufsse a etapa de saponificaciio para massas com
ovos, 08 testes preliminares demonstraram g
importdncia  da  mesma para remogho  dos
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interferentes, como mosfram o8 cromatogramas na
Figura 6.
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FIGURA S
Cromategramas de uma amostra de massa com oves nio
saponificada (b) ¢ submetidz a saponificagio (a). Condigdes
cromatogréficas: coluna, Spherisorb ODS-1, 5 um (150 x 4,6
mmY;, fase mével, acetonitrila-metanol (50:50); fluxo, 1,2
ml/minato; detector corjunto de diodos fixado a 205 am.

Esta etapa, portanto, foi incluida no mélodo por
LAE.

A recuperagio do colesterol npo  método
estabelecido foi excelente, com valores de 97-98%
(Tabela 1).

TABELA 1

Recuperagdo do colesterol em muassa com ovos

pelo método por CLAE

mg DE COLESTEROL B
ADICIONADA 1 % RECUPERACAQO
0,2 2 98

64 2 a7

n = nimero de determinagbes
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A eficiéncia da extragho foi verificads através de
duas extragbes consecutivas. O valor miximo obtido
na segunda extraglio foi de 0,0159 g de colesterol por
kg de massa,

Teores de colesterol em massas com ovos

Os niveis de colesterol em massas com avos
obtidos pelos trés métodos, os desvios padriio e os
coeficientes de variagio encontram-se na Tabela 2.

- TABELA 2 :
Cormnparagfo dos teores de colesterol em massas com ovos (g/kg) obtidos por trés métodos
COLORIMETRICOS CLAE
AMOSTRAS*
1als Bohac et alil
MEDIA = DP %CV MEDIA = DP %CV MEDIA = DP %CV
1 0,39 = 0,04 10,2 9,52+ 0,01 19 4,11 = 6,01 g1
2 0,77 = 0,04 5,2 0,64 0,02 3,1 0,24 £ 0,00 0,0
3 0,76 = 0,01 1.3 6,70 = 0,01 1,4 0,18 20,01 56
4 0,42 = 0,03 7,1 0,44 = 0,01 23 0,02 + 0,00 0,0
5 0,48 = 0,03 6,2 9,60 = 0,01 1,7 0,24 = 0,01 4,2

DP — desvio padrao
CV - coeficiente de variagio

Os coeficientes de variagio (%CV), médias de
6,0, 2,1 ¢ 3,8, obtidos para o8 métodos de IAL, do
BOHAC et alii’ ¢ por CLAE, respectivamente,
demonstraram uma precisio boa dos trés métodos.
Em refacio aos teores de colesterol, uma avaliacio
estatistica do conjunto dos dados demonstrou que s
vajores obtidos pelos métodos colorimétricos nfo
diferiram entre si, mas foram significativamente
maiores que 0s obtidos por CLAE. Estes resultados
indicam a existéncia de substincias interferentes nos
métodos  colorimétricos. A diferenca entre oS
resultados obtidos pelos métodos colorimétricos e
crornatogréifico foi especialmente pronunciada com a
amostra 4. CLAE acusou um valor baixissimo, o
cromatograma (Figura 7} mostrando um pico bem
menor que os das demais amostras,

Resposte de detector

—golesterol

T T H )
H 3 € 9

Tempo de retengdo {min}

FIGURA 7
Cromatograma da amostra 4 de massa com ovos. Condigdes
cromalogrificas: coluna, Spherisorb ODS-1, 5 pm (150 x
4,6 mm); fase mével, acctonitrila-isopropanol (75:25);
fluxe, 1,2 mi/minugto; detector corjunto de diodos fixado
205 nm,

* Amostras apalisadas em duplicata.

Pelos resultados obtidos pelo método IAL’, duas
massas aptesentaram colesterol abaixo do minimo
estabelecido. No entanto, utilizando-se o método por
CILAE, todas as marcas de massa com ovos
analisadas deram valores de colesterol abaixo do
minimoe permitido pela legistagio vigente, indicando
que menos de 3 ovos foram adicionados por quilo de
massa.

Considerando a discrepéncia nos resultados, foi
preparada e analisada em miplicata por CLAE uma
massa caseira com 3 ovos. A média obtida foi de
0,44 + 0,01 g/kg, correspondendo ao valor estipulado
pelas normas brasileiras, equivalente a 3 ovos
adicionados na massa.

CONCLUSAO

O método colorimétrico do IALY utilizado pelos

iaboratérios de fiscalizagso, superestimou o contetdo
de colesterol e, consequentemente, a quantidade de
ovo nas massas. O outro méiode colorimétrico, de
Bohac er alii’, também superestimou os teores de
colesterol. . :
- E evidente, portantn, a necessidade de que a
metodologia oficial seja modificada 2 fim de remover o8
interferentes antes da reacfio colorimétrica ou utifizar
CLAE, ima técnica confidvel, porém, onerosa .
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ABSTRACT: The cholesterol content has served as index of the amount of eggs in egg
noodles, Resolution 12/78 of the "Comissio Nacional de Normas ¢ PadrSes para Alimeantos”, of the
Ministry of Health (CNNPA-MS} specifies three eggs per kg of aocdles, corresponding 0 0.450 g
of chelesterol per kg of noodles. The method used by regulatory laboratories is the colorimetric
method of the Instituto Adolfo Lutz (IAL). In the present work, a comparative evaluation of two
colorimetric methods, those of IAL (which utilizes acetic acid, acetic anhydride and coacentrated
sulfaric acid) and of Bohac et alif (which employs acetic acid saturated with ferrous suifate and
concentrated sulfaric acid), and a2 method which involves high performance liquid chromatography
(HPLC), established in our laboratery, for the determination of cholesterol in egg noodles was
eamried out. For the latter method, a Cig column, acetonitrile-isopropanol (75:25) as mobile phase
and a diode array detector were used, quantitation was carried out by external standardization. The
colorimetric methods overestimated the cholesterol levels, consequently, the quartity of eggs added
to the noodles. The HPLC method revealed that the five samples of egg noodles analyzed contained
eggs al amounis Jower than the minimum stipulated by current regulation.

DESCRIPTORS: egg noodles, cholesterol, colorimetric method, guality controf, HPLC,
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