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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvawveslidar um método utilizando cromatografia para
detecc@o de farinha de carne e ossos (FCO) emranidu alimentos (racéo) para ruminantes, pela
determinacdo de colesterol, a fim de evitar a eom@acdo dos animais com a doenca encefalopatia
espongiforme bovina. Foram testados cinco métodos @ preparo da amostra e destes, a saponificagao
da amostra sem aquecimento foi selecionado. Asaredhcondi¢bes para saponificacdo e extracdo da
matéria insaponificavel foram definidas por planm®atos experimentais, fatorial e completo, com
pontos centrais. A técnica de cromatografia gafo&) foi escolhida devido a sua maior sensibiledad
melhor separacgdo do pico de colesterol, na presinoatros esterdis. Foi utilizada coluna capitaap

de polietilenoglicol 30mx0,25mmx0,25um e detector pnizacdo em chamas (DIC). As condigdes do
CG foram: injecao 1 pL, injetor a 260 °C, coluna0® °C/2 min e a 260 °C/48 min (15 °C/min), fluxo
1,68 mL/min, gas de arraste hidrogénio e DIC a BD0A identificacdo do colesterol foi feita por
comparacao do tempo de retencéo do padrdo e ddraragsor co-cromatografia e a confirmacao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)spectrometria de massas (EM). Parametros da CLAE:
fase movel acetonitrilazisopropanol (98:02); colu@g, 100x4,6mmx4pm (Chromolith), vazdo 1
mL/min. ParAmetros do EM: analisadon-trap fonte APCI & 450 °C, modo positivo, corona a 4080

dry gasN, a 350 °C, fluxo 5 L/min, nebulizador a 65 psi, rgiee de fragmentacdo MS/MS 1,4 V, faixa
de aquisicdo 100 a 700 (m/z). O método foi validpdoseletividade, especificidade, linearidadejtém

de detecgdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), gs&o, exatiddo e robustez. O pico de colesterol
apresentou excelente resolucédo e a CLAE-EM coniirespecificidade. Os coeficientes de determinagdo
para avaliacdo da linearidade foram superiores989@, O LD e LQ foram 0,001 e 0,003 mg/g,
respectivamente. A recuperacéo e coeficiente dagZr (CV) nas amostras de ragao fortificadas com
padrdo de colesterol (0,01; 0,025; 0,05; 0,1; @265 mg/mL) foram respectivamente de 84 a 86,7 % e
de 2,9 a 4,0 %. As concentracdes de colesteralasbtia racdo e na FCO foram, respectivamente 0,02 e
0,4 mg/g. O método proposto apresentou precis@tidéo e a capacidade de detectar FCO na rac&o, pel
determinacéo de colesterol, em concentracfes soged 0,025 mg/g.

Palavras-chave: Encefalopatia espongiforme bovina, ruminantesggadarinha de carne e 0ssos,
colesterol, cromatografia, espectrometria de magatidacao.
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ABSTRACT

This work aimed at developing and validating a oaitographic method for detection meat and bone
meals (MBM) in ruminant feed by cholesterol deteration, focusing to avoid the animal contamination
with bovine spongiform encephalopathy. Five methfmssample preparation were tested and from
these, sample saponification without heating wasseh. The best conditions for saponification and
extraction of unsaponified matter were defined gidactorial and complete designs with central mint
Gas chromatography (CG) was chosen due its higimsitsility and better separation of peak cholestero
at presence of other sterols. Was used polar aapitolumn of polyetileneglycol 30mx0,25mmx0,25um
and flame ionization detector (FID). GC conditionsre: injection 1 pL, insert 260 °C, column 100
°C/2min and 260 °C/48min (15 °C/min), flow 1,68 mid, drag gas hydrogen and FID 300 °C.
Cholesterol was identified by comparison of retmttimes of the samples and standard and co-
chromatography and confirmed by high performanapidi chromatography (HPLC) and mass
spectrometry (MS). HPLC parameters: mobile phas¢oattrile:isopropanol (98:02); colummn 100x
4,6mmx4um (Chromolith), flow 1 mL/min. MS-MS paratees: ion-trap analyzer, APCI ionization
source: 450 °C, positive mode, corona: 4000 nAy girs N: 350°C, flow 5 L/min, nebulizer: 65 psi,
MS/MS fragmentation energy 1,4 V, acquisition 1@0 700 (m/z). The method was validated by
selectivity, specificity, linearity, detection lim{DL), quantification limit (QL), precision, truess and
robust.Cholesterol peak show excellent resolution and HRIE confirmed specificity. Determination
coefficient for linearity evaluation were higherath 0,9997. DL and QL were 0,001 and 0,003 mg/g,
respectively. Recovery e variation coefficient (V&)ruminant feed samples fortified with cholestero
standard (0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5 mg/mk)e respectively 84-86,7 % and 2,9-4,0 %.
Cholesterol concentrations obtained from ruminaatifand MBM were, respectively 0,02 and 0,4 mg/g.
The method show precision, trueness and capacityetfct MBM in ruminant feed by cholesterol
determination in concentrations higher than 0,08%m

Keywords. Bovine spongiform encephalopathy, ruminants, femeat and bone meal, cholesterol,
chromatography, mass spectrometry, validation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais essencialmente agropecuario o gado ovino e bovino. Nos ovinos e caprinos a
e possui 0 maior rebanho bovino do mundo, com doenca é chamada derapie. Nos bovinos é
aproximadamente 195,5 milhdes de cabecgas, em conhecida como "doenca da vaca louca"
sua grande maioria criados em sistema extensivo. (Prusiner, 1997; Infections, 1999; Rodrigues,
Tem como mercado importador da carne e 2005).
produtos carneos, paises como Emirados Arabes,
Africa, China, Jap&o, RUssia, Unido Européia e Nos bovinos, os primeiros relatos desta
Estados Unidos da América (Rebanho, 2007). enfermidade ocorreram em 1986, no Reino
Unido. O seu surgimento foi claramente
Os paises importadores exigem que a carne relacionado as alteragcdes no tempo e temperatura
provenha de animais alimentados em pastagens ede processamento para obtencdo de farinha de
guando suplementados, que os ingredientes ndo carne e 0sSs0s proveniente de ovinos e o
contenham subprodutos de origem animal, a fim fornecimento de rac¢des para bovinos contendo
de evitar a contaminacéo do gado com a doenca esta farinha de carne e ossos (Bovine, 1996;
conhecida por encefalopatia espongiforme Prusiner, 1997; Pituco e Stefano, 2005).
bovina.
Segundo Butolo (2002), mesmo que a farinha de
A associacdo da encefalopatia espongiforme carne e 0ssos, que hoje é destinada a fabricagcao
bovina a doenca de Creutzfeldt-Jakob em de ragdo de outras espécies animais, seja
humanos, resultou, entre outras providéncias, na submetida a um cozimento sob presséo ao redor
criacdo de legislacbes que proibem o uso de de 80 a 100 PSI, por um periodo de 1 a 2 horas e
determinados subprodutos de origem animal na temperatura de até 120 °C, ainda oferece risco ao
alimentacdo de ruminantes. O controle desta desenvolvimento da encefalopatia espongiforme
proibicdo, entretanto, é feito com dificuldade bovina (EEB).
visto que poucas sdo as técnicas capazes de
efetiva-lo. Portanto, acredita-se que as alteragdes no
processamento da farinha de carne e 0ssos,
A presenca de alguns subprodutos de origem permitiram que o agente infeccioso oriundo da
animal no suplemento (racdo) para ruminantes scrapiesobrevivesse e contaminasse 0s bovinos
pode ser detectada pela concentracdo de (Bovine, 1996; Prusiner, 1997; Pituco e Stefano,
colesterol, que € um componente da gordura 2005).
animal. Diversas técnicas cromatograficas vém
sendo utilizadas para a deteccdo do colesterol, No homem a EE foi atribuida ao consumo de
identificando-o com precisdo e exatiddo em produtos carneos contaminados com tecidos
diversos substratos. oriundos do sistema nervoso central de bovinos
(Azevedo e Morais, 2004; Pituco e Stefano,
Este trabalho teve como objetivo desenvolver e 2005). Este tecido é contaminado com um novo
validar um método para deteccao de farinha de tipo de agente infeccioso denomingi@n, que
carne e 0ssos em suplemento (racdo) para € um derivado mutante de uma proteina da
ruminantes utilizando cromatografia para membrana de células nervosas que quando
determinacéo de colesterol. modificada, interage com o material genético do
hospedeiro (DNA) produzindo mais proteina,
cujo acumulo anormal provoca um quadro

2. REVISAO DE LITERATURA degenerativo crénico (Butolo, 2002; Azevedo e
Morais, 2004; Pituco e Stefano, 2005; Rodrigues,
2.1. Encefalopatia espongiforme bovina 2005). O prion esta presente em varios tipos de

células, incluindo linfécitos e musculos

A encefak)patia espongiforme (EE) é uma (PrUSiner, 1997; |nfeC.ti0nS, 1999) De anrdO
doenga que acomete tanto o homem quanto os COM a Encephalopaties (2006) a quantidade
animais, e dentre estes, acomete principalmente, infectante € de 0,001 g de proteina mutante
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(prion), sendo que quantidades inferiores a proteinas, além de aminoacidos naturais e
0,0001 g ndo causam a doenca. sintéticos (Butolo, 2002).

A EE é considerada uma das mais graves
zoonoses existentes, pois ndo ha tratamento e ndo
€ possivel realizar o diagnostiéo vivo nos
bovinos portadores (Azevedo e Morais, 2004).

Apesar de o Brasil apresentar baixo risco para o
aparecimento da EEB, o acompanhamento da
gualidade e origem dos componentes da mistura
de alimentos para ruminantes, constituem
Visando preservar o patrimonio pecuario do pais, importante instrumento de vigilancia desta
as autoridades sanitarias brasileiras impuseram doenca (Butolo, 2002; Sanches et al., 2006).
rigorosas medidas sanitarias, dentre as quais a

rastreabilidade de animais importados visando a Na literatura encontram-se alguns métodos para a
eliminagcdo destes (Bellaver, 2005; Costa e deteccdo de subprodutos de origem animal no
Borges, 2000; Azevedo e Morais, 2004; Pituco e alimento para ruminantes. Ansfield et al. (2000a,

Stefano, 2005).

Brasil (1997) declara o pais livre de EE e em

2003, uma missdo européia avaliou o risco
geografico dos rebanhos brasileiros e considerou
satisfatérias as garantias fornecidas pelo
Governo a respeito dos bovinos importados. Tal
garantia era devido ao fato de que os animais
criados no Brasil eram alimentados em sistema
extensivo e a suplementacédo alimentar, quando
ocorria, utilizava exclusivamente fontes de

proteina de origem vegetal (Azevedo e Morais,
2004; Pituco e Stefano, 2005).

Brasil (2004a) proibiu em todo o territério

nacional a producdo, a comercializacdo e a
utilizacdo de produtos destinados a alimentacao
de ruminantes que contenham em sua
composicao proteinas e gorduras de origem

b), Gizzi et al. (2003a, b) e Chen et al. (2004)
verificaram a presenca de proteina animal, pela
técnica de imunoensaio. Bellagamba et al. (2001,
2003 e 2006), Kingombe et al. (2001), Krcmar e
Rencova (2003 e 2005) e Fumiere et al. (2006)
desenvolveram um método por PCR para a
identificagdo de DNA especifico. Niederer e
Bollhalder (2001) desenvolveram um método
baseado na deteccao de esfingolipidios de tecido
nervoso central por cromatografia gasosa e
Baeten et al. (2005) desenvolveram um método
por microscopia near-infrared (NIRM) para
deteccdo de farinha de carne e 0ssos. Sanches et
al. (2006) validaram um método de microscopia,
baseado na observacdo da morfologia de
fragmentos, em sua forma bruta, com auxilio de
microscopio estereoscopico e avaliacdo da
estrutura histoldgica de particulas finas com
microscopio Optico. A microscopia é o método

animal. Incluem-se nesta proibicdo a cama de
aviario e os residuos da criagdo de suinos. Européia (Comissdo, 2003) para deteccdo de
Proibiu também a producéo, a comercializagdo € subprodutos de origem animal nas misturas de
a utilizacdo de produtos para uso veterinario, alimentos (racBes) para ruminantes.
destinados a ruminantes, que contenham em sua
formulagdo insumos oriundos de ruminantes. Qutros métodos de deteccdo foram propostos
Excluem-se da proibicdo, o leite e os produtos para determinacdo da presenca de produtos
lacteos e a farinha de ossos calcinados (sem originados de ruminantes em outros tipos de
proteinas e gorduras). substratos, os quais foram baseados na distin¢éo
entre proteinas de diferentes espécies animais
Brasil (2004b) exclui da proibicdo, o sémen e (Wintero et al., 1990; Jemmi e Schlosser, 1991;
embrides, sebo desproteinado (com impurezas Ebbehoj e Thomsen, 1991; Jemmi e Schlosser,
insoltveis correspondendo no maximo a 0,15 % 1993; Ansfield, 1994; Meyer et al., 1994;
do peso) e produtos derivados do mesmo, assim Morales et al., 1994; Meyer et al., 1995;
como gelatna e colageno preparados Hofmann, 1996; Hofmann, 1997; Hunt et al.,
exclusivamente a partir de couros e peles. 1997; Hsieh et al., 1998; Waiblinger et al., 1998;

Matsunaga et al., 1999; Murray et al., 2001;
Devido a proibicao do uso de farinha de carne e Brodman e Moor, 2003).

0ssos em racOes destinadas a alimentacdo de

ruminantes, o farelo de soja foi o ingrediente Qs prejuizos comerciais em paises onde foram

mais utilizado para o balanceamento de confirmados casos do mal da vaca louca (Tabelas
1, 2 e Figura 1) envolveram, ndo somente a

aprovado por Brasil (2003c) e pela Unido
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gueda no consumo interno da carne bovina, mas Desta forma, é necessario salientar a seriedade

também no comércio exterior devido as barreiras com que o Brasil esta tratando este assunto, pois,

sanitarias impostas pela Organizacao Mundial de além de ampliar mercados, pode ser oferecido

Saude Animal (OIE) (Pituco e Stefano, 2005). aos consumidores brasileiros um produto com
alta confiabilidade (Azevedo e Morais, 2004;
Pituco e Stefano, 2005).

Tabela 1- NUmero de casos de EEB no Reino Unido de 1987041é.

Alderney Gran Guernsey lIrlanda do Ilha de Jersey Total
Bretanha Norte Man Reino Unido

1987 e ante 0 442 4 0 0 0 446
1988 0 2 469 34 4 6 1 2514
1989 0 7137 52 29 6 4 7228
1990 0 14 181 83 113 22 8 14 407
1991 0 25032 75 170 67 15 25 359
1992 0 36 682 92 374 109 23 37 280
1993 0 34 370 115 459 111 35 35 090
1994 2 23 945 69 345 55 22 24 438
1995 0 14 302 44 173 33 10 14 562
1996 0 8 016 36 74 11 12 8 149
1997 0 4312 44 23 9 5 4 393
1998 0 3179 25 18 5 8 3235
1999 0 2274 11 7 3 6 2301
2000 0 1355 13 75 0 0 1443
2001 0 1.113 2 87 0 0 1202
2002 0 1.044 1 98 0 1 1.144

2003 0 549 0 62 0 0 611

2004 0 309 0 34 0 0 343

2005 0 203 0 22 0 0 225

2006 0 104 0 10 0 0 114

Fonte: Informacion (2007).
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Tabela 2 -Numero de casos de EEB no Mundo, com excec¢éo am REiido, de 1989 até 2006.

Pais/Ano 1989199C 19911992 19931994 1995 199€ 1997 199€ 1999 200C 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Alemanha 0O 0 0 1 0 3 0 0O 2 0 0 7 125106 54 65 32 9
Austria o 0 0 00O 0O O OO 0O OO0 1 0 0 0 2 2
Bélgica 0O 0 0 0 0 0 0 0O 1 6 3 9 46 38 15 11 2
Canada o 0 0 0O 1 0 0 00O 0 0 0 0 0 2 1 1 5
RepublicaCheca 0 0 0 0O O 0 O O O O O O 2 2 4 7 8 1
Dinamarca o 0o 0 1 0 0 0 0O 0O 0 O 1 6 3 2 1 1
Eslovaquia o 0 0 0O 0O 0O O O O O OO0 5 6 2 7 3 0
Eslovénia o 0 0 00 00O 0 0O 0 0 0 1 1 1 2 1 1
Espanha 0O 0 0 0 0 0 0O 0O O O O 2 8 127 167 137 98 4
EUA o 0 0 00O 0O O OO 0O OO0 0O 0 0 0 1 1
Finlandia o 0 0 00 0O 0O OO 0 OO0 1 0 0 0 O
Franca 0 0 5 0 1 4 3 12 6 18 31 161 274 239 137 54 31
Grécia o 0 0 00O 0O O OO O OO0 1 0 0 0 0 O
Irlanda 15 14 17 18 16 19 16 73 80 83 91 149 246 333 183 126 69 39
Israel 0o 0 0 0O 0O 0O O OO O OO0 O 1 0 0 0 O
Italia 0O 0 0 0 0 2 0 0O O O O O 4 3 29 7 8 2
Japéo 0O 0 0 00O 0O 0O 0O 0O 0 0 0 3 2 4 5 7 10
Liechtenstin 0 0 0O 0O 0 0O O O O 2 0 0 O 0 0 0
Luxemburgo o 0 0 00 0O OO 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0
PaisesBaxos 0 O O O 0O 0O O O 2 2 2 2 20 24 19 6 3
Polonia 0O 0 0 00O 0O 0O 0O 0O 0O 0O 0O O 4 5 11 19 10
Portugal 0 1 1 1 3 12 15 31 30 127 159 149 110 86 133 92 46
Suécia 0o 0 0 00O 0O O OO 0 O 0 O 0 0 0 0 1
Suica 0 2 8 15 29 64 68 45 38 14 50 33 42 24 21 3 3 5

Total 15 17 31 34 50 104 102 161 160 252 336 513 1013103t 778 535 336 90
Fonte: Adaptado de Informacién (2007).

Distribucion geografica de los paises que notificaron
al menos un caso confirmado de EEB desde 1989 hasta el 10 de junic de 2006
gl 2 E - 2
£ k. ? -~ i
5
%

Fonte: Informacion (2007).

Figura 1 — Distribuicdo geografica dos paises que notdiceao menos um caso confirmado de EEB, de 1989 a
2006.

2.2. Esterais: colesterol e fitoesterois pela fusdo de quatro anéis de hidrocarbonetos (A,

B, C, D). Trés deles possuem 6 carbonos e um
Esteréides sdo compostos que possuem uma possui 5 carbonos. Devido a forma tetraédrica
cadeia formada por 27 a 29 atomos de carbono, das ligacdes simples do carbono, os anéis néo
disposta em um nucleo esterdide e em uma sé&o planos, mas angulados e rigidos (Marinetti,
cadeia lateral. Este nucleo é denominado 1990; Koolman e R6hm, 2005; Lehninger et al.,
ciclopentanoperidrofenantreno, sendo formado 2006).
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No grupo dos esterdides sdo encontrados,
principalmente, os hormonios esteroidais, acidos
biliares, vitamina D e os esterdis. Esterdis sao
lipidios derivados (&lcoois esteroidais), sendo,
portanto, insollveis em &agua e sollveis em

solventes orgéanicos. Além disso, sdo estruturas
de alto peso molecular e de carater anfipético, de

forma que, a cadeia lateral constituida de oito a

estdo na direcdo do observador sédo chamados de
B-configuragcdo e quando atravessam o plano da
pagina sdo chamados de-configuragdo
(Koolman e R6hm, 2005).

Os esterGis compdem a membrana da maioria
das células eucariotas, estando relacionados ao
controle da permeabilidade e fluidez (Piironen et
al., 2000; Berhman e Gopalan, 2005; Lehninger

dez carbonos na posicdo C-17 representa a parteet al., 2006).

apolar e o grupo hidroxila no C-3 representa a
parte polar (Marinetti, 1990; Piironen et al.,

2000; Koolman e R6hm, 2005; Lehninger et al.,
2006).

O colesterol é um sdlido cristalino e esta presente
em todas as células animais, podendo ser
encontrado também em células vegetais. Os
fitoesterdis estdo presentes em algumas células

Os esterdis diferem entre si pela presenca e vegetais, sendo que 0s principais s3b:

localizacéo das duplas liga¢des nos anéis A e B e sitosterol, estigmasterol e campesterol (Al, 1997;
diferencas na cadeia lateral (Piironen et al., 2000 Piironen et al., 2000; Volin, 2001; Berhman e
Volin, 2001; Lehninger et al., 2006). A cadeia Gopalan, 2005).

lateral do nucleo esterdide pode estar localizada

no plano do anel (equatorial) ou de forma As propriedades fisico-quimicas do colesterol
aproximadamente vertical a ele (axial). Quando sé&o apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Propriedades fisico-quimicas do colesterol.

Formula quimica &H4s0OH
Peso molecular (g/mol) 386,87
Ponto fuséo (°C) 148,5
Ponto ebulicao (°C) 360*
Densidade (g/c) 1,067

Fonte: Adaptado de Weast et al. (1965) e Ahmidd. ¢2006).

* decomposicao.

O colesterol é ligeiramente solivel em agua e
alcool, solavel em benzeno e muito soldvel em
éter, dioxano e cloroférmio (Weast et al., 1965).

2.2.1. Biosintese de esterois

A sintese dos esteréis tem inicio no citoplasma
das células, no qual é produzida a parte
hidrofilica da molécula e depois é finalizada no
reticulo endoplasmatico, onde é sintetizada a
parte hidrofébica (Marinetti, 1990).

A sintese bioguimica de todos os lipidios, tanto
de origem animal quanto de origem vegetal é a
mesma, ou seja, originam-se a partir do acetil-
CoA (acetato ativado). Deste composto partem
duas vias: uma principal para formacgéo de acidos
graxos ativados e outra para a formacédo do
isopreno ativo e posteriormente, os isoprendides
(Volin, 2001; Koolman e Réhm, 2005).

ApoOs sucessivas reacgdes, os isoprendides (com 5
carbonos) dao origem aos esterdéis. Esta sintese
bioquimica pode ser dividida em quatro etapas.
Na primeira, uma reagdo de condensacgédo de trés
moléculas de acetil-CoA forma o mevalonato (6
carbonos). Uma das enzimas envolvidas nesta
etapa é a hidroximetilglutaril-Coa redutase
(HMG-CoA) que atua na regulagdo da formacéo
do colesterol (Marinetti, 1990; Piironen et al.,
2000; Koolman e R6hm, 2005; Lehninger et al.,
2006), entretanto, esta enzima ndo parece ser
reguladora da sintese de fitoesterois (Piironen et
al., 2000). Uma diminuicdo na sintese de
fitoesterbis € associada com a supressdo da
atividade da esqualeno sintase, a qual é
provavelmente um ponto critico no controle do
fluxo de carbono e ponto final da producéo
(Piironen et al., 2000).

Na segunda etapa o mevalonato é transformado
em isopreno ativo. Na terceira, seis moléculas de
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isopreno ativo sao

ligadas, formando o

compdem o nucleo esteroidal (Marinetti, 1990;

esqualeno-2,3-epoxido, que é uma estrutura Koolman e Réhm, 2005; Lehninger et al., 2006).

linear. Finalmente, ocorre a ciclizacdo do
esqualeno, transformando-o em 4 anéis que A biosintese do colesterol é representada na
Figura 2.
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Figura 2 - Biosintese do colesterol.

Fonte: Harper et al. (1982).

A sintese bioquimica de ester6is animais e vegetais, sendo por isso, que os fitoesterdis ndo
vegetais € a mesma até a formacéo do esqualenosao encontrados em todos os vegetais (Koolman
linear. Apds esta etapa, em células animais e Réhm, 2005).

ocorre a formacgédo de uma molécula denominada

lanosterol que apds cerca de 20 reacdes Além disso, os fitoesterdis estdo em quantidades
(oxidacgbes, perdas e migracbes dos grupos metil) diferentes nas varias estruturas das plantas e
transforma-se em colesterol. Em células vegetais estas quantidades variam ao longo do ciclo de
forma-se o cicloartenol que ap0s varias reacdes vida deste vegetal (Goad, 1967; Ai, 1997;
transforma-se nos fitoesterodis (Piironen et al., Berhman e Gopalan, 2005).

2000; Volin, 2001).

A capacidade de sintetizar isoprentides é 2.2.2. Colesterol
limitada as células animais e as células de alguns vegetal

em produtos de origem
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Algumas plantas, em pequena quantidade,
produzem colesterol (Piironen et al., 2000;

Berhman e Gopalan, 2005). Berhman e Gopalan
(2005) afirmaram que a presenca do colesterol na

O conceito de que produtos de origem vegetal
ndo contém colesterol, deve-se em parte, as
pequenas concentracfes encontradas e também
aos métodos analiticos de deteccdo, que néo
foram bem desenvolvidos até recentemente

membrana de células vegetais é conhecida h& (Behrman e Gopalan, 2005).

mais de 30 anos e em algumas espécies o0
colesterol é o mais abundante dos fitoesteréis.

Além disso, muitas vezes, eles sdo encontrados
com a seguinte informacao no rotulo: “Produto
isento de colesterol”, apesar da pequena
guantidade que possa estar presente (Berhman e
Gopalan, 2005). Alguns érgdos governamentais
permitem esta informacdo desde que os produtos
contenham concentracdes consideradas, por eles,
insignificantes.

Brasil (1998) declara como produto isento de
colesterol os que contenham concentracdes
méaximas como apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Concentracdo maxima de gordura saturada (g/1@Ingprodutos considerados isentos de

colesterol, de acordo com Brasil (1998).

Sélidos

Maximo de 1,5 g de gordura saturada/100 g

Liquidos

Maximo de 0,75 g de gordura saturada/100 m

Energia fornecida por gorduras saturadas deveoseraimo 10 % do valor energético total

Fonte: Brasil (1998).

O 6rgdo responsavel pela fiscalizacdo de
alimentos e drogas nos Estados Unidos (Guide,
2007) permite esta informagdo no rétulo para
produtos com quantidade inferior a 2 mg de
colesterol e 2 g de gordura saturada por porcéao.

Segundo Fats (1995) para quantificacdo de
gordura animal em Oleos vegetais pela
determinacdo de colesterol, a fracdo
insaponificavel de alguns 6éleos vegetais pode
conter pequena quantidade de colesterol.

Stedman (1968) afirma que o colesterol € um dos
quatro fitoesterdis mais abundantes do tabaco.

Ballesteros et al. (1996) determinaram o

colesterol em Oleos vegetais, utilizando

cromatografia gasosa e detector de ionizagdo em
chamas, e encontraram as  seguintes
concentragbes 0,082, 0,046 e 0,058 mg/g,
respectivamente, nos 6leos de germe de trigo,
semente de uva e améndoas doces.

Toivo et al. (1998) encontraram concentracdes
de colesterol no 6leo de canola iguais a 0,05

mg/g, utilizando cromatografia gasosa e detector
de ionizagdo em chamas.

Phillips et al. (2002) determinando a
concentragao de esterdis livres e esterificados em
gorduras e o6leos alimenticios de origem vegetal,
encontraram, em todos os Oleos analisados,
guantidades de colesterol inferiores a 0,03 mg/g,
utiizando extracdo em fase solida e
cromatografia gasosa.

Cunha et al. (2006) determinando a concentragéo
de esterdis livres e esterificados em nove
amostras de azeite de oliva, utlizando
cromatografia gasosa e espectrometria de
massas, verificaram a presenca de colesterol em
concentragbes que variaram de 0,004 a 0,009

mg/g.

2.3. Saponificacdo e extragdo da matéria
insaponificavel

A fracdo lipidica nas racdes corresponde a

porcentagem de extrato etéreo. O extrato etéreo é
toda substéncia lipidica da amostra e contém os
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triglicerideos, fosfatideos e esterdis, além dos
oleos volateis, resinas, clorofilas, pigmentos, etc
(Silva, 1990).

A saponificacdo € a reacdo dos triacilgliceréis
com Aalcalis promovendo o rompimento das
ligacBes ésteres na matriz lipoprotéica. Prefere-se
a utilizacédo do hidréxido de potassio (KOH) por
produzir sabdo mole, o que determina a néo-
solidificacdo dos extratos obtidos a temperatura
ambiente (Perkins, 1993).

E um processo pelo qual sdo invertidas as
relacbes de solubilidade. Quando se saponifica
um tecido de origem animal contendo colesterol,
grande parte dos fosfolipidios, gorduras e

proteinas sdo convertidos em produtos sollUveis
em agua e insollveis em solventes orgéanicos.
Desta forma a extracdo dos insaponificaveis
separa o colesterol sollvel em solvente organico
dos triacilgliceréis e acidos graxos, que

permanecem na fase aquosa ou alcodlica. Da
extracdo com solvente orgénico obtém-se a
fracdo de lipidios ndo saponificavel (Ferreira,

2000).

Os esterdis constituem o componente principal
da fracdo insaponificavel, podendo ser
encontrado tanto no estado livre quanto
esterificado com &acidos graxos de alto peso
molecular (estearico, oléico e palmitico) (Fenton,
1992; Perkins, 1993; Ferreira, 2000). Na massa
muscular esquelética predomina a forma livre
(Moura e Tenuta-Filho, 2002; Phillips et. al.,
2002). Nos tecidos vegetais, podem ainda, estar
na forma glicosidica, ligado a um carboidrato
(Ai, 1997; Piironen et al., 2000; Volin, 2001;
Koolman e Réhm, 2005).

Para a quantificacé@o total, torna-se necessaria a
conversdo dos ésteres de esterol em esterol livre,
sendo a saponificagdo o método mais
freqientemente utilizado (Perkins, 1993; Moura
e Tenuta-Filho, 2002; Phillips et. al., 2002).

O método de saponificagdo da amostra (ao invés
da saponificagdo dos lipidios) ndo € adequado
para quantificacéo de esterdis glicosidios, porque
a ligacédo entre o esterol e o carboidrato ndo pode
ser hidrolisada em condic¢des alcalinas (Toivo et
al., 2001; Lagarda et al., 2006). Entretanto, este
método é muito utilizado para a determinacéo de
colesterol, pois este ndo estd na forma
glicosidica. Além disso, seu emprego €

necessario quando o solvente utilizado para
extracdo da fracdo lipidica néo extrai
completamente o colesterol esterificado (Toivo
et al., 2001).

Dionisi et al. (1998) e Toivo et al. (2001)
compararam os métodos de saponificacdo da
amostra e os de extracdo dos lipidios com
posterior saponificacdo e verificaram que a
saponificacdo da amostra apresentou melhores
resultados para determinacdo de colesterol em
alimentos de origem animal.

Fenton e Sim (1991), Fenton (1992), Alonso et

al. (1995), Maraschiello et al. (1996), Ferreira

(2000) e Saldanha et. al. (2004) sugeriram a
saponificacéo direta da amostra de alimentos de
origem animal, devido a sua maior praticidade.

Kovacs (1990) e Jekel e Vaessen (1998)

utilizaram o método de saponificacdo da amostra
para determinacdo de colesterol em alimentos de
origem vegetal utilizando cromatografia gasosa e
detector por ionizacdo em chamas.

Ferreira (2000) que avaliou o coeficiente de
particdo do colesterol entre as fases aquosa e
com solvente, sugeriu que a saponificacdo seja
realizada com hidroxido de potéassio e élcool
etilico e a extracdo da matéria insaponificavel
com hexano ou ciclohexano.

2.4. Métodos utilizados para determinacao de
colesterol

Os principais métodos encontrados na literatura
para determinacdo de  colesterol sédo
colorimétricos, enziméticos e cromatograficos
(Ferreira, 2000; Bragagnolo 2001).

Os métodos colorimétricos tendem a
superestimar os teores de colesterol quando na
presenca de interferentes como: fitoesterdis,
acidos graxos insaturados, vitamina A e
proteinas (Rodriguez-Amaya, 1996).

Os métodos enziméticos, envolvendo a enzima
colesterol oxidase, também tendem a

superestimar o0s teores de colesterol, pois
compostos contendo o grupoB30H, incluindo

os fitoesterdis, também reagem com esta enzima
(Ulberth e Reich, 1992; Rodriguez-Amaya,
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1996).

Para alimentos de origem vegetal contendo
fitoesterdis, os métodos cromatogréaficos sao

guantidade de luz absorvida durante a passagem
do eluente por uma pequena célula de fluxo
colocada no caminho 6ptico do feixe de radiacao.
Desta forma, este detector é especifico para

mais especificos, pois, com eles, € possivel a compostos que absorvem luz no ultravioleta
separacdo dos diferentes tipos de esterdis (Skoog et al 2002; Collins et al., 2006).

(Rodriguez-Amaya, 1996; Ferreira, 2000).
2.4.1. Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico que

A técnica de CLAE com detector UV tem

aplicacéo restrita na analise de lipidios devido a
falta de absorcéo de luz no ultravioleta de alguns
compostos.  Entretanto, a presenga de

tem a capacidade de separar componentes deinsaturacdes e de grupos polares nas moléculas
uma amostra, realizada pela distribuicdo destes dos lipidios, tornam possivel a absorcdo e
componentes entre duas fases. Uma das fasesdeteccdo com UV no comprimento de onda de
esta fixa, enquanto a outra passa através dela. A190 a 210nm, sendo o colesterol detectado a

amostra € introduzida no equipamento e
conduzida pela fase mdvel (liquida ou gasosa).

210nm (Hoving, 1995; Choudhari et al., 1996).

Durante a passagem da fase movel através da Choudhari et al. (1996) realizaram a andlise de

fase estacionaria (liquida ou sdlida), os

colesterol de diferentes formulacgfes liofilizadas

componentes da amostra sdo distribuidos entre asutilizando CLAE. Bragagnolo e Rodriguez-
duas fases, de tal forma que, cada um deles é Amaya (2002), Moura e Tenuta-Filho (2002),

seletivamente retido pela fase estacionaria,
resultando em uma migracdo diferencial que

promove a separacdo (Pecsok e Shields, 1968;

Edwards, 1970; Collins, 1988; James, 1995;
Collins et al., 2006).
2.4.1.1. Cromatografia alta
eficiéncia (CLAE)

liquida de

A CLAE recebe este nome devido ao fato da fase
movel utilizada ser um liquido e este ser
impulsionado através da coluna (empacotada)
com auxilio de bomba para produzir presséo
(Collins, 1988; Skoog et al2002; Collins et al.,
2006).

Os principais componentes de um cromatoégrafo
liqguido sao: bomba, sistema de injecdo de
amostras, coluna cromatogréafica, detector e
registrador (Collins, 1988; Skoog et.,aP002;
Collins et al., 2006).

Neste tipo de cromatografia 0 mecanismo de

Baggio e Bragagnolo (2004), Bragagnolo e
Rodriguez-Amaya (2004), Saldanha et al. (2004)
utiizaram CLAE para determinacdo de
colesterol, em amostras de carne suina, camaréo
processado, produtos carneos processados e
camardo rosa, respectivamente. Nestes trabalhos,
as identificacdes dos picos de colesterol foram
feitas por comparacéo dos tempos de retencéo do
padréo e o da amostra e por co-cromatografia. As
purezas dos picos foram verificadas por
espectros de absorbéancia obtidos no inicio, apice
e término dos mesmos.

Breinhdlder et al. (2002) fizeram a determinacdo
de fitoesterdis livres e conjugados, de diferentes
vegetais, utlizando sistema de CLAE com
coluna RP18.

2.4.1.2. Cromatografia Gasosa (CG)
A cromatografia gasosa recebe este nome devido

ao fato da fase modvel (também chamada de géas
de arraste) utilizada ser um gas (Skoog et al

separacgdo dos esterois se faz pela cromatografia2002; Collins et al., 2006).

liquido-sdlido ou por adsorgdo, na qual ocorre

competicdo entre as moléculas da amostra e da Os principais componentes de um cromatégrafo

fase movel, para ocupar os sitios ativos na
superficie da fase estacionéaria (Collins et al.,
2006).

A CLAE podem ser acoplados equipamentos ou

gasoso sdo: sistema de gases, sistema de injecéo
da amostra, coluna cromatografica, detector e
registrador (Skoog et.aP002; Soares, 2006).

Na CG o mecanismo de separacao dos esterdis se

detectores que permitam a determinacdo de faz pela cromatografia gés-liquido ou por

varios compostos. O detector UV-visivel mede a

particho, a qual baseia-se nas diferentes
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solubilidades dos componentes da amostra na determinacdo de esterdis podem ser utilizadas
fase estacionaria (Edwards, 1970; Ciola, 1973; colunas com fases estacionarias apolares, de
Collins et al., 2006; Soares, 2006). polaridade intermediaria ou polares. As colunas

com fases estaciondrias apolares sdo as mais
A CG é uma técnica utilizada na separacdo de empregadas e nestas, a separacao dos esterois
substancias gasosas ou volatilizaveis. A faz-se pela diferenca entre as massas moleculares
volatilidade dos compostos pode ser conseguida e graus de insaturacdo. Entretanto, em algumas
aumentando-se a temperatura no local de injecéo colunas apolares, pode ocorrer a coeluicdo do
da amostra e na coluna, ou derivando-se os colesterol com outro composto, porém esta
compostos em outros, mais termicamente separacdo € realizada facilmente empregando-se
estaveis e apolares (Edwards, 1970; Ciola, 1973; colunas polares.
Coallins, 1988; Collins et al., 2006; Soares, 2006).

Frega et al. (1992) compararam uma coluna polar
A derivagdo é particularmente utilizada na CG com outra apolar para determinacdo de esterdis
para a determinacéo de substancias de alta masseem azeite de oliva, utilizando o sistema de
molecular e/ou contendo grupos funcionais cromatografia liquida e gasosa. Rodriguez-
fortemente polares, a fim de evitar sua Estrada et al. (2002) também compararam a
decomposicdo. Neste procedimento, ocorre a utilizacdo de coluna apolar e coluna polar com
transformacgédo da substéncia de interesse, em umboa estabilidade térmica para separa¢do da
derivado com caracteristicas adequadas para sermatéria insaponificavel de extratos lipidicos. Os
analisada, ou ainda, introduz grupos especificos autores verificaram uma boa separacdo dos
aumentando a detectabilidade da substancia esterdis, utilizando coluna polar, principalmente
(Edwards, 1970; Ciola, 1973; Collins, 1988; Ai, aqueles com baixa resolucéo.

1997; Skoog et al 2002; Collins et al., 2006; Dutta e Normém (1998) e Phillips et al. (1999)

Soares, 2006). - . )
utilizaram coluna capilar de polaridade

intermediaria para determinacao de esterois, no

O colesterol ndo derivado, quando introduzido . . .
soro sanguineo e na aveia, respectivamente.

em uma coluna empacotada, adsorve no suporte
sélido, resultando em picos com cauda e
encurtando a vida util da coluna. O uso de coluna
capilar minimiza este problema (Rodriguez-
Amaya, 1996).

Njinkoué et al. (2002) utilizaram coluna polar
(polietilenoglicol) e espectrometria de massas
para determinagdo de esterdis e 4cidos graxos em
diferentes tecidos de espécies marinhas.

Para analisar esterdis livres por CG sem fazer
derivagéo, Fenton e Sim (1991), Ulberth e Reich
(1992), Al-Hasani et al. (1993) e Ballesteros et

al. (1996) utilizaram coluna capilar e observaram
gue nas amostras sem derivacdo ndo houve
alteracdo na forma dos picos. Hwang et al.
(2003) e Keller e Jahreis (2004) fizeram a

determinacdo de colesterol n&o derivado,

utilizando coluna capilar e conseguiram picos

com boa resolucdo. Ai (1997) utilizou coluna

capilar de comprimento reduzido (10m) para

diminuir o tempo de retencdo dos esterbis e
consequentemente sua decomposicéo.

Ahmida et al. (2006) utilizaram cromatégrafo
gasoso acoplado ao espectrébmetro de massas
(GC-MS) e coluna capilar composta de 100 % de
dimetilpolisiloxano (apolar) para deteccdo de
fitoesterdis e colesterol plasmaticos. Como nédo
houve boa resolugcdo na separacdo de alguns
esterdis, estes autores optaram pela coluna de
polaridade intermediaria Rtx- 1701 (14 % de
cianopropilfenil e 86 % de dimetilpolisiloxano),
obtendo boa resolugéo dos compostos desejados.

Meier et al. (2006) utilizaram coluna polar
(polietilenoglicol) e detector de ionizacdo em
chamas para determinacdo de acidos graxos e
colesterol em tecidos marinhos.

De acordo com Al-Hasani et al. (1993) a
derivacéo ndo somente é demorada, mas também
contribui para o aumento do ruido e decréscimo
da linearidade devido aos depoésitos sobre o

detector de ionizacio em chamas. A CG podem ser acoplados equipamentos ou

detectores que permitam a determinagdo de

De acordo com Hoving (1995) para a varios compostos. Para a determinacdo do
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colesterol é utilizado o detector por ionizacéo em
chama. Neste caso, ocorre a queima dos
componentes da amostra, promovendo a
formacdo de fons que sdo capturados por um
eletrodo. A corrente gerada é convertida em
voltagem, amplificada e captada pelo registrador
(Collins, 1988; Skoog et al2002; Collins et al.,
2006; Soares, 2006).

fragmentacdo produzindo ions positivos de
massas menores (Skoog et al., 2002; Collins et
al., 2006).

Ainda de acordo com Skoog et al. (2002), as
colisdes entre as moléculas da amostra e os ions
sdo altamente reativas e, no caso do colesterol,
envolvem a transferéncia de proéton. Desta forma,

ocorre a formacdo da molécula protonada do
Para a separacdo de esterdis, a cromatografia colesterol representada por [M+H]
gasosa (CG) € melhor que a cromatografia
liquida, porque separa com melhor precisdo A Ultima etapa é a de contagem do numero de
compostos isdmeros como sitosterol, ions de cada tipo ou medida da corrente i6nica
campesterol, estigmasterol, dentre outros (Abidi, produzida por um transdutor adequado. O
2001; Lagarda et al., 2006). transdutor ira converter o feixe de ions formados
para um sinal elétrico que pode ser processado e
registrado (Skoog et al., 2002; Collins et al.,
2006).
O espectrémetro de massas € um equipamento
gue pode ser acoplado ao cromatégrafo liquido O espectro de massas obtido depende do método
ou gasoso possibilitando analises de alta utilizado para formacdo destes ions. Para a

2.4.2. Espectrometria de massas

especificidade em amostras complexas (Skoog et
al., 2002; Collins et al., 2006).

Os principais componentes de um espectrometro
de massas sdo: bomba de vacuo, fonte de
ionizacdo, analisador de massa, sistema de

deteccdo de ions (transdutor) e processador de

sinais (Skoog et al., 2002; Collins et al., 2006).
Os trés primeiros componentes ficam dentro do

ionizagéo dos esterdis é utilizada fonte APCI-MS
(atmospheric pressure chemical ionization mass
spectrometry que, como O nome, promove
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica,
ocorrendo em fase gasosa (Skoog et al., 2002;
Collins et al., 2006).

2.5. Validacéo de métodos analiticos

sistema de vacuo para manter a pressdo baixa Quando ha o desenvolvimento de um novo

(Skoog et al., 2002).

O proposito do sistema de injecdo é introduzir
uma micro quantidade de amostra que sera
transformada em vapor. Dentro da fonte de
ionizacdo, a amostra vaporizada ir4 colidir com
fons positivos, convertendo-se em ions
moleculares (devido a perda de um elétron) com
a mesma massa molecular que a molécula
(Skoog et al., 2002).

Os ions formados sdo atraidos por uma fenda
(produzindo aceleragdo) para dentro do
analisador de massa, onde ocorre entdo a
separacdo de ions (em movimento) de acordo
com a razao massa-carga/g), ondem é a massa

do ion em unidades de massa atdmiz& @ sua
carga. Como a maioria dos ions formados é de
carga unitariam/z € normalmente a massa do
fon. As colisbes entre elétrons energéticos e
moléculas de analito, normalmente, fornecem

método analitico para uma determinada
finalidade deve ser feita a sua validacdo (The
Fitness, 1998; Thompson et al., 2002;
Orientacbes, 2003). A validagdo deve garantir,
por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando-lhe confiabilidade e, desta forma, é
necessario que o0s equipamentos e vidraria
estejam calibrados (Leite, 1996; Brasil, 2003a,
b).

Para se realizar o processo de validacdo sao
utilizadas caracteristicas de desempenho tais
como: a linearidade, a especificidade, a

seletividade, a precisdo, a exatiddo, o limite de
deteccdo e de quantificacdo e a robustez (The
Fitness, 1998; Thompson et al., 2002; Brasil,

200343, b).

O analito é o composto quimico a ser mensurado
na amostra e a matriz € a amostra em questédo. A

energia as moléculas para deixa-las em estado substancia padrdo, que € uma amostra certificada

excitado. O relaxamento, geralmente, ocorre por

do analito a ser avaliado é de fundamental
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importancia nas andlises, por propiciar a

comparacao entre as espécies analisadas, sendo garametros

principal parametro de exatiddo. A substancia
padrdao deve possuir estabilidade e natureza
confiaveis para uma determinada andlise (Leite,
1996; Brasil, 2003a; Orientacdes, 2003).

A linearidade é a capacidade do método em obter
resultados  diretamente  proporcionais a
guantidade do analito presente na amostra, em
um intervalo especificado (Leite, 1996;
Thompson et al., 2002).

A especificidade/seletividade relaciona-se a
capacidade que o método possui de identificar o

analitico em resistir a certas variagdes dos
analiticos como equipamento,
operador, reagentes, etc (Leite, 1996; Brasil,
2003a, h).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material e reagentes

A parte experimental deste trabalho foi realizada
no Laboratdrio de Quimica de Alimentos da

Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas, no Estado
de Sao Paulo, sob orientacdo da Profa. Neura

composto em pesquisa mesmo na presenca deBragagnolo, no periodo de marco a novembro de

outros componentes como impurezas, produtos
de degradacdo e componentes da matriz.
Significa que o valor medido provém somente do
analito, assegurando que ndo ha interferentes
(Leite, 1996; The Fitness, 1998; Thompson et al.,
2002; Orientagbes, 2003). Em uma analise de
produto de origem vegetal, por exemplo, a
presenca de varios fitoesterois pode dificultar a
determinacdo isolada de cada composto
(Piironen et al., 2000).

A precisdo é a proximidade dos resultados
obtidos em varias medidas de uma amostragem
multipla de uma mesma amostra e pode ser
expressa em Desvio Padrdo Relativo (DPR) ou
Coeficiente de Variacdo (CV) (Leite, 1996;
Thompson et al, 2002; Brasil, 2003a, b;
Orientacbes, 2003).

A exatiddo de um método analitico é a
proximidade dos resultados obtidos em relacéo
ao verdadeiro valor contido na amostra,
exprimindo a compatibilidade do valor aceito
com o valor de referéncia (The Fitness, 1998;
Thompson et al, 2002; Brasil, 2003a, b,
Orientacdes, 2003).

O limite de detec¢édo é a minima quantidade do
analito que pode ser detectada pelo método
analitico, mas nao necessariamente quantificada.
Ja o limite de quantificacédo € a menor quantidade
do analito presente na amostra que pode ser
guantificada com precisao e exatiddo aceitaveis
pelo método analitico (Leite, 1996; The Fitness,

1998; Thompson et al., 2002; Brasil, 2003a, b,

Orientacdes, 2003).

A robustez é a medida da capacidade do método

2006.

Para a otimizacdo do preparo das amostras e
validagdo do método foram utilizadas dez

misturas de alimentos (ra¢bes) para ruminantes
de diferentes procedéncias e uma amostra de
farinha de carne e ossos (35 % de proteina bruta).
As amostras foram adquiridas tanto no comércio
gquanto em fazendas da regido de Campinas.
Foram homogeneizadas, guarteadas
manualmente e moidas em multiprocessador
Master Walita

A concentracdo de colesterol foi analisada nas
amostras de ragdo e em amostras de seus
ingredientes mais utilizados: milho, farelo de
soja e farelo de trigo; nas amostras de farinha de
carne e 0ssos e nas amostras de ragao
adicionadas de farinha de carne e ossos (a racao
foram adicionados 10 % de farinha de carne e
0ss0s) para que fosse melhor visualizado o pico
de colesterol nos cromatogramas destas.

Os padrbes de colesterol (C-8667), ergosterol,
vitamina D,B-sitosterol e campesterol (S-5753) e
estigmasterol (S-6126) foram adquiridos da
Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA).

Todos os solventes utilizados para o preparo das
amostras foram grau P.A. e para a analise por
cromatografia liquida foram grau
cromatografico, os quais foram filtrados em filtro
organico 0,4hm Millipore (Cork, Irlanda), em
sistema de vécuo, antes do uso.
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Para a andlise por cromatografia gasosa, 0s gases

utilizados foram de alta pureza (5.0) e o solvente
(hexano) foi grau cromatogréfico.

3.2. Métodos

Antes da validacdo, as amostras de suplemento Folch)

(racdo) para ruminantes foram analisada no
Laboratdério Nacional Agropecuario LANAGRO-

MAPA/Campinas, empregando a microscopia
como método de ensaio (Brasil, 2003c). Neste
laboratério o limite de detecgdo para farinha de

Para a otimizacdo da quantificacdo do teor de
colesterol em amostras de racdo destinadas a
alimentacéo de ruminantes foram entdo testados
cinco métodos: 1) saponificagdo da amostra com
aquecimento; 2) extracdo de lipidios (método
seguida de saponificacdo com
aquecimento; 3) hidrdlise acida e extracdo dos
lipidios com éter etilico (Soxhlet) seguida de
saponificacdo com aquecimento; 4) hidrélise
enzimatica e extracdo dos lipidios com hexano
seguida de saponificacdo com aquecimento e 5)

carne e 0ssos naracao é de 0,025 %. saponificacdo da amostra sem aquecimento.

As determinag6es de lipidios totais na ragdo e na 3.3. Preparo das amostras

farinha de carne e ossos foram efetuadas segundo

Folch et al. (1957). 3.3.1. Saponificagdo da amostra
aguecimento

Devido as poucas informagfes encontradas na

literatura a respeito da determinagdo de As amostras de ragdo e de farinha de carne e

colesterol em amostras de produtos de origem ossos (FCO) foram adicionados alcool etilico e

vegetal, varios métodos foram testados até a solucdo de KOH a 50 % em diferentes

adequacdo do melhor método de extragéao. propor¢cdes, como apresentado na Tabela 3.

com

Tabela 3- Quantidades de amostras e reagentes utilizadsaponificagdo com aquecimento.

Amostra Racdo sem FCO* (g) KOH (g) Alcool etilicoriL)
1 2 4 6
2 2 20 30
Fco* (9)
3 2 4 6
4 2 20 30

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

As amostras foram saponificadas em tubos de uma por 2 minutos e as amostras foram filtradas
ensaios, em banho de agua a 40 °C, com agitacdoem funil de separacéo de 500 mL.

magnética durante 20 minutos e a 60 °C durante

10 minutos, segundo metodologia de Saldanha et Ao filtrado foram acrescentados 40 mL de KCI
al. (2004) madificada. 0,74 %, promovendo a separacgéo de fases. A fase
aquosa (superior) foi descartada e o filtrado foi
novamente lavado com 25 mL de KCI 0,74 %.
Apos a segunda separacgédo de fases o filtrado foi
transferido para baldo volumétrico de 200 mL e o
volume foi completado com cloroférmio.

Os lipidios foram extraidos de acordo com Folch A saponificacdo foi realizada de acordo com
et al. (1957). Foram pesados 5 g de racdo sem Bohac et al. (1988) utilizando uma aliquota de 10
farinha de carne e ossos e 5 g de farinha de carnemL do extrato lipidico (obtido por Folch), em

e 0ssos e a cada amostra foram acrescentadostubo de ensaio e seca sob fluxo de nitrogénio
consecutivamente, 100, 50 e 25 mL de solugdo com banho de agua a 55 °C. Foram adicionados
cloroférmio-metanol 2:1 (v,v). Para cada volume 20 mL de KOH 12 % em alcool etilico 90 %,
de adicéo de solucao cloroférmio-metanol foram agitado em voértex e deixado em agitagédo por 15
feitas trés homogeneizacdes em blender, cada minutos a 80 °C. Foram adicionados 10 mL de

3.3.2. Extracdo dos lipidios de acordo com
Folch seguida de saponificacdo com
aquecimento
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agua (para extracdo) e novamente agitado em
vortex. Apdés o resfriamento foram feitas 3
extracGes da fragcdo insaponificavel, com 10 mL
de hexano cada uma.

O extrato hexanico foi evaporado em fluxo de
nitrogénio e dissolvido em 1 mL de fase movel
composta de 85 % de acetonitrila e 15 % de
isopropanol. Antes da injecdo em cromatografo
liquido as amostras foram filtradas em membrana
Millipore (0,45 pum).

3.3.3. Hidrdlise acida e extracdo dos lipidios
em equipamento Soxhlet, seguida de
saponificacdo com aquecimento

Foi feita a hidrdlise acida de amostras de racéo
com adicédo de 10 % de farinha de carne e 0ssos
baseada na metodologia de Diemair (1963).
Foram preparadas 3 amostras, cada uma com 10
g. Foram utilizados &cido cloridrico e agua, de
acordo com a Tabela 4.

Tabela 4- Quantidades de amostra e reagentes utilizadbsir@ise acida.

Variaveis Quantidades
Ragdo com 10 % de FCO* (g) 10
Agua para hidrélise (mL) 200
Acido cloridrico (mL) 120
Agua para neutralizagao (L) 4,5

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

As amostras adicionadas de acido cloridrico e colocados em banho de agua a 35 °C para
agua destilada foram colocadas sob aquecimento evaporacdo parcial do solvente. Ao final, as

e assim mantidas, apos atingir ebulicdo, por mais amostras foram transferidas para tubo de ensaio e
30 minutos. Foram entdo, filtradas a quente em o solvente foi evaporado completamente.

papel de filtro triplo e lavadas com agua
destilada até neutralizacao. A seguir foi feita a saponificacdo das amostras de
acordo com Saldanha et al. (2004) (Tabela 5).
Ap6s a hidrélise &acida, os papéis de filtro Aos tubos de ensaio foram adicionados solugdo
contendo a amostra, foram colocados em estufa a aquosa de KOH 50 % e alcool etilico, deixando-

100 °C por 50 minutos e entdo colocados em se em banho de 4gua a 40 °C com agitacao
dessecador. Para a extragdo dos lipidios, os magnética, por 20 minutos e mais 10 minutos a
papéis de filtro foram fechados em forma de 60 °C. Foi acrescentada agua destilada (para
cartuchos, para serem inseridos no interior do extracdo) e deixado até esfriar. Foram feitas, a
extrator de Soxhlet, onde permaneceram em seguir, 4 extracbes da fracdo insaponificavel

refluxo com éter etilico, durante 6 horas. Os utilizando hexano.

baldes contendo a fracdo lipidica foram

Tabela 5- Quantidade de reagentes utilizados na sapogéficaom aguecimento, de acordo com Saldanha et al.
(2004), apo6s hidrolise acida.

Variaveis Quantidades
Solucdo de KOH 50 % (mL) 4
Alcool etilico (mL) 6
Agua para extragdo (mL) 5
Volume hexano para extragao (mL) 10

O extrato hexanico foi evaporado em fluxo de

nitrogénio e dissolvido em 1 mL de fase mével 3.3.4. Hidrolise enzimatica e extragdo dos
composta de 85 % de acetonitrila e 15 % de lipidios, seguida de saponificacdo com
isopropanol. Antes da injecdo em cromatdgrafo aquecimento

liquido as amostras foram filtradas em membrana

Millipore (0,45 pm).
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Foi realizada hidrélise enzimética de amostras de As amostras foram pesadas em Erlenmeyer e

racdo com adi¢cdo de 10 % de farinha de carne e foram adicionados

0ss0s, segundo metodologia de Rios e

Mercadante (2004) modificada.

tampdo fosfato, &gua

destilada, solugéo alcodlica de hidroquinona (0,2

%) e enzima alfa-amilase, permanecendo em
agitacdo em mesa agitadora por 2 horas (Tabela
6).

Tabela 6- Quantidades de amostra e reagentes utilizadbsir@ise enzimatica.

Variaveis Quantidades
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Racgao com 10 % de FCO* (g) 5 10 10 5
Tampao fosfato (mL) 25 50 25 25
Agua destilada (mL) 100 200 100 100
Sol. alcodlica hidroquinona 0,2 % 10 20 10 10
(mL)
Enzima alfa-amilasgu() 400 400 400 200

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

A taxa de hidrélise enzimética foi monitorada

O extrato hexanico concentrado foi transferido

separando-se aliquotas de 1 mL e acrescentando-para tubo de ensaio e seco completamente em

se iodo. A solucéo de hidroquinona foi utilizada
como antioxidante.

Ap6s a hidrélise enzimética, a extracdo dos
lipidios foi realizada adicionando-se hexano (3
extracbes, 20 mL cada). O extrato hexanico foi
transferido para baldo de fundo redondo e
evaporado parcialmente em evaporador rotatorio,
com banho de agua a 30 °C.

fluxo de nitrogénio. Foi entdo realizada
saponificacdo com solucdo de KOH 50 % e
alcool etilico, segundo metodologia de Saldanha
et al. (2004) (Tabela 7). Apds a saponificagdo e
extracdo dos insaponificaveis, as amostras foram
dissolvidas em 1 mL de fase mével composta de
85 % de acetonitrila e 15 % de isopropanol.
Antes da injecdo em cromatdgrafo liquido as
amostras foram filtradas em membrawidlipore
(0,45 pm).

Tabela 7- Quantidade de reagentes utilizados na sapogéficaom aquecimento de acordo com Saldanha et al.

(2004) apos hidrolise enzimatica.

Variaveis Quantidades
Solucdo de KOH 50 % (mL) 8
Alcool etilico (mL) 12
Agua para extracdo (mL) 10
Volume hexano para extragao (mL) 10

Para melhorar a extracdo dos lipidios ap6s a centrifugacdo, as amostras e reagentes foram

hidrélise enzimatica, foram testados outros

colocados em tubos de centrifuga de

solventes além do hexano e também foi realizada aproximadamente 400 mL. Na Tabela 8 sao

a centrifugacdo apos a adicéo do solvente.

Os solventes testados foram o éter etilico e o
ciclohexano e para extracdo utilizando

apresentadas as condi¢cbes de centrifugacdo
testadas, utilizando-se hexano como solvente.

31



Tabela 8- Condi¢8es de centrifugacao testadas para egtdgglipidios com hexano, ap6s hidrélise enziraatic

Velocidade (rpm) Tempo (min)
700 10
3000 30
3000 10

As amostras dos testes para melhorar a extracdo3.3.5. Saponificagdo da amostra sem

da fragdo lipidica foram preparadas de acordo aquecimento
com o processo de hidrdlise enziméatica utilizado

na amostra 2 da Tabela 6 e o processo de
transferéncia da fracao lipidica e evaporacgdo do
solvente foi 0 mesmo descrito para as amostras

Foram realizados testes para verificagdo do
resultado obtido apés a saponificacdo de
amostras de racao com adi¢do de 10 % de farinha

preparadas também de acordo com a Tabela 6. de carne e ossos. Inicialmente foi pesado 1 g de
amostra em baldo de fundo redondo, ao qual se
adicionou 20 mL de solu¢do de KOH 50 % e 30
mL de A&lcool etilico. Entretanto, devido a
formacgao de solugéo viscosa apés decorridas 20
horas de saponificacdo, optou-se pela adi¢édo de
KOH em pastilhas, o que apresentou um bom
resultado, apds agitacdo em mesa agitadora.

A saponificacdo foi realizada de acordo com
Saldanha et al. (2004) (Tabela 7). Ap6s a
saponificacdo, o extrato hexanico foi evaporado
em fluxo de nitrogénio e dissolvido em 1 mL de
fase movel composta de 85 % de acetonitrila e
15 % de isopropanol. Antes da injecdo em
cromatdgrafo liquido as amostras foram filtradas
em membranMillipore (0,45 um). Foram preparadas quatro amostras utilizando-se
duas quantidades de KOH e &lcool etilico, como

apresentado na Tabela 9 (teste 1).

Tabela 9- Quantidades de amostras e reagentes utilizado®todo de saponificacdo da amostra sem aqueament
(teste 1).

Agua para
Amostra Racdo com 10 % de FCO* (g) KOH (g) Alcool etilico (mL) extragdo (mL)
1 1 3.5 30 10
2 1 7 60 20
Fco* ()
3 1 3.5 30 10
4 1 7 60 20

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

As amostras foram pesadas em baldo de fundo um total de 2 L para cada amostra. Apds este
redondo de 200 mL aos quais foram procedimento foi medido o pH.
acrescentados os reagentes pra saponificacao. As
amostras permaneceram em mesa agitadora porApos as lavagens, o extrato hexéanico foi
22 horas. ApGs a saponificagdo, as amostras transferido para baldo de fundo redondo e
foram transferidas para tubo de ensaio e foi evaporado em evaporador rotatério (mantido a
acrescentada agua destilada para extracdo dos35 °C) até que restasse aproximadamente 1 mL,
insaponificaveis, sendo realizadas 4 extracbes sendo entdo, transferido para tubo de ensaio,
com hexano. onde terminou de ser evaporado em fluxo de
nitrogénio. No momento das inje¢cBes no
O extrato hexanico foi transferido para funil de cromatégrafo liquido, o conteddo dos tubos foi
separacgdo de 500 mL, onde foram feitas lavagens dissolvido em 1 mL de fase moével composta de
com &gua destilada para retirada do KOH, em 85 % de acetonitrila e 15 % de isopropanol e
filtrado em membran#lillipore (0,45 pum).
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Foram realizados outros testes alterando-se as para extracdo dos insaponificaveis. As variaveis
guantidades de amostra, hidréxido de potassio, dos testes 2 e 3 séo apresentadas respectivamente
alcool etilico, tempo de saponificacdo e agua nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - Quantidades de amostra e reagentes utilizadométodo de saponificagdo da amostra sem
aquecimento (teste 2).

Amostra  Rag&o com 10 % de FCO* KOH (g) Alcool etilico (mL) Agua para extracio

(9) (mL)
1 1 3,0 20 5
2 1 3,5 20 5
3 2 3,0 30 10
4 2 3,5 30 10

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

Tabela 11 - Quantidades de amostra e reagentes utilizadométodo de saponificacdo da amostra sem
aquecimento (teste 3).

Amostra  Rag&o com 10 % de FCO* KOH Alcool etilico Agua para
(9) (9) (mL) extracao (mL)
1 1 3,0 20 10
2 1 3,5 20 10
3 2 3,0 30 20
4 2 3,5 30 20

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

Para os testes 2 e 3 o material utilizado e os Foram testadas diferentes proporcdes de fase
procedimentos de saponificacdo, extracdo dos movel e fluxo de fase mével na coluna variando

insaponificaveis, neutralizagio do KOH, d& 1 ou 2 mL/min, assim como diferentes
secagem e diluicdo em fase moével foram os propodr%o.es~ dde solvente acetongrlla.lsopropanol
mesmos ja descritos no teste 1. Entretanto, no para diluicdo das amostras (Quadros 3 e 4).

teste 2 as amostras 1 e 3, 2 e 4 foram colocadas

para saponificar em mesa agitadora_ POr Quadro 3 - Proporces de fase movel testadas na
respectivamente 16 e 22 horas. Apds a agitagdo, cromatografia liquida.

nas amostras 1 e 2, foram acrescentados 5 mL de

Agua para extracdo e nas amostras 3 e 4 foram Fase movel (%)
acrescentados 10 mL. Nas amostras 3 e 4 foram (Acetonitrila:isopropanol)
feitas 4 extragBes com hexano (10 mL cada). As 85:15
amostras foram analisadas em cromatografo 70:30
liquido. 99:01

98:02
No teste 3 foram mantidas as quantidades de 97:03
amostra e reagentes do teste 2 e todas as 95:05
amostras tiveram tempo de saponificagdo de 22 100 % acetonitrila
horas. Entretanto, apds a saponificacdo, nas
amostras 1 e 2 foram acrescentados 10 mL de Quadro 4 -  Proporgdes de  solvente

agua destilada e nas amostras 3 e 4 foram acetonitrilasisopropanol testadas para solubilieaga
acrescentados 20 mL. Nas amostras 1 e 2 foram amostra.

feitas 4 extracdes com hexano (10 mL cada). A A (%
Antes da injecdo em cromatdgrafo liquido as cetonitrilaisopropanol (%)

amostras foram filtradas em membraitlipore 100 % acetonitrila
(0,45 um). 100 % isopropanol

50:50
70:30
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ApoOs os testes com fase movel e solvente, apesarPara os testes 4 e 5 o material utilizado e os
dos picos nos cromatogramas apresentarem-se procedimentos de saponificacdo, extracdo dos
mais separados, o pico de colesterol ainda n&o insaponificaveis, neutralizagdo do KOH e
apresentava um valor de &rea satisfatério. Por secagem foram os mesmos ja descritos no teste
isso, optou-se por preparar as amostras com 1, entretanto as amostras foram dissolvidas em 1
guantidades maiores de ragdo como 4, 6 e 8 g mL de solvente (50 % de acetonitrila e 50 %
(Tabela 12) e 10 g (Tabela 13). isopropanol). Antes da injecdo em cromatografo
liquido as amostras foram filtradas em membrana
Millipore (0,45 pum).

Tabela 12- Quantidades de amostra e reagentes testad@mnatd saponificacéo
das amostras sem aquecimento (teste 4).

Variaveis Quantidades

Amostral Amostra2 Amostra 3
Ragao com 10 % de FCO* (g) 4 6 8
Alcool etilico (mL) 60 90 120
KOH (g) 8 12 16
Agua para extragio (mL) 30 40 60
NUmero de extracdes 5 5 5
Agua para neutralizagao (L) 2,0 2,5 3,0

*FCO: farinha de carne e 0ssos.

Tabela 13- Quantidade de reagentes utilizados na sapogéiicde 10 g de amostra,
sem aquecimento (Teste 5).

Variaveis Quantidades
Amostral Amostra2 Amostra 3

Ragao com 10 % de FCO* (g) 10 10 10
Alcool etilico (mL) 20 70 70
KOH (g) 20 30 40
Agua para extracio (mL) 40 30 30
NUmero de extracdes 4 4 4
Agua para neutralizagao (L) 2 3 3

*FCO: farinha de carne e 0ssos

ApOs estes testes foram realizados planejamentos 3.3.6. Planejamento para otimizacdo da

experimentais sequenciais: um planejamento extragdo do colesterol

fatorial 2* (planejamento I) e um planejamento

fatorial completo 2 (planejamento 1) para 3.3.6.1. Planejamento |

otimizagdo do procedimento de saponificacéo e

extracdo do colesterol. Foi realizado planejamento fatoria™“com 16
ensaios e 3 pontos centrais, totalizando 19

A escolha da ordem de realizacdo dos ensaios foi ensaios. As variaveis independentes foram: peso

feita por sorteio e a andlise dos resultados foi da amostra, massa de KOH para saponificacao,

feita pela verificagdo dos parédmetros volume de &lcool etilico para saponificacao,

estatisticamente significativos (p<0,10) obtidos tempo de saponificacdo, volume de agua para

pela avaliagdo da area dos picos de colesterol por extragdo ap6s a saponificagdo, numero de

grama de amostra, com a utilizacaosdftware extracbes da matéria insaponificavel, volume de

Statistica for Windows 5.5. (Statsoft 2000). agua para neutralizagdo do KOH e proporcéo de
solvente para diluicdo das amostras. Os niveis
utilizados para estas variaveis estao apresentadas
na Tabela 14.
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Tabela 14 - Variaveis independentes aplicadas no planejamertfatorial 24 para
otimizacao da extragdo do colesterol.

Variaveis Quantidades (niveis)
-1 0 1
Ragao com 10 % de FCO* (g) 1 15 2,0
KOH (g) 3,0 3,5 4,0
Alcool etilico (mL) 20 25 30
Tempo de saponificacéo (h) 20 22 24
Agua para extracio (mL) 10 12 14
N° de extracdes 3 4 5
Agua para neutralizagao (L) 2,0 2,5 3,0
Solvente para diluigdo* 40-60 (A) 50-50 (B) 60-40 (C)

*FCO: farinha de carne e 0ssos.
A=40 % acetonitrila, 60 % isopropanol; B=50 % aodtia, 50 % isopropanol; C=60 % acetonitrila,
40 % isopropanol.

Antes da injecdo em cromatografo liquido as planejamento Il, 2fatorial completo com quatro

amostras foram filtradas em membrawidlipore pontos centrais, totalizando 12 ensaios. As
(0,45 pm). variaveis aplicadas a este planejamento foram as

estatisticamente significativas  definidas no
3.3.6.2. Planejamento |l planejamento I, sendo elas tempo de

saponificacdo, numero de extragdes com hexano
De acordo com os resultados obtidos no e 4gua para neutralizacdo das amostras (Tabela
planejamento | foi entdo realizado o 15).

Tabela 15 - Variaveis independentes aplicadas no planejamirfatorial completo 3 para
otimizacao da extragdo do colesterol.

Variaveis Quantidades (niveis)
-1 0 1
Tempo de saponificacéo (h) 23 25 27
NUmero de extracdes 2 3 4
Agua para neutralizagao (L) 1 1,5 2
As amostras foram dissolvidas em 1 mL de 3.4. Equipamentos e condigbes

solvente (hexano), filtradas em membrana cromatograficas

Millipore (0,45 pum) e analisadas por

cromatografia gasosa, estabelecendo-se o0 Para a determinagdo de colesterol, inicialmente o

fluxograma de preparo. experimento foi conduzido utilizando-se a
técnica de cromatografia liquida de alta

Foram preparadas mais 4 amostras, de acordo cagfici@ncia com detector UV-visivel sendo

fluxograma e estas foram analisadas ubstituida pela cromatografia gasosa devido a

cromatografia gasosa, para verificagdo do coefieiesua maior sensibilidade e melhor resolucdo dos

de variagéo e validacao do planejamento. picos de esterais.
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3.4.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia
3.4.1.1. CLAE e detector UV-visivel

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
utiizado o cromatografo Shimadzu (Kyoto,
Japdo), equipado com sistema ternario de
solventes (LC-10 AR), degaseificador (DGU
20A), detector UV-visivel (SPD-10 A\) e
software (CLASS-VP10) para o processamento
dos dados. Foi utilizada coluna de guarda RP-
18e, Chromolith, Merck (Darmstadt, Alemanha),
4.6mm. A coluna analitica utilizada foi a;gC
(fase reversa), 100mmx4,6mnuxi
(Chromolith, Merck), mantida a 32 °C em forno
com temperatura controlada. As amostras foram
introduzidas no equipamento com alga de inje¢ao
de 20pL. A fase-mével utilizada foi composta
de 98 % de acetonitrila e 2 % de isopropanol em
fluxo de 2 mL por minuto, sendo o tempo de
andlise de 15 minutos. Os cromatogramas foram

processados no comprimento de onda de 210 nm.

A identificacdo do colesterol foi feita por

Alemanha). A coluna e a fase movel foram as
mesmas utilizadas com o detetector UV-visivel.
O fluxo foi de 1 mL por minuto sendo o tempo
de analise de 30 minutos.

Os espectros UV-visivel foram obtidos entre 190
e 600 nm e os cromatogramas foram processados
a 210 nm. Os parametros utilizados no MS
foram: temperatura da fonte APCI de 450 °C,
sendo os dados adquiridos no modo positivo,
tensdo da corona de 4000 nA, temperatura do
dry gas N de 350 °C, fluxo de 5 L/min, pressao
do nebulizador de 65 psi, energia de
fragmentacdo do MS/MS de 1,4 V . A faixa de
aquisicdo dos espectros de massa (m/z) foi de
100 a 700. A identificacéo do colesterol foi feita
por comparacdo do tempo de retencado das
amostras com o do padrao, por adicdo de padrao
as amostras e pela comparagdo dos espectros de
massas obtidos com os da literatura (Saldanha et
al., 2006; Mazalli et al., 2006).

comparacdo do tempo de retencdo das amostras3.4.2. Cromatografia gasosa

com o do padrdo e por adicdo de padrdo as
amostras.

3.4.1.2. CLAE com detector por arranjo de
diodos e espectrdmetro de massas

O espectro de massas foi utilizado para
confirmacgédo da pureza do pico de colesterol. Foi
utilizado um cromatégrafo liquido Shimadzu,
modelo Prominance, equipado com bomba
quaternaria (LC-20AD), degaseificador (DGU
20As), vélvula de injecdo de 20L (Rheodyne
LCC, Rohnert park, CA) esoftware (LC
Solution) para o processamento dos dados. O
equipamento incluia, conectados em série,
detector por arranjo de diodos (SPD-M20A) e
espectrébmetro de massas (EM) com analisador
fon-trap e fonte de ionizacdo APGitihospheric
pressure chemical ionizatipn da Bruker
Daltonics modelo Squire 4000 (Bremem,

Para a realizacdo da técnica de cromatografia
gasosa foi utilizado o cromatégrafo Shimadzu
GC-2010, com detector por ionizagdo em chamas
(DIC) e software (GC Solution) para o
processamento dos dados. A coluna utilizada foi
a VA-WAX® (Varian) com 30 m de
comprimento, diametro interno de 0,25 mm e
0,25um de fase estacionaria de polietilenoglicol

(polar).

Como gas de arraste foi utilizado o hidrogénio e
como gas denake upfoi utilizado o nitrogénio.

O ar sintético foi utilizado como comburente. A
propor¢cdo dos gases nitrogénio, hidrogénio e ar
sintético foram respectivamente: 30:40:400
mL/min.  As  condigBes  cromatograficas
utiizadas estdo apresentadas no Quadro 5.
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Quadro 5 - Condigdes utilizadas na cromatografia gasosa.

Modo de injecédo Splitless

Temperatura do injetor 260°C

Volume de injecéo 1ul

Fluxo na coluna 1,68 mL/min

Velocidade linear 51,8 cm/sec

Temperatura do detector 300 °C

Temperatura do forno: Inicial 100 °C por 2 minutos
Final 260 °Qr @8 minutos

Taxa de aumento da temperatura 15 °C por minuto

Tempo total de corrida 60,67 minutos

3.4.3. Ensaios preliminares e determinagdo  As condi¢gdes cromatograficas foram definidas

das condicbes cromatogréaficas ideais para  pelo volume de injecdo, fluxo, area e resolucéo

cromatografia gasosa do pico de colesterol, tempo de andlise e
temperaturas na coluna e detector.

Perfis de cromatogramas do padréo de colesterol,

de amostras de racdo sem adicdo de farinha de Foram testados dois tipos de coluna

carne e 0ssos, de racdo com adigéo de farinha decromatografica, uma do tipo polar (VA-WAX

carne e ossos e amostras de farinha de carne ee outra de polaridade intermediaria (DB 1701

ossos foram avaliados, para determinacdo das de fase estacionaria composta de 14 % de

condigbes cromatograficas ideais para analise em cianopropilfenil e 86 % de dimetilpolisiloxano

Cromatégl‘afo gaSOSO. Em Cada amostra foram com 0,25Mm, 15 m de Comprimento; 0’32 mm
verificados a resolugéo e o tempo de retencéo do de diametro interno).

colesterol na presencga dos outros esterois.

As condicdes testadas com a coluna DBf#91

A identificacdo do colesterol foi feita por  .,m a coluna VA-WAX sdo apresentadass
comparacdo do tempo de retengdo das amostrastapelas 16 e 17 respectivamente:

com o do padrdo e por adicdo de padrdo as
amostras.
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Tabela 16- Condicdes testadas no cromatégrafo gasoscamilizcoluna DB17¢1

Injetor Coluna Detector
Programacéo de temperatura
T(C) Ralzi:;\o mFI_Iyrﬁ?n T.inicial  Tempo' T. final Tempo Taxa® T(C)
Sp ( ) (°C) (min) (°C) (min) (°C/min)
250 9 2 150 1 150 — 265 10 280
265 55
250 9 2 150 1 150 - 280 10 280
280 10
250 50 2 150 1 150 - 280 10 280
280 10
250 9 2 150 1 150 — 265 10 280
265 10
280 9 2 265 55 280
250 9 2 100 1 100 - 300 10 300
300 10
280 9 1,5 210 1 210-300 10 300
300 10
250 - 2 150 0 150 - 264 2 290
264 — 290 5
290 2
250 - 2 150 1 150 - 280 10 280
280 10
250 - 2 100 1 100 - 265 10 280
265 10
250 - 1 100 1 100 — 265 10 280
265 10
250 - 2 50 1 50 — 265 10 300
265 10
180 - 2 160 1 160 — 300 10 300
300 10
180 - 2 150 1 150 - 280 10 300
280 10
250 - 1 50 1 50 — 265 10 300
265 10
250 - 2 50 1 50 — 265 10 300
265 10
250 - 2 50 1 50 - 100 10 300
100 — 265 10
265 10

*T: temperatura.

Tempd— Tempo em que permaneceu na temperatura inicial.
Tempd — Tempo em que permaneceu na temperatura final.
Tax& — Variagdo da elevacéo da temperatura por minuto.
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Tabela 17- Condi¢Bes testadas no cromatégrafo gasosoantdizcoluna VA-WAX no modo de injecasplitiesse
temperatura do injetor de 300 ° C.

Injetor Coluna

Programacéo de temperatura

T(0) Flbjxq T. inicial Tempd" T. final Tempd Taxa®
(mL/min) Q) (min) Q) (min) (°C/min)

260 1,92 40 5 40 — 260 25
260 50

250 0,68 100 2
260 10

250 1,52 50 1 50 — 260 15
260 30

250 1,36 100 1 100 — 260 15
260 39

250 1,50 100 2 100 — 260 15
260 108

270 0,97 100 2 100 - 260 15
260 108

260 1,62 210 2 210 - 260 15
260 20

240 1,41 100 2 100 - 260 10
260 62

260 1,68 100 2 100 — 260 15
260 48

*T: temperatura.

Tempd— Tempo em que permaneceu na temperatura inicial.
Tempd — Tempo em que permaneceu na temperatura final.
Tax& — Variagdo da elevacéo da temperatura por minuto.

3.5. VALIDACAO DO METODO 3.5.2. Quantificacdo do teor de colesterol

3.5.1. Preparo de solugdes padréo A quantificacdo do teor de colesterol foi feita
com curva de calibracdo externa, injetando-se
Todas as solugbes padréo preparadas foram depadréo de colesterol nas concentracdes de 0,005;
concentragdo 0,1 mg/mL. 0,01; 0,05; 0,1 e 0,5 mg/mL, em 3 replicatas. As
concentragdes intermedidrias foram preparadas a
A solucdo estoque de padréo de colesterol foi partir da solucdo padrdo estoque de colesterol
preparada pesando-se 0,01 g de padrao de (0,1 mg/mL), separadamente, de forma que, para
colesterol e o volume foi completado com cada concentracdo, foram preparadas trés
hexano em baldo volumétrico de 100 mL. Para o amostras. Foram determinados, por regressao
preparo dos outros padrbes foram pesados, linear, a equagcdo e o0 coeficiente de
individualmente, 0,0025 g de padréo ergosterol, determinacéo.
estigmasterolp-sitosterol (60 %) e campesterol
e vitamina D e o volume de cada solugdo padrdo Como padréo interno foram testados: colestano,
foi completado com hexano em baldo 19-hidroxicolesterol e 7-pregnenolona. Todos
volumétrico de 25 mL. foram diluidos em hexano na concentragdo de
0,1 mg/mL.
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3.5.2.1 Determinagdo da concentracdo de  construido o grafico de residuos, para cada um
colesterol em amostras de racdo sem adigdo de deles.
farinha de carne e ossos
3.5.4. Seletividade e especificidade
Para estabelecer a concentragdo de colesterol em
amostras de racao sem adicdo de farinha de carneA seletividade foi avaliada pela comparacéo dos
e ossos foram analisadas 10 amostras de tempos de retencdo dos padrbes de outros
diferentes procedéncias e foram analisadas mais esteréides com o tempo de retenc¢ao do colesterol
cinco amostras da racdo escolhida para a nas amostras de racdo. Foi também realizada
validagao do método. uma mistura dos padrdes p-sitosterol,
campesterol, estigmasterol, ergosterol e vitamina
3.5.2.2. Determinacdo da concentracdo de D para verificar a interferéncia destes compostos
colesterol em amostras de farinha de carne e  com o pico de colesterol. A confirmagédo do pico
0Ss0s (35 %) de colesterol nas amostras de ragéo foi feita pela
adicdo de padrdo de colesterol as amostras e
Para estabelecer a concentracdo de colesterol emcomparacdo com o tempo de retencéo do padréo.
amostras de farinha de carne e ossos foram
analisadas 6 amostras, seguindo o mesmo Ainda como avaliacdo da seletividade, duas
fluxograma de preparo de amostras de ragao. amostras analisadas neste experimento, foram
analisadas em outro laboratdrio, utilizando outro
3.5.2.3. Determinacdo da concentracdo de equipamento de cromatografia gasosa e outro
colesterol na racdo com adicdo de farinha de tipo de coluna cromatogréfica (apolar, composta
carne e 0Ss0s de 5 % difenil e 95 % dimetil polisiloxano), igual
as colunas utilizadas na maioria dos trabalhos
Para se calcular a concentracéo de colesterol em para determinacéo de colesterol e fitoesterais.
amostras de racdo adicionadas de farinha de
carne e ossos foram feitas adigfes desta a ragdo,A especificidade foi avaliada para a confirmacéo
nas proporcoes de 3, 4, 5, 6 e 7 %, em 3 da presenca de colesterol nas amostras de racao.
replicatas. Na propor¢cdo de 4 % foram Foram preparadas amostras de milho, farelo de
preparadas mais 7 amostras. soja e farelo de trigo (ingredientes mais
utilizados nas racdes) e estas foram analisadas
3.5.2.4. Determinacdo da concentracdo de tanto em cromatografo gasoso com detector por
colesterol em amostras de milho, farelo de ionizacdo em chamas, quanto em cromatdgrafo
soja e farelo de trigo liqguido acoplado aos dectores por arranjo de
diodos e espectrémetro de massas. Em ambas as
Para se calcular a concentracéo de colesterol emtécnicas foram feitas adigbes de padrédo de
amostras de milho, farelo de soja e farelo de trigo colesterol as amostras para confirmacao do pico
foram preparadas amostras, em 3 replicatas, de colesterol.
seguindo o mesmo fluxograma de preparo das

amostras de racao. No cromatégrafo gasoso foram analisadas,
individualmente, cada uma das amostras de
3.5.3. Linearidade milho, farelo de soja e farelo de trigo.

Para avaliacdo da linearidade do padrdo foram No cromatografo liquido acoplado ao

analisadas solucdes padrdo de colesterol, nasespectrdmetro de massas, as amostras foram

concentragdes de 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1 e 0,5 misturadas para aumentar a concentracdo e

mg/mL, em 3 replicatas. Para a avaliacdo da garantir a presenca do pico de colesterol.

linearidade da matriz (racdo) foram analisadas

amostras de racdo adicionadas de padrdo de 3.5.5. Limites de detecgdo e quantificagcdo do

colesterol nas concentragbes de: 0,01; 0,025; equipamento

0,05; 0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL, em 3 replicatas.

Foram determinados, por regressdo linear, a Para estabelecer o limite de detec¢do (LD) do

equacdo e o coeficiente de determinacdo e equipamento foram analisadas seis concentragfes
de padrédo de colesterol (0,5; 0,1; 0,05; 0,01;
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0,005 e 0,001 mg/mL), em 3 replicatas. Na
menor concentragao injetada, na qual a altura do
pico foi correspondente a 3 vezes o ruido foi
considerado o limite de detecgdo do equipamento
e, nesta concentracdo foram feitas mais quatro
injecBes. Foram avaliados a média, o desvio-
padrdo e o coeficiente de variagdo entre as
amostras.

Para a determinacdo do limite de quantificacéo,
foi considerado um valor correspondente a 3
vezes o LD.

3.5.6. Precisao

cada concentracdo utilizando-se a seguinte
formula:

Recuperacédo (%) =qidax 100
Cesperada
Na qual:
Coniice= Concentracdo determinada pela
andlise na amostra adicionada
Cesperadz  CoNcentracéo real adicionada na
matriz

Depois de determinadas as recuperacdes nas
diferentes concentracdes estudadas, estas foram
comparadas ao intervalo de variacao aceitavel na
faixa de concentracdo recomendada (Comisséo,

Foram analisadas amostras de racdo adicionadas2002). Os valores de recuperacao preconizados

de padrdo de colesterol nas seguintes

concentragdes: 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5
mg/mL, em 6 replicatas para cada concentragao.
O padréo de colesterol foi adicionado a ragéo,

apos a pesagem, antes de iniciar a saponificagao.
Ap6s serem colocados 0s reagentes para
saponificacdo as amostras foram colocadas em
ultra-som por um minuto.

A precisdo das analises foi avaliada pela
determinacdo do coeficiente de variacdo (CV)

sdo de 80 a 110 % quanda 4,0 x 10%, na qual

¢ = fracdo de massa. Neste experimento, ¢ foi
igual a 10°, pois foi utilizada mg/g como
unidade para colesterol.

3.5.8. Robustez

Para avaliacdo da robustez foram utilizados os
seguintes parametros:

1) Extracdo de insaponificaveis utilizando
hexano de marca diferente da utilizada durante

das seis repeticdes, de uma mesma concentracéo,os procedimentos da validag&o;

para todas as concentracgdes.

Os coeficientes de variagcdo obtidos foram
comparados ao valor de CV obtido pela equacgéo
de Horwitz (1982). A equacéo € a seguinte:

CV = 21-0510S) am que C é a fracdo massica
expressa sob a forma de uma poténcia de 10.

No caso desse experimento foi usado mg/g,
portanto C = 18, segundo Comissdo (2002),
para reprodutibilidade intralaboratorial.

3.5.7. Exatidao

2) Maior tempo de contato do solvente (hexano)
com a amostra durante a extracdo dos
insaponificaveis;

3) Injecdo no cromatdgrafo com seringa de

modelo diferente da utilizada durante os

procedimentos da validacdo; porém da mesma
marca e volume;

4) Injecdo das amostras antes da limpeza do
insert (imediatamente antes de exceder o nimero
maximo de injecdes panser);

5) Injecdo das amostras depois da limpeza do
insert (imediatamente apds a limpeza com

solventes apropriados);

6) Injecédo das amostras no cromatdgrafo apés 10
dias de armazenamento em refrigerador. As

Foram analisadas amostras de rac¢éo adicionadasamostras foram armazenadas secas por 10 dias e
de padrdo de colesterol nas concentragbes de no dia das andlises foram diluidas no solvente
0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL, em 3 para injecédo e foram colocadas no ultra-som por
replicatas. A solucdo padrdo de colesterol foi 1 minuto.

adicionada a racao, apds a pesagem, antes de ser

iniciada a saponificagcéo. Apos serem colocados Para a avaliagdo dos parametros 1, 2 e 6 foram
0s reagentes para saponificagdo, as amostraspreparadas amostras distintas em 3 replicatas.
foram colocadas em ultra-som por um minuto. Para a avaliagdo dos pardmetros 3, 4 e 5 foi
Foram também analisadas amostras de ragdo sempreparada uma mesma amostra, em 3 replicatas.
adicdo de farinha de carne e 0ssos em seis

repeti¢cbes. Foi calculada a recuperacéo obtida de
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O modelo estatistico utilizado para analise dos etilico como reagente, pois de acordo com o
dados foi o de comparagcdo de pares e as trabalho de Ferreira (2000), testando diferentes
diferencas entre as médias foram comparadas solventes para saponificagdo, o éalcool etilico
pelo teste T de student, sendo o grau de apresentou melhores resultados. Ahmida et al.
confianca de 95 %, segundo Sampaio (2002). (2006) fizeram a saponificagdo da amostra com

aquecimento para determinacéo de fitoesterois

no plasma sanguineo. Eles utilizaram como

4. RESULTADOS E DISCUSSAO reagentes o hidréxido de potassio e o &lcool
etilico, porém, deixaram as amostras sob
4.1. Preparo das amostras aquecimento a 70 °C por 1 hora.

Inicialmente foi realizada a determinagdo de Quando foi testado este método, apesar de serem
lipidios totais na racdo e na farinha de carne e utilizadas diferentes quantidades de amostras e
ossos verificando-se concentracbes de 36,8 e 60 reagentes, apés a aplicagdo de calor, houve a
mg/g, respectivamente. formacdo de uma solugdo viscosa e densa nas
amostras de ragdo, Iinviabilizando sua
Ndo foi encontrado nenhum trabalho continuidade. Além disso, n&o houve
apresentando a concentracéo de lipidios totais em solubilizacéo total das amostras de racéo e nas
amostras de ragdo para ruminantes, entretanto, amostras de farinha de carne e ossos restaram
Belitz e Grosch (1997) apresentaram o teor de estruturas que sugeriam ser 0Ssos.
lipidios em amostras de milho iguais a 4,5 %.
No segundo método testado foi feita a extracédo
Apés a determinacdo de lipidios totais foram de lipidios de acordo com o método de Folch et
realizadas as andlises cromatograficas, al. (1957) seguida de saponificacdo dos lipidios
entretanto, inicialmente utilizou-se cromatografia de acordo com Bohac et al. (1988) em amostras
liquida de alta eficiéncia, sendo, posteriormente, de racdo sem adicdo de farinha de carne e 0ssos.
substituida pela cromatografia gasosa devido a A extragdo dos insaponificaveis foi realizada
sua maior sensibilidade e melhor separagdo do com hexano, pois o resultado do trabalho de
pico de colesterol na presenca de picos de outros Ferreira (2000) testando diferentes solventes para
esterdis. A validacdo do método foi realizada extragdo, apontou 0 hexano como 0 mais
utilizando-se apenas a cromatografia gasosa. eficiente, além de indicar que devem ser
realizadas no minimo 3 extracoes.
Nos primeiros testes para determinacdo do
melhor método de preparo das amostras, ApOs evaporacdo do hexano e diluicdo em fase
inicialmente, utilizou-se amostras de racdo e movel, na andlise por cromatografia liquida
amostras de farinha de carne e ossos para que(Figura 3) verificou-se que nos cromatogramas
fossem verificados o perfil dos cromatogramas e das amostras de farinha de carne e ossos havia o
o pico de colesterol. pico de colesterol e nos cromatogramas das
amostras de racdo ndo havia o pico de colesterol,
O primeiro método testado foi a saponificagdo da mas havia a presenca de varios picos
amostra com aquecimento. Foi utilizado o alcool interferentes.
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Figura 3 - Cromatogramas de amostras de farinha de caossas (A) e ragdo para ruminantes sem adicao de
farinha de carne e ossos (B), preparadas com btiglas pelo método de Folch e injecdo em CLAE. Qdied
cromatograficas: fase mdvel acetonitrila:zisoprop#86:15), coluna g, 100 x 4,6mm x 4pum (Chromolith, Merck),
vazao de 2 mL/min. Pico (1): colesterol.

O método de extracdo de lipidios por Folch e alimentos, porque, além deste método reduzir
posterior saponificacdo dos lipidios apresentou- tempo e mao-de-obra também utiliza menor
se insatisfatdrio, porque ndo se observou pico de volume de solvente, diminuindo o custo da
colesterol nas amostras de racdo, além disso, analise e o problema do descarte de substancias
utilizou grande quantidade de solventes, possuiu toxicas.

varias etapas em sua execucdo, sendo, portanto,

muito laborioso e demorado. Em adigao, utilizou Como nao foi observado o pico de colesterol nas

como solventes o cloroférmio e o metanol, os
quais tém-se evitado para preservacdo do meio
ambiente e da satde humana.

Dionisi et al. (1998), Ferreira (2000) e Toivo et

al. (2001) compararam os métodos de extracao
do colesterol por saponificacdo da amostra e por
saponificacdo dos lipidios e observaram

melhores resultados com a saponificacdo da
amostra. Além disso, Toivo et al. (2001)

verificaram que a saponificacdo da amostra
evitou a formacdo de artefatos e produtos da
oxidagao.

Da mesma forma, Kovacs (1990), Fenton e Sim
(1991), Fenton (1992), Alonso et al. (1995),
Maraschiello et al. (1996), Jekel e Vaessen
(1998), Ferreira (2000) e Saldanha et al. (2004)

amostras de racao sem adicéo de farinha de carne
e ossos, foram adicionados 10 % desta a racao
com intuito de melhorar a visualizagdo do pico
de colesterol no cromatograma.

Desta forma, no terceiro método testado foi
utilizada racéo com adicao de 10 % de farinha de
carne e 0ssos. Foi realizada hidrélise &cida e
extracdo dos lipidios por Soxhlet, seguida de
saponificacdo com aquecimento com intuito de
reduzir a presengca de picos interferentes.
Entretanto, as amostras ndo se diluiram bem na
fase mobvel (acetonitrilaiisopropanol) para
cromatografia liquida, restando muita fracao
insaponificavel aderida ao tubo de ensaio e, além
disso os cromatogramas apresentaram o pico de
colesterol saindo em tempo de retencdo muito
préximo ao dos picos interferentes (Figura 4).
Além de ser um método bastante laborioso por

também sugeriram a saponificacdo da amostra de apresentar varias etapas em sua execucao.
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Figura 4 - Cromatograma de amostra de rac&o (com adicd0 ée de farinha de carne e 0ssos), preparada com 10
g, obtida por hidrélise acida e injecdo em CLAEndig8es cromatogréficas: fase mdvel acetonitrégrispanol
(98:02), coluna @, 100 x 4,6mm x 4um (Chromolith, Merck), vazdo denZmin. Area demarcada com circulo:

colesterol.
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Toivo et al. (2001) compararam o método de Ferreira (2000) relata que o sal modifica o
saponificacdo da amostra com o de hidrdlise equilibrio de fases do sistema, aumentando o
acida seguida de saponificacdo dos lipidios, para coeficiente de distribuicao para o alcool etilico e
extracdo da fracdo insaponificavel de farinha de a seletividade do solvente, de forma que o alcool
trigo. A hidrélise é&cida foi realizada para etilico torna-se mais sollvel na fase organica.
liberacé@o de esterdis glicosidicos, pois 0s autores Entretanto, como desvantagem, a presenca de
observaram que em condi¢Bes alcalinas nao eletrélitos aumenta a solubilizagcdo do colesterol
ocorre quebra das ligagbes dos lipidios com na fase aquosa, havendo reducdo da
carboidratos. Entretanto, no presente trabalho, concentracdo na amostra, ndo sendo, portanto,
como o objetivo foi extrair o colesterol indicado para andlises quantitativas.
proveniente apenas da farinha de carne e 0ssos
guando presente na racdo, a etapa de hidrélise A fim de evitar a formagdo de emulsdo no
acida pode ser omitida. momento da extragdo da fracdo lipidica, foram
testados outros dois solventes: o éter etilico e o
A hidrélise enzimatica foi o quarto método ciclohexano. Novamente ndo houve boa
testado e foi feita ainda no intuito de eliminar os separacéo das fases e os cromatogramas obtidos
picos interferentes e também obter solubilizagdo por cromatdgrafo liquido das amostras de racao
total das amostras de racdo com adicdo de 10 % ndo apresentaram melhores resultados em
de farinha de carne e ossos. Entretanto, relagdo ao uso de hexano.
observou-se que apds este procedimento, ainda
restou amostra de racédo sem solubilizar. Ao final Para melhorar a separagéo da fragédo lipidica foi
da hidrélise enzimética, a fim de melhorar a testada a centrifugacdo das amostras a 3500 rpm
separacgdo entre as partes sélida (ragdo) e liquidapor 10 minutos a 20 °C, de acordo com Ahmida
(reagentes para hidrdlise enzimética) foi feita et al. (2006). Apds a centrifugagdo verificou-se
filtracdo a vacuo, mas, ainda assim, ndo houve boa separacdo da fase hexanica, entretanto, na
separagdo satisfatéria, além de ocorrer muita analise por cromatografia liquida observou-se
perda de amostra. gue a area do pico de colesterol apresentava-se
pequena em relacdo as &reas dos picos dos
Nos primeiros testes realizados néo foi possivel interferentes. Em compensacdo, apresentou
uma boa extracao dos lipidios, pois ndo ocorreu aumento da area do colesterol em relacdo as
separacdo adequada da fase hexanica, devido adreas das amostras obtidas pelos métodos
formacdo de emulsdo. Tentou-se quebrar a anteriormente testados e analisados por
emulséo acrescentando-se solugéo supersaturadacromatografia liquida (Figura 5).
de NaCl e refrigerando a amostra, entretanto
estes procedimentos nao tiveram éxito.
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Figura 5 - Cromatograma de amostra de racdo para rumin@uesadicdo de 10 % de farinha de carne e 0sso0s),
preparada com 10 g, obtida por hidrélise enzim&icajecdo em CLAE. Condi¢Bes cromatogréaficas: faseel
acetonitrila:isopropanol (98:02), colunggCL00 x 4,6mm x 4um (Chromolith, Merck), vazao delZmin. Pico (1)
colesterol.
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Este aumento da concentracéo de colesterol nas Como ndo houve separacao das fases hexanica e

amostras obtidas por hidrélise enzimética pode
ter ocorrido em funcdo da liberacdo de 6leo da
parede celular de células vegetais. Ferrari e
Santos (2005) propuseram um método de
hidrélise enzimatica para extracdo de lipidios
totais da soja, utilizando diversas enzimas e

aquosa quando foram acrescentados 5 mL de
agua, foram entdo alteradas as proporgbes de
agua para extracao (teste 3). Foram adicionados
10 e 20 mL de agua para extracdo. Novamente
ocorreu separagdo das fases quando foram
acrescentados 10 mL, entretanto, ndo ocorreu

menor quantidade de solventes para extracdo do onde foram acrescentados 20 mL.

Oleo da parede celular, uma vez que este dleo,

muitas vezes, ndo é adequadamente extraido comApos a adicdo de hexano para extragdo, a nédo

solventes.

Como o método de hidrdlise enzimatica é
bastante laborioso e também ndo promoveu

separacdo das fases quando foram adicionados 5
e 20 mL de &gua, pode ter ocorrido em fun¢éo da
solubilidade limitada do solvente (hexano) no
sistema alcool etilico-dgua, devido as poucas

solubilizacéo total das amostras de racédo e apds aquebras de ligacdes entre as moléculas de alcool

andlise dos cromatogramas obtidos em
cromatdgrafo liquido verificou-se que ndo houve
diminuicdo dos picos interferentes, foi testado o
quinto método, que foi a saponificagdo das
amostras sem aquecimento.

Inicialmente foram preparadas amostras de 1 g

(teste 1) de farinha de carne e ossos e amostra dedanificar a

etilico e 4gua como também foi observado por
Ferreira (2000).

Devido ao pH alcalino (9) medido nas amostras
verificou-se a importancia de realizar lavagem
com agua destilada, para retirada do KOH apos a
saponificacdo, pois a amostra alcalina pode
fase estaciondria da coluna

racdo com adi¢cdo de 10 % de farinha de carne e cromatografica, que deve operar entre o pH de 2
0ss0s, com o0 método de saponificacdo das a 8.

amostras sem aquecimento. Verificou-se que

ap6s a saponificacdo também ndo houve Observando-se o0s cromatogramas obtidos em
solubilizacéo total das amostras de racdo, mas cromatografo liquido de amostras de racao
houve solubilizacdo das amostras de farinha de pesando 1 e 2 g, com adicdo de 10 % de farinha
carne e 0ssos, como Vverificado no preparo de carne e 0ssos, verificou-se que o pico de
empregando-se outros métodos anteriormente colesterol era muito pequeno e estava préoximo
testados, entretanto, como o objetivo deste de outros picos interferentes, dificultando sua
trabalho foi detectar o colesterol proveniente da separacdo e resolugdo. A adicdo de menores
farinha de carne e 0ssos, a nao solubilizacéo total percentuais de farinha de carne provavelmente
da racao foi considerada irrelevante. néo seria detectada.

Durante o preparo das amostras 1 e 3 do teste 2, A separacdo do pico de colesterol nas amostras
no qual utilizou-se o tempo de 16 horas para de racdo é complicada pela presenca de picos
saponificacdo, verificou-se que nao ocorreu interferentes, ou seja, picos de outros esterdis.
solubilizacéo total das pastilhas de KOH e nas Além disso, a concentracdo de colesterol nas
amostras 1 e 2 do mesmo teste, nas quais foram amostras de racdo é muito pequena. Na tentativa
adicionados 5 mL de agua para extracdo da de melhorar esta separacédo foram realizados trés
matéria insaponificavel, nao ocorreu separagdo procedimentos: a alteracdo da propor¢édo da fase
das fases (hexénica e aquosa), mesmo as movel, a velocidade do fluxo da coluna e o
amostras tendo sido deixadas por 12 horas em aumento da quantidade de amostra.

geladeira e apo6s adicdo de NaCl, o que

impossibilitou a continuidade do procedimento. Concomitantes a estes testes foram promovidas
Nas amostras 3 e 4 do mesmo teste, onde foram alteracdes no solvente para diluicdo das amostras

acrescentados 10 mlL, ocorreu separagdo dasde ragdo, pois, com a fase movel
fases. (acetonitrilazisopropanol, 85:15) nédo ocorreu
solubilizacéo total, restando fracdo

insaponificavel aderida a parede do tubo de
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ensaio. Verificou-se que as amostras foram Os cromatogramas apresentando o teste com

melhor  dissolvidas em  fase movel diferentes fases mdveis mostram a separacao do

acetonitrila:isopropanol 50:50. colesterol em funcdo do aumento da polaridade
da fase movel (Figura 6).
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Figura 6 - Cromatogramas de amostras de rac&o (com 10fsidlea de carne e ossos) preparadas com 2 gpsbtid
pelo método de saponificacdo da amostra sem ageemine injecdo em CLAE. Condicdes cromatografitase
movel acetonitrila:isopropanol: A (70:30); B (85)LE (95:05); D (98:02); E (99:01); F (100 % acéiida), coluna
Cis 100 x 4,6mm x 4um (Chromolith, Merck), vazdo dalZmin. Area circundada: colesterol. Pico (1) stieol.

Ap6s os testes realizados com diferentes Observa-se também que nas proporcdes de 99:01
propor¢cfes de fase movel, notou-se que houve e 100 % acetonitrila houve maior separagéo dos

melhor separacdo do colesterol em relagdo aos picos, entretanto, a separacao do colesterol ficou

outros esterdis, utilizando-se a proporgdo de 98 prejudicada.

% de acetonitrila e 2 % de isopropanol.

Observou-se que o aumento da proporcdo de Mesmo que a alteracdo da fase mdvel tenha

acetonitrila, entre as concentracbes de 70:30 a promovido melhora na separacao do colesterol, o

98:02, melhorou a separacdo dos picos, pois pico apresentava-se pequeno e, por isso, foram
houve aumento da polaridade da fase modvel, preparadas amostras com maiores quantidades de
ocorrendo maior retengdo dos compostos a racao, a fim de verificar se promoveria aumento

coluna e aumento do tempo de analise. da area do pico de colesterol e melhor separagéo
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em relacdo aos picos de interferentes com de hidréxido de potassio para 30 e 40 g,
tempos de retencéo préximos. respectivamente nas amostras 2 e 3.

Entretanto, os cromatogramas das amostras Na amostra 3 (Tabela 13) que utilizou 40 g de
pesando 4, 6 e 8 g ndo apresentaram uma areahidréxido de potéssio, nao houve solubilizagdo
significativamente maior no pico de colesterol total das pastilhas de KOH e em ambas (amostras
em relacdo ao de picos interferentes e por isso 2 e 3 da Tabela 13) houve formagdo de uma
tentou-se aumentar para 10 g. solucdo densa e viscosa, inviabilizando as
extracbes e, além disso, o volume total era
Da mesma forma, ao analisar os cromatogramas grande, o que dificultou a escolha de vidraria.
das amostras preparadas com 10 g (Figura 7) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, A auséncia do pico de colesterol nas amostras
verificou-se que além do pico de colesterol ndo preparadas com 10 g pode estar relacionada ao
ter aumentado, ele n&o estava presente. Devido amaior aumento dos picos interferentes, com
este fato, foram preparadas mais duas amostrastempos de retencao proximos. Desta forma,
com este peso, aumentando-se a quantidade deverificou-se que ao aumentar a quantidade de
reagente, com intuito de melhorar a amostra, aumentam as &reas dos picos
saponificacdo. As alteracdes de reagentes foram interferentes com maior intensidade que a area
de 20 mL de alcool etilico para 70 mL e de 20 g do pico de colesterol e, por isso, este nao se
separa.
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Figura 7 - Cromatograma de amostra de racdo (com adic30 & de farinha de carne e ossos) preparadas com 10
g, obtida pelo método de saponificacdo da amostra squecimento e injecdo em CLAE. Condigbes
cromatogréficas: fase movel acetonitrila:isoprop#8:02); coluna g, 100 x 4,6mm x 4um (Chromolith, Merck),
vaz&o de 2 mL/min. Area circundada: tempo de réienip colesterol.

Os cromatogramas obtidos por cromatografo cromatografia liquida, ndo apresentou separacao
liguido das amostras de racdo sem adicdo de satisfatoria.

farinha de carne e ossos, obtidas pelo método de

Folch foram comparados com os cromatogramas Comparando-se o perfil dos cromatogramas

obtidos por saponificacdo direta das amostras obtidos pela técnica de cromatografia liquida de

sem aquecimento. Foi constatado que este Ultimo alta eficiéncia, de amostras de racdo com adicao
era melhor porque apresentou um melhor perfil de farinha de carne e ossos, preparadas com o
dos picos e maior area do pico de colesterol nas método de hidrélise enzimatica, observou-se que
amostras de farinha de carne e ossos. Além disso, eram semelhantes aos obtidos por saponificacdo
o método utilizou menor quantidade de solventes das amostras sem aguecimento, entretanto, a
e foi de mais facil execucéo, entretanto, o pico de saponificacdo da amostra sem aquecimento é um
colesterol nas amostras de racdo sem adicdo demétodo mais rdpido por apresentar menor

farinha de carne e o0ssos, quando obtida por ndmero de etapas em sua execucao.
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Ao se comparar 0os cromatogramas, obtidos por 4.2. Planejamento para otimizacdo da
cromatografia liquida, de amostras de racdo extragcdo do colesterol

verificou-se que os melhores resultados foram os

obtidos com o método de saponificacdo das Diante dos resultados obtidos nos testes foram
amostras sem aquecimento, preparadas com 1 g.determinadas as variaveis para a execu¢do do
Devido também ao menor nimero de etapas no planejamento experimental, utilizando-se o
preparo € menor uso de reagentes, foi decido, método de saponificagdo das amostras sem
preparar as amostras por este método. aquecimento.

Para otimizagdo da extracdo do colesterol foi A otimizacdo do método foi realizada em 2 fases
realizado planejamento experimental e a seguir através de planejamentos  experimentais
este método foi validado. sequenciais. Na primeira fase foram verificados
0s parametros de anadlise estatisticamente
significativos. Os resultados do planejamento |
sao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18- Resultado do planejamento |, fatoridl*2 resposta dada pela area do pico de colesterol por
unidade de peso (g), utilizando cromatografia tigude alta eficiéncia.

Ensaio OR* p* EtOH* KOH*  T* Agua* n* Agua  Solvente* Colesterol

Extrag. neut. Areal g

1 5 1 20 3,0 20 10 3 2,0 A 5430
2 6 2 20 3,0 20 10 5 3,0 C 6227
3 7 1 20 4,0 24 10 3 3,0 C 6102
4 3 2 20 4,0 24 10 5 2,0 A 9982
5 17 1 30 3,0 24 10 5 3,0 A 4339
6 15 2 30 3,0 24 10 3 2,0 C 4792
7 4 1 30 4,0 20 10 5 2,0 C 7478
8 14 2 30 4,0 20 10 3 3,0 A 4307
9 11 1 20 3,0 24 14 5 2,0 C 5315
10 10 2 20 3,0 24 14 3 3,0 A 3921
11 18 1 20 4,0 20 14 5 3,0 A 5409
12 1 2 20 4,0 20 14 3 2,0 C 7401
13 19 1 30 3,0 20 14 3 3,0 C 8614
14 12 2 30 3,0 20 14 5 2,0 A 10629
15 9 1 30 4,0 24 14 3 2,0 A 4339
16 2 2 30 4,0 24 14 5 3,0 C 6878
17 16 1,5 25 3,5 22 12 4 2,5 B 6325
18 13 1,5 25 3,5 22 12 4 2,5 B 5757
19 8 1,5 25 3,5 22 12 4 2,5 B 5089

* OR = ordem de realizagdo; p = peso da amostteE¢@H = alcool etilico; KOH = hidréxido de potassi = tempo de
saponificacdo; Agua extrac = volume de 4gua paragdo ap6s a saponificacdo; n = namero de extsagtgua neut. =
volume de agua para neutralizacdo do KOH; solverde40 % acetonitrila, 60 % isopropanol; B=50 %taaérila; 50
% isopropanol; C=60 % acetonitrila; 40 % isopropano

A Tabela 19 apresenta os efeitos das varidveis ao nivel de confianca de 90 % (p<0,10)
sobre a resposta considerando o erro puro, pois apresentou como varidveis estatisticamente
desta forma, € possivel observar o desvio-padrao significativas o tempo de saponificacdo, nimero
entre o0s pontos centrais, que refletem a de extracdes com hexano e volume de 4gua para
repetibilidade do método. A andlise dos efeitos neutralizacéo.
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Tabela 19- Efeitos das varidveis independentes no valdirda do pico de colesterol/g de amostra obtidas
no CLAE, utilizando como parametro o erro puro.

Fator Efeito Desvio Padrdo  t(10) p
Média 6294 143 44,01 0,001
Peso amostra (g) 733 312 2,35 0,143
Massa de KOH (g) 173 312 0,55 0,635
Vol. alcool etilico (mL) 43 312 0,14 0,903
Tempo de saponificacéo (h) 325 312 1,04 0,407
Vol. 4gua extragdo (mL) -1246 330 -3,77 0,064
NUmero de extracbes 1263 312 4,05 0,056
Vol. 4gua neutralizagdo (L) -1352 312 -4,33 0,049
Solvente 401 312 1,28 0,328

Os valores em negrito apresentam diferencga eftatis¢nte significativa (p<0,10)

Ap6s a verificacao das variaveis estatisticamente eluicdo dos compostos da coluna, e acarretando
significativas do planejamento |, verificou-se que na diminui¢do da sua concentragdo nas amostras.
0 peso da amostra, a massa de KOH e o volume

de alcool etilico ndo afetaram a eficiéncia da Foram iniciados os testes com a cromatografia
saponificacdo, assim como nao houve diferenca gasosa e algumas das amostras de ragédo e de
de solubilidade da amostra entre as proporc¢des farinha de carne e ossos foram analisadas com
de solvente analisadas. Desta forma, estes esta técnica. ApOs a comparacdo dos
valores foram fixados em 1 g de amostra; 3 g de cromatogramas  verificou-se uma  melhor

KOH e 20 mL de &lcool etilico, diminuindo,

resolugdo do pico de colesterol, mesmo na

assim, a quantidade de reagentes. A proporcéo de presenca dos interferentes, pela cromatografia

solvente foi fixada em 50:50 devido a maior
facilidade no preparo.

O sinal negativo do efeito, verificado em duas
variaveis, indicou que houve uma diminui¢cdo no
valor da area do pico quando foi utilizado o nivel
maior (+1). Desta forma, o volume maior de
agua para neutralizacdo do KOH e o maior
numero de extragdes da matéria insaponificavel,
diminuiram a eficiéncia para extracdo do
colesterol, assim como menores tempos de

gasosa. Por este fato optou-se por utiliza-la
também devido a sua maior sensibilidade. Os
cromatogramas apresentados daqui em diante
serdo aqueles obtidos por cromatografia gasosa.

Abidi (2001) comparando diferentes técnicas
cromatograficas para determinagcdo de esterdis
em alimentos e 6leos vegetais, relatou que a
cromatografia gasosa foi melhor que a liquida
porque selecionou melhor os diferentes esterais.

saponificacdo apresentaram a tendéncia de seremLagarda et al. (2006) publicaram um trabalho de
insuficientes. revisdo sobre analise de fitoesterdis em
alimentos, apresentando diversas técnicas
O volume de 4gua para neutralizacdo do KOH cromatogréficas. Os autores concluiram que para
pode ter sido excessivo, causando a retirada do a analise de esterdis, a CG-DIC deve ser
colesterol do solvente contendo a matéria preferida em relacdo a CLAE e a cromatografia
insaponificavel. O colesterol pode ser dissolvido por fluido supercritico devido a sua maior
na fase aquosa, mesmo que em baixas sensibilidade e precisao.
concentragbes, devido a parte polar de sua
molécula, representada pelo grupo hidroxila no Apoés a verificac@o das variaveis estatisticamente
carbono 3 e a dupla ligagdo no carbono 5. significativas do planejamento | foi realizado o
Entretanto, com maior nimero de extracbes da planejamento Il. As varidveis utilizadas foram a
matéria insaponificavel, uma quantidade maior agua para neutralizacdo do KOH, o tempo de
de interferentes pode ter sido extraida juntamente saponificacdo e o nimero de extracdes.
com o colesterol, interferindo desta forma na
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Foram acrescentadas as etapas de adicdo delavagem com hexano foi necessaria para retirada
sulfato de sédio anidro (3 g) e lavagem deste de toda amostra que poderia ter ficado retida.

com hexano (10 mL). O sulfato de sédio anidro

foi introduzido ao método devido a sobra de agua Os resultados do planejamento Il e a andlise de
no fundo dos tubos de ensaio, apos a secagem dovariancia sdo apresentados respectivamente nas
extrato hexanico em fluxo de nitrogénio. A Tabelas 20 e 21.

Tabela 20- Resultado do planejamento II, fatorial compl2i@ resposta dada pela area do pico de colesterol
por unidade de peso (g), utilizando a cromatoggeisosa.

Ensaio Ordem de Agua para Tempode N°extragbes Colesterol
realizacdo  neutralizacacsaponificagdo (h) Arealg
do KOH (L)
1 12 1 23 2 251163
2 11 1 23 4 281007
3 6 1 27 2 262569
4 2 1 27 4 186864
5 4 2 23 2 280797
6 10 2 23 4 309315
7 5 2 27 2 284282
8 1 2 27 4 290130
9 3 15 25 3 221409
10 9 1,5 25 3 253480
11 7 1,5 25 3 237820
12 8 1,5 25 3 226127

Por se tratar de um planejamento fatorial A equacdo polinomial de segunda ordem foi
completo os coeficientes de regressdo foram ajustada aos dados experimentais, ou seja, as
analisados diretamente ao invés de se realizar a variaveis ndo significativas a 95 % de confianca
andlise dos efeitos. A equacdo polinomial de foram consideradas residuos (falta de ajuste). Os
segunda ordem expressa a seguir foi empregada coeficientes de regressédo estdo apresentados na
para correlacionar a concentracdo de colesterol Tabela 22. O coeficiente de regressdo do modelo
obtida através do CG com as varidveis de estatisticamente significativo ao nivel de

extracao. confianca de 95 % (p<0,05) foi apenas o nimero
de extracdes. Estes resultados podem ser melhor
k k k-1k visualizados pelo grafico de Pareto (Figura 8).
y=h+Y bx +Y bx® + X T byxix;
i=1 i=1 i=1 j=i+1
(i=1-3, j=1-3)
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Tabela 21— Coeficientes de regresséo do modelo, utilizaxotieo parametro o erro puro, no planejamento Il.

Fator Coeficiente de  Desvio Padrao t(3) p
Regresséo

Média 257080 4125 62,3 0,000
Numero de extragdes (n) 22865 5052 4,5 0,020
Tempo de saponificacéo (h) -12305 5052 -2,4 0,093
Vol. 4gua neutralizagao (L) -1437 5052 -0,3 0,795
nx h 8380 5052 1,7 0,196
nxL 10028 5052 2,0 0,141
hxL -16027 5052 -3,2 0,050

Os valores em negrito apresentam diferenca egtatisénte significativa (p<0,05)

(3)AGUA 7,659203

nxh -5,36874

(2 TEMPO -4,12172

nxL 3,359236

hxL 2,806949

(L)N_EXTR -,481315

=i, 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EFEITO ESTIMADO (VALORES ABSOLUTOS)

Figura 8 - Gréfico de Pareto.

A Figura 9 apresenta o0s valores
experimentais em relacdo aos valores preditos
pelos modelos codificados.
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VALORES OBSERVADOS

Figura 9 - Valores experimentais x valores preditos peldehm

De acordo com a andlise de variancia (Tabela 22) O nivel étimo para cada variavel foi obtido
realizada para os resultados obtidos o valor através da observacdo das superficies de
calculado de F foi maior que o F tabelado respostas e das respectivas curvas de contorno
indicando que o modelo é preditivo. O modelo (Figuras 10, 11 e 12).

foi mantido com todas as variaveis, incluindo as

ndo estatisticamente significativas para a

construcéo das superficies de resposta.

Tabela 22- Andlise de variancia.

Fonte de Graus de

variagdo Soma quadrdtica liberdade Média quadratica  Fcalculado
Regresséo 0,1511 6 0,0252 2,5316
Residuos 0,0596 6 0,0099
Total 0,2108 12 0,0175

r? 0,67
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Figura 10 - Superficie de resposta para a &rea relativaokdsterol em fungéo do nimero de extracdes e telapo
saponificacdo.

Figura 11 - Superficie de resposta para a area relativakdsterol em fun¢éo do nimero de extracdes e votlene
agua para neutralizacao.
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Figura 12 - Superficie de resposta para a area relativalésterol em fun¢éo do volume de agua para nezacdid

e tempo de saponificacéo.

Apo6s a verificacdo dos resultados obtidos no as melhores condi¢cdes de preparo das amostras,

planejamento experimental foram determinadas como apresentado no fluxograma da Figura 13.

1 g de amostra
3 g de hidréxido de potassio em pastilhas
20 mL de glcool etilico
23 horas iob agitacao
12 mL de éguJ;a para extracao
4 extracdes (10 mL¢cada) com hexano PA
2 L de agua pa%ra neutralizacdo
3 g de sulfato de sédio anidro
10 mL dJé hexano
secar todo o extrato rJ{exénico em fluxo de N
dissolver em 1 mL de¢hexano (CLAE) filtrado
colocar em uItra:Lsom por 1 minuto
filtrar em membrana Millipore (0,45 pm)
cromatog r{':\fia gasosa

Figura 13 - Fluxograma de preparo das amostras de ra¢&aponificagdo da amostra sem aquecimento.
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Algumas das etapas de preparo das amostras gstésartadas na Figura 14.

Figura 14 — Imagens das etapas de preparo das amostraanddi o método de saponificacdo das amostras sem
aguecimento. (A) amostras apos saponificacaoréBiferéncia de amostra paealizacao da etapa de extracéo; (C)
adicdo de hexano para extracdo dos insaponificayeie E) lavagem das amostras com agua destilada p

neutralizacdo do KOH.
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Na imagem D da Figura 14, observa-se a apresentado na Tabela 23. Observou-se que o

separacédo das fases hexanica e aquosa. valor do coeficiente de variacdo foi baixo e,
desta forma, o método apresentou repetibilidade,

O resultado das areas do pico de colesterol, nas podendo ser utilizado para o preparo das

amostras preparadas de acordo com o0 amostras.

fluxograma, para validacdo do planejamento é

Tabela 23- Amostras preparadas de acordo com fluxogrameveaificacdo do coeficiente de variacdo e validaca
do planejamento

Amostra Area
1 311898
2 301425
3 296654
4 281002
Média 297745
Desvio padréao 12850
CV (%) 4,3

Ferreira (2000) avaliando o coeficiente de insaponificaveis realizando-se apenas duas
particdo do colesterol entre a fase aquosa e a faseextra¢des com solvente.
com solventes, teve como resultado que a melhor
proporcéo para determinacé@o de colesterol é: 10 4.3. Equipamentos e condicdes
mL de &lcool etilico, 5 mL de agua e 10 mL de cromatograficas
hexano para extracdo dos insaponificaveis. Desta
forma, a propor¢do de agua e alcool proposta no Na técnica de cromatografia liquida de alta
presente trabalho apresentou-se equivalente aseficiéncia ndo foi observado pico de colesterol
preconizadas pelo autor, enquanto a propor¢cdo nas amostras de ragdo sem adicdo de farinha de
de solvente apresentou-se inferior. carne e 0ssos. Ja na técnica de cromatografia
gasosa foi observado o pico de colesterol devido
Nao foi encontrado nenhum trabalho utilizando a maior seletividade, sensibilidade e melhor
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou resolucdo dos picos de esterdis em relagdo a
cromatografia gasosa para determinacdo de CLAE.
colesterol em ragbes destinadas a alimentagéo de
ruminantes. Entretanto, foram encontrados Para a realizagdo deste trabalho havia duas
trabalhos utilizando ambas as técnicas para colunas capilares disponiveis para utilizacdo em
determinacao de colesterol em outros substratos. cromatégrafo gasoso. Uma das colunas era do
tipo polar e a outra era de polaridade
Ap6s a saponificacdo de amostras de plasma intermediaria. Como a maioria dos trabalhos
sanguineo com aquecimento, Ahmida et al. encontrados utilizava coluna com fase
(2006) adicionaram 1 mL de agua e foram feitas estacionaria apolar (5 % difenil e 95 %
duas extracdbes para separacdo  dos dimetilpolisiloxano) optou-se, inicialmente por
insaponificaveis com solugdo de 2 mL de utilizar a coluna de polaridade intermedigii:B
hexano, alcool etilico e hidroxitolueno.  1701°, com fase estacionaria composta de 14 %
Observou-se que apesar da amostra utilizada ter cianopropilfenil e 86 % dimetilpolisiloxano e
sido diferente, os autores utilizaram reagentes 10m de comprimento, marca Varian).
semelhantes para determinacdo de esterdis,
entretanto, diferente do que foi observado neste Entretanto, ao serem analisadas amostras de
trabalho, Ahmida et al. (2006) utilizaram racdo com este tipo de coluna observou-se que o
menores quantidades de agua para extracao, pico de colesterol apresentou um valor de area
assim como, Vverificaram extragdo total dos semelhante, tanto para as amostras de ragdo com
adicdo de farinha de carne e 0sso0s, quanto para
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amostras de racao sem adicdo de farinha de carnetotal do colesterol nos cromatogramas de racéo

€ 0SSO0sS.

Isso indicava que algum outro componente,
possivelmente outro esterol, estava coeluindo
com o colesterol. Mesmo alterando-se outros
parametros como temperatura do forno e do
detector, assim como, testando diferentes
programacdes de temperatura, velocidades de
fluxo, etc, ndo foi possivel separar o pico de
colesterol utilizando-se este tipo de coluna.
Ahmida et al. (2006) relataram este mesmo
problema na separagdo entre colesterol e
colestanol.

Ahmida et al. (2006) fizeram determinagdo de
fitoesterdis de plasma sanguineo e inicialmente
utilizaram coluna apolar, entretanto, n&o
conseguiram boa separacdo dos fitoesterdis de
interesse e, por isso, utilizaram coluna de
polaridade intermediaria, Rtx1701 (14 %

cianopropilfenil e 86 % dimetilpolisiloxano),

semelhante a utilizada nos testes deste
experimento, entretanto, mais longa (60 metros

de comprimento) e conseguiram a separacgéo dos de

fitoesterdis.

Da mesma forma, Dutta e Normém (1998) e
Phillips et al. (1999) também utilizaram coluna
de polaridade intermediaria (14 %
cianopropilfenil e 86 % dimetilpolisiloxano) para
determinacdo de esterdis. Os primeiros autores
realizaram a determinacdo de fitoesterdis

obtidos por cromatografia gasosa.

Frega et al. (1992) compararam a separacdo de
fitoesterdis em azeite de oliva utilizando coluna
polar e apolar e constataram que a primeira foi
mais eficiente porque melhorou a resolucdo dos
picos de esterdis, além de apresentar picos nao
detectados com a coluna apolar. Rodriguez-
Estrada et al. (2002) que compararam a
utilizacéo de coluna polar e apolar, verificaram
uma melhor separagdo da matéria insaponificavel
de extratos lipidicos, utilizando coluna polar.

Lagarda et al. (2006) apresentaram um trabalho
de revisdo sobre andlise de esterdis em
alimentos, comparando diversas colunas
cromatograficas. Os autores concluiram que para
a analise de colesterol é preferivel utilizar calun
apolar composta de 5 % difenil e 95 % dimetil
polisiloxano (60m x 0.1m x 0.25mm), enquanto
que para outros esterdis, outras fases
estacionarias, de polaridade intermediéria,
também s&o apropriadas, como, por exemplo, a
14 % cianopropilfenii e 86 %
dimetilpolisiloxano (também utilizada neste
trabalho). Entretanto, os autores nao informaram
qual a melhor coluna para separar, em uma
mesma amostra, o colesterol dos outros esterois.

4.4. Validagao do método

A adequacédo do método proposto neste trabalho

saturados em aveia, obtendo excelente separacdofoi avaliada pelos resultados de linearidade,

dos picos. Phillips et al. (1999) realizaram a seletividade, especificidade, limites de deteccéo

determinacdo de fitoesterdis, estandis e e quantificacéo, preciséo, exatidéo e robustez.

metabolitos do colesterol no soro sanguineo e

também obtiveram boa separacdo destes Para todo o procedimento de validagdo do

esterdides. Entretanto, nestes dois trabalhos ndo método foi utilizada a mesma amostra de ragao.

foi realizada a determinacéo de colesterol. A andlise de amostras de diferentes procedéncias
foram utlizadas apenas para verificacdo da

Foram encontrados poucos trabalhos utilizando concentracio de colesterol.

colunas polares ou de polaridade intermediaria

para determinacdo de esterdis, entretanto, 4.4.1. Quantificac&o do teor de colesterol

nenhum deles utilizou coluna polar com o

mesmo tipo de fase moével (polietilenoglicol) A quantificacdo da concentracio de colesterol foi

para determinacdo de colesterol. Alguns autores feita pela curva de calibragdo externa (Figura

recomendam coluna polar para separacdo de 15). Os testes com padrdo interno (19-

alguns picos de esteréis, com pouca resolucédo hidroxicolesterol, colestano e 7-pregnenolona)

quando utilizada coluna apolar. ndo apresentaram bons resultados, pois 0s
tempos de retencédo de cada um coincidiam com

Testou-se entdo, a coluna polar VA-WAX  outros picos.

(polietilenoglicol) e conseguiu-se a separagao
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Figura 15 - Representacdo grafica da curva de calibrac@opddsdes de colesterol, com a
equacao da reta e coeficiente de determinaggio (r

O valor do coeficiente de determinaca?) (e As concentra¢Bes variaram de 0,015 a 0,019
0,9985 apresentou-se de acordo com o0 mg/g nos 6leos de milho e de 0,006 a 0,012 mg/g
preconizado por Sampaio (2002) (> 0,98), nos Oleos de soja.
conferindo linearidade ao teste.

Tabela 24- Concentragbes de colesterol em amostras
4.4.1.1. Determinacdo da concentracdo de  de racdo de diferentes procedéncias.
colesterol em amostras de ragcdo sem adi¢éo de

farinha de carne e 0ssos Amostra Colesterol (mg/g)
1 0,0181
Para verificagdo do teor de colesterol em 2 0,0133
amostras de racao sem adicéo de farinha de carne 3 0,0110
e ossos foram analisadas 10 racbes de 4 0,0192
procedéncias diferentes e cinco amostras da 5 0,0143
racdo utilizada para a validacao. 6 0,0222
O coeficiente de variacdo entre as amostras de 7 0,0144
racdo de diferentes procedéncias foi alto (24,1 8 0,0182
%) (Tabela 24). Este valor deve-se, 9 0,0239
provavelmente, as variagbes inerentes das 10 0,0216
concentragbes de colesterol no milho, soja e Média 0,0176
trigo, que de acordo com Piironen et al. (2000) e Desvio padrédo 0,0042
Phillips et al. (2002) podem sofrer alteracbes em CV (%) 24,1

funcdo da safra utilizada, ou ainda dos diferentes
ingredientes_ de composi_(;.éo. A amostra 6 da Tabela 25- Concentracdes de colesterol obtidas de
Tabela 24 foi a mesma utilizada para a validagdo amostras de racéo utilizadas para a validago.

do método.

Amostra Colesterol (mg/g)

Entretanto, o coeficiente de variacdo entre a 1 0,0203
mesma amostra foi baixo e igual a 4,9 % (Tabela 2 0,0192
25). 3 0,0208
Phillips et al. (2002) também encontraram 4 0,0216
diferencas nas concentracdes de colesterol, > 0,0212
avaliadas em 31 tipos de Oleos alimenticios de 6 0,0222
origem vegetal, de diferentes procedéncias. O Média 0,0209
método utilizado foi a extracdo em fase sdlida, Desvio padrao 0,0010
saponificacéo, derivacdo e cromatografia gasosa. CV (%) 4,9
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Observando-se os resultados das concentragdescolesterol  (>0,025 mg/g) poderdo  ser
de colesterol em amostras de racao de diferentes provenientes de qualquer composto, como por
procedéncias verifica-se que, a maior exemplo, gordura animal, farinha de peixe ou
concentragdo de colesterol, que pode ser mesmo um O6leo vegetal. Desta forma, para a
encontrada em uma racdo destinada a identificacdo do composto, a combinagdo da
alimentacdo de ruminantes, é de 0,022 mg/g. microscopia com a cromatografia gasosa seria
Desta forma, foi estabelecido que concentra¢cdes muito importante. Entretanto, a microscopia néo
superiores a 0,025 mg/g podem ser consideradas detecta gordura animal e 6leo vegetal.
resultado de adicdo de colesterol. Este valor
apresenta uma margem de seguranca de 13 %. A Figura 16 apresenta o cromatograma de uma
amostra de racdo (amostra 6). Observa-se que a
Neste trabalho sabe-se que foi feita adicdo de area do pico de colesterol € muito menor que a
farinha de carne e ossos, entretanto, em uma area dos picos dos outros esterais.
amostra desconhecida concentracoes elevadas de
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Figura 16 - Cromatograma de amostra de ragdo (sem adictuidka de carne e 0ssos) obtido por CG. Condices
cromatograficas: Coluna polar (polietilenoglicdgse maével hidrogénio e detector por ionizacdo bemas. Area
circundada: Pico central: colesterol.

4.4.1.2. Determinacdo da concentracdo de  Tabela 26- Concentracéo de colesterol em amostras
colesterol em amostras de farinha de carne e de farinha de carne e 0ssos (35 % PB).

0ss0s (35 %) Amostra Colesterol (mg/g)
1 0,4161
A concentracdo média de colesterol encontrada 2 0,3838
na farinha de carne e ossos (35 % PB) foi de 0,40 3 0,3948
mg/g (Tabela 26). Observa-se que a variagdo 4 0,4038
entre as amostras foi menor, apresentando, 5 0,4074
assim, maior homogeneidade. 6 0,3991
Média 0,4008
Desvio padrédo 0,0111
CV (%) 2,8
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4.4.1.3. Determinacdo da concentracdo de concentracdes de colesterol nas amostras de

colesterol na ragdo com adicdo de farinha de racdo adicionadas de farinha de carne e 0ssos nas

carne e 0Ss0s proporcdes de 3, 4, 5, 6 e 7 %, estabelecendo-se,
assim, o limite de deteccao do método.

Na Tabela 27 séo apresentados os resultados das

Tabela 27- Concentraces de colesterol nas amostras de aalj@ionadas de farinha de
carne e 0ssos nas proporcdes de 3, 4,5, 6 e 7 %.

Amostra Colesterol (mg/g) Média Desvio CV %
padrdo
3 % de FCO naragéo
1 0,0214 0,0214 0,0008 3,5
2 0,0221
3 0,0206
4 % de FCO naracao
1 0,0260 0,0265 0,0010 3,7
2 0,0259
3 0,0261
4 0,0252
5 0,0258
6 0,0278
7 0,0275
8 0,0277
9 0,0276
10 0,0258
5 % de FCO naracgéo
1 0,0280 0,0288 0,0010 3.4
2 0,0299
3 0,0284
6 % de FCO naracédo
1 0,0316 0,0329 0,0013 3,9
2 0,0330
3 0,0341
7 % de FCO naracgéo
1 0,0376 0,0371 0,0005 1,3
2 0,0367
3 0,0370

Observando-se a Tabela 27, verifica-se que o concentracédo estabelecida, ndo sendo possivel a
limite de detec¢do da presenca de farinha de confirmagdo da presenca de colesterol
carne e 0ssos a racdo, nas condi¢cBes proveniente de farinha de carne e 0ssos.
experimentadas, € de 4 %, pois neste nivel foi

encontrada concentracdo de colesterol igual a Entretanto, a amostra utilizada para a validagao
0,0265 mg/g, sendo, portanto, superior ao limite do método e verificagcdo deste limite de deteccéo
estabelecido (>0,025 mg/g). Nota-se também que foi aquela com concentracdo média de 0,02
o coeficiente de variacdo observado entre estas mg/g, que apresentou um coeficiente de variagdo
amostras foi baixo (3,7 %). baixo (4,9 %).

Observa-se também que no nivel de 3 %, a Por outro lado, considerando-se qualquer
concentragdo obtida (0,0214 mg/qg) foi abaixo da amostra de racdo, inclusive aquela com
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concentragdo mais baixa de colesterol, a valor de recuperacdo. Logo, a concentragcdo

deteccdo de farinha de carne e ossos pode serminima de colesterol obtida de 1 g de ragdo (sem

feita, apenas, a partir de 6 %, devido ao alto adicdo de farinha de carne e ossos) é de 0,01 mg

coeficiente de variagdo (24,1 %) verificado entre (valor minimo apresentado na Tabela 24) e a

amostras de racao de diferentes procedéncias. concentracdo de colesterol obtida de 1 g de
farinha de carne e ossos € de 0,4 mg.

Pois, hipoteticamente, neste caso, para a

determinacdo do limite de deteccdo foi Na Tabela 28 é apresentado um exemplo de

considerada a concentracdo de colesterol contaminacdo de uma racdo com baixa

encontrada na racdo somada a concentracdo concentracdo de colesterol adicionada de 6 % de

encontrada na farinha de carne e o0ssos, farinha de carne e 0ssos.

proporcionalmente e, considerou-se também o

Tabela 28- Exemplo da concentragao final de colesterol ema wacdo (com baixa concentragcdo de
colesterol) adicionada de 6 % farinha de carnesesos

Racéo Farinha de carne e 0ssos
Quantidade (g) Colesterol (mg/g) Quantidade () Cekterol (mg/g)
1 0,011 1 0,40
0,94 0,0094 0,06 0,024

Concentracéo final: 0,0334 mg/g
Concentracgéo final ap6s subtracéo do valor de ezagfo: 0,0253 mg/g

Observando-se a Tabela 28, verifica-se que em 1 Entretanto, esta é uma técnica que promove a

g de racdo (com baixa concentracdo de desnaturacdo e a degradacgdo de proteinas, 0 que

colesterol) adicionada de 6 % de farinha de carne pode causar alteracao nos resultados finais.

e 0Ss0s, sdo encontrados 0,0334 mg de colesterol

(0,0094 mg + 0,024 mg). 4.4.1.4. Determinacdo da concentracdo de
colesterol em amostras de milho, farelo de

Devido a baixa porcentagem de recuperacdo soja e farelo de trigo

obtida neste trabalho, apesar da concentracdo de

uma amostra de racdo com baixa concentracdo As concentragdes de colesterol em amostras de

de colesterol adicionada de 6 % de farinha de milho, farelo de soja e farelo de trigo podem ser

carne e 0sso0s apresentar, teoricamente, o valor deobservadas na Tabela 29.

0,0334 mg/g de colesterol, na prética, o valor

final obtido é de aproximadamente 0,0253 mg/g. Tabela 29- Concentracdes de colesterol em amostras
de milho, farelo de soja e farelo de trigo.

Com base nos resultados apresentados verifica-se

que pode ser realizada a deteccdo de farinha de Amostra Colesterol (mg/g)
carne e 0ssos a qualquer amostra de racéo, Milho 0,0101
entretanto, ndo é possivel realizar a quantificacio Farelo de soja 0,0101
devido as diferentes concentragdes de colesterol Farelo de trigo 0,0111

encontradas nas diferentes amostras de ragao. _ _

No trabalho de Sanches et al. (2006) que validou Na literatura ndo foi encontrado nenhum trabalho

o método de microscopia, o limite de detecgdo de que tenha determinado colesterol em amostra de
farinha de carne e ossos na ragéo foi de 0,05 %. racdo destinada a alimentacdo de ruminantes,
Além do limite de deteccdo ser menor, a e€ntretanto, foram encontrados resultados em
microscopia € uma técnica mais rapida e de amostras de 6leos vegetais.

baixo custo quando comparada a cromatografia.

Ja o limite de deteccdo descrito por Brodman e Nos oleos de soja e de milho, Belitz e Grosch
Moor (2003) foi de 1 %, utiizando PCR. (1997) encontraram concentracdes de colesterol
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de 0,0005 mg/g, enquanto, Rossell (1991) e dos gréficos de residuos de padréo de colesterol e
Phillips et al. (2002) obtiveram concentracdes de, de padrdo de colesterol adicionado a matriz,
respectivamente, 0,006 a 0,012 mg/g e 0,029 respectivamente.
mg/g, no dleo de soja.

Os valores de residuo foram calculados obtendo-
Da mesma forma, Piironen et al. (2000) se os valores médios das concentracbes e
relataram que a concentragdo de colesterol na calculando-se a diferenca entre y observado e y
maioria das plantas é de 0,001 a 0,005 mg/g, mas esperado. Observou-se que 0s pontos de maior
no milho, na canola e no grdo de arroz as dispersao para o padrao de colesterol foram os de
concentragbes sao maiores, entretanto, néo concentracdo 0,05 e 0,5 mg/g, apresentando
apresentaram os valores. Ja Berhman e Gopalanvalores de 0.002798 e menos (-) 0,00002359,
(2005) relataram que o colesterol é encontrado respectivamente e os de maior dispersao da
no reino vegetal em quantidades médias de 0,050 matriz foram os de concentracao 0,1 e 0,5 mg/g,
mg/g de lipidios totais. apresentando valores de 0,004824 e 0,002463,

respectivamente.

4.4.2. Linearidade
Os valores de y esperado e observado e valores

As linearidades do padrdo de colesterol e da de residuo do padrdo e da matriz sao
matriz  (racdo) foram verificadas pelos apresentados nas Tabelas 30 e 31,
coeficientes de determinacad) @ pela avaliacdo respectivamente.

Tabela 30- Valores de y observado, y esperado e de resiapadrdo de colesterol.

Concentragdodo  Valores dey Valores de y Residuo

padrdo (mg/mL) observado esperado
0,01 0,0101 0.0109 -0.0007689
0,02 0,0201 0.0203 -0.0002271
0,03 0,0289 0.0298 -0.0008854
0,05 0,0515 0.0487 0.0027980
0,1 0,0951 0.0960 -0.0008932
0,5 0,4743 0.4740 -2.359x10

Tabela 31- Valores de y observado, y esperado e de resi@unaatriz adicionada de padréo de colesterol.

Concentragéo do padréo Valoresdey Valoresdey Residuo
adicionado a matriz (mg/mL) observado esperado

0,01 0,0300 0,0270 -0.0013160
0,025 0,0450 0,0397 -0.0015570
0,05 0,0700 0,0607 -0.0005257

0,1 0,1200 0,1030 0.0010370
0,25 0,2700 0,2290 0.0048240

0,5 0,5200 0,4400 -0.0024630

Nas Figuras 17 e 18 sdo apresentadas as curvas de colesterol e da matriz adicionada de padrao
padrdo (A) e gréafico de residuo (B) do padrdo de colesterol, respectivamente.
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Figura 18 - A) Curva da linearidade com matriz com a equalgiceta e coeficiente de determinacp (r
B) Gréfico de residuos das amostras de ra¢édo aditas de padréo de colesterol.

Observou-se que o0 método possui excelente trabalho. No entanto, estes autores néo

linearidade, nas concentracdes entre 0,01 e 0,5 apresentaram os valores de residuo.

mg/mL, representada por altos valores de

coeficiente de determinacéo e valores de residuos 4.4.3. Seletividade e especificidade

préximos a zero. De acordo com Sampaio (2002)

os valores de residuos correspondem a subtracdoO teste com adicdo de padrbes de outros

do valor de y observado (concentracdo esterdides a ragdo confirmou a seletividade do

observada) por y esperado e devem ser iguais a método e demonstrou ndo haver interferéncia

zero. destes com o pico de colesterol, pois todos
apresentaram tempos de retencao diferentes do

Valores semelhantes de coeficientes de colesterol e puderam ser identificados (Figura

determinacao (superiores a 0,999) foram obtidos 19). Apenas o ergosterol e a vitamina D nao

por Meier et al. (2006) utilizando CG-DIC e foram detectados nas amostras de racgao.

coluna polar, semelhante a utilizada neste

64



160000 +

140000 +

120000 +

100000 +

80000 +

Intensidade
N

60000
40000

0 . . . . . . . . . .
30 35 40 45 50

Tempo (min)

Figura 19 - Cromatograma de amostra de racdo, obtido por @Giempo de 25 a 50 minutos. Condicdes
cromatogréficas: Coluna polar de polietilenoglidake mével hidrogénio e detector de ionizagdo leames. Picos:
(1) colesterol; (2) campesterol; (3) estigmastdr)lp-sitosterol.

A presenca de fitoesterdis na racao era esperada(2006) que também encontraram concentragdes
uma vez que a mesma € constituida de milho, de B-sitosterol maiores que a de outros esterois
soja e trigo, entretanto, apenas o colesterol foi nas diversas amostras de produtos de origem
quantificado, enquanto os outros esteréis foram vegetal analisadas.
apenas identificados.

Os cromatogramas obtidos em cromatégrafo
Os resultados obtidos estdao de acordo com Al liquido e detector por arranjo de diodos séo
(1997), Toivo et al. (1998), Piironen et al. apresentados nas Figuras 20 e 21. A adicdo de
(2000), Toivo et al. (2001), Volin (2001), padrao de colesterol as amostras de milho, farelo
Piironen et al. (2003), Berhman e Gopalan de soja e farelo de trigo confirmou a
(2005), Cunha et al. (2006) e Lagarda et al. identificagdo do pico de colesterol.

10000_

15 20

Resposta detector (mAU)

- Pico do colesterol

/ C

5 10 15 20
Tempo (min)
Figura 20 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquidalta eficiéncia e detector por arranjo de diodos
padrdo de colesterol. B: amostra de milho, farelegja e farelo de trigo. C: amostra de milho,léade farelo de
soja e farelo de trigo fortificadas com padrdo delesterol. Condicbes cromatograficas: fase movel
acetonitrila:isopropanol (98:02); coluna;gC100 x 4,6mm x 4um (Chromolith, Merck), vazdo demL/min.
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Os cromatogramas obtidos em cromatégrafo com o tempo de retencéo do pico de colesterol
gasoso de amostras de milho, farelo de soja, do padrao confirmaram a especificidade do
farelo de trigo e padrao de colesterol sdo método, entretanto, estas mesmas amostras
apresentados na Figura 21. A verificagdo do pico foram analisadas também no cromatégrafo
de colesterol nestas amostras e a comparacgéoliquido acoplado ao espectrobmetro de massas.
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Figura 21 - Cromatograma de amostra de milho (A), farelsaje (B), farelo de trigo (C) e padréo de coles$t@y
obtidos por CG. Condi¢Bes cromatograficas: coluolarp(polietilenoglicol), fase moével hidrogénio etelctor de
ionizacdo em chamas. Pico (1) Colesterol.

A especificidade do método foi confirmada apos confirmada através do ion de maior intensidade
a analise em espectrémetro de massas, pois foi m/z 369 que corresponde a perda de uma
possivel a identificacdo do colesterol nas hidroxila a partir da massa molecular protonada
amostras de milho, farelo de soja e farelo de trigo do colesterol (Saldanha et al., 2006 e Mazalli et
(Figura 22). A presenca de colesterol foi al., 2006).
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Figura 22 - Espectro de massas do colesterol (369) em aasatrmilho, farelo de soja e farelo de trigo,dubtiom
fonte de ionizagcdo APCI em cromatografo liquidondigdes cromatogréaficas: fase movel acetonitrdgrispanol
(98:02); coluna g, 100 x 4,6mm x 4um (Chromolith, Merck), vazdo 1/min. Condi¢des do EM: analisadan-
trap, fonte APCI a 450 °C, modo positivo, corona a@ta@, dry gasN, a 350 °C, fluxo 5 L/min, nebulizador a 65
psi, energia de fragmentacdo do MS/MS 1,4 V, fdxaquisicdo 100 a 700 m/z.

Os resultados obtidos em outro laboratério (de sem adicdo de farinha de carne e 0ssos,
duas amostras analisadas) apresentaram asconfirmando assim, as concentragfes verificadas
mesmas concentracdes de colesterol na racgédo neste trabalho (Tabela 32).

Tabela 32- Comparacéo entre concentracdes de colestelidasl#m amostras de racdo sem adicdo
de farinha de carne e ossos, analisadas nesteérsgptr e em outro laboratorio.

Amostra A* B*
1 0,0181 0,0174
2 0,0222 0,0230

A: Concentracéo de colesterol (mg/g) obtida negpertmento;
B: Concentracéo de colesterol (mg/g) obtida empdatyoratorio.

O teste de seletividade e especificidade foi 4.4.4. Limite de deteccdo e quantificacdo do
importante para avaliar os resultados obtidos, equipamento

pois além de confirmar a presenca de colesterol

em amostras de produtos de origem vegetal, Para a determinacéo do limite de deteccéo, a
também confirmou as concentracdes de menor concentracdo injetada, na qual pode ser
colesterol obtidas, concluindo que nenhum outro observado um pico de colesterol, com altura
composto coeluiu com o colesterol. igual a 3 vezes o ruido, no cromatograma, foi a
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de 0,001 mg/g. Entretanto, nesta concentracdo o Para a determinacéo do limite de quantificacéo,
coeficiente de variagéo foi 40,8 % (Tabela 33). foi atribuido um valor igual a trés vezes o limite

Este valor apresenta-se acima do permitido por de deteccao, sendo, portanto, igual a 0,003 mg/g.
Comissao (2002), que deve ser de até 5,7 %

qguando se utiliza unidade de mg/g. 4.4.5. Precisédo

Os resultados encontrados de repetitividade das
Tabela 33- Concentragﬁes de colesterol obtidas pela anéllseS, expressos em porcentagem de

injegéo de 0,001 mg/mL de padréo. coeficiente de variacdo estdo demonstrados na
Tabela 34 e variaram de 29 a 4.0. Os
Amostra Colesterol(mg/g) coeficientes de variacdo entre as seis repeticdes
1 0,0079 independentes do mesmo nivel de concentracéo
2 0,0039 de colesterol ficaram dentro dos padroes
3 0,0042 estabelecidos por Comissdo (2002), no qual,
4 0,0065 aplicando-se a equacéo de Horwitz (CV &%
5 0,0048 ®9 9 onde o C=10) para verificacdo do
coeficiente de variacéo nas analises de colesterol,
6 0,0030 , :
7 0.0025 obtém-se um valor igual a 5,7 %. Os resultados
Médi 0’0047 obtidos neste experimento demonstram boa
edia . ' precisdo uma vez que todos os valores foram
Desvio padréo 0,0019 menores que 5,7 %.
CV (%) 40,8

Tabela 34- Valores de concentracdo obtidos na repetitiedamd seis repeti¢cdes das seis concentracBes deecole
analisadas e respectivos valores de coeficientaris;&o.

Concentragéo Matriz1 Matriz2 Matriz3 Matriz4 Matriz5 Matriz 6 CV (%)

(mg/mL)

0,01 0,025 0,027 0,027 0,025 0,026 0,026 3,5
0,025 0,040 0,037 0,038 0,039 0,037 0,038 29

0,05 0,063 0,059 0,059 0,063 0,059 0,058 3,9

0,1 0,101 0,104 0,106 0,101 0,107 0,104 24

0,25 0,229 0,247 0,226 0,228 0,246 0,230 4,0

0,5 0,436 0,454 0,420 0,440 0,452 0,421 33

4.4.6. Exatidao valores de recuperacgédo preconizados séo de 80 a

110 % quando & 1,0 x 1%, na qual ¢ = fracéo
Os valores de recuperacdo obtidos no presente de massa. Neste experimento, ¢ foi igual &, 10
método estdo apresentados na Tabela 35 os quaispois foi utilizada mg/g como unidade para
variaram de 84 a 86,7 % e encontram-se dentro colesterol.
do intervalo de variagdo aceitavel na faixa de
concentragdo recomendada (Comisséo, 2002). Os
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Tabela 35- Valores de recuperacao obtidos no presentelli@ba

Concentragéo inicial Quantidade Concentragdo  Recuperacdo (%) Média de
de colesterol (mg/g) adicionada de padrdo média de colesterol recuperacao
colesterol (mg/mL) obtida (mg/g) (%)

0,02 0,01 0,026 82,14 — 88,63 85,8
0,02 0,025 0,038 82 a 88,22 84,6
0,02 0,05 0,060 83,74 a 90,34 86
0,02 0,1 0,104 84,03 a 89,04 86,6
0,02 0,25 0,234 81,04 a 91,37 86,7
0,02 0,5 0,438 80,86 a 87,40 84

Na Figura 23, sdo apresentados os valores de
dispersao da recuperagao.
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& 80 mg o 8 .
) oA
2 800 - u
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m H

70,0 T T T T T 1
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Figura 23 - Valores de dispersao da recuperacgao nas seiscigs das concentracdes de colesterol.

Os valores de recuperacdo do colesterol, concentracbes na amostra, uma vez que esta é
encontrados na maioria dos trabalhos, situaram- constituida de produtos de origem vegetal, ao

se entre 95 e 105 %, como, por exemplo, o de contrario dos valores de recuperacgédo verificados

Saldanha et al. (2004) que obtiveram, em em outros trabalhos nos quais a recuperacgéo foi
amostras de carne, uma recuperacdo de 95 %, determinada em produtos de origem animal e,

utiizando CLAE e detector UV. Entretanto, portanto, com altas concentra¢gdes de colesterol.
Baggio e Bragagnolo (2004), assim como neste Os trabalhos encontrados na literatura, que

trabalho, também encontraram valores mais determinaram colesterol em produtos de origem

baixos de recuperacao do colesterol (88,8 a 90,23 vegetal, ndo apresentaram os valores de

%) em amostras de produtos carneos recuperacao obtidos.

processados, utilizando CLAE e detectores por

conjunto de diodos e indice de refracéo. 4.4.7. Robustez

Os baixos valores de recuperacdo obtidos no Os resultados encontrados na robustez sao
presente trabalho podem ser atribuidos as baixas apresentados na Tabela 36.
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Tabela 36- Valores de concentragdo obtidas nas andliseshdstez, em 3 replicatas, com as respectivas média
desvio padréo e coeficiente de variagao.

Amostra Conc. colesterol (mg/g) Média Desvio padrdo CV %

Hexano de marca diferente
1 0,02093 0,0206 0,0010 4,9
2 0,02142
3 0,01948

Maior tempo de contato da amostra com o solvente paextracao
1 0,02124 0,0207 0,0007 3,4
2 0,02084
3 0,01987

Injecdo com seringa diferente
1 0,01764 0,0169 0,0006 3,6
2 0,01659
3 0,01659

Injecéo imediatamente apos a limpeza dimsert
1 0,0197 0,0208 0,0009 4,5
2 0,02169
3 0,02043

Injecéo imediatamente antes da limpeza dmsert
1 0,02013 0,0206 0,0010 4,9
2 0,02192
3 0,02049

Armazenamento das amostras por 10 dias
1 0,01892 0,0200 0,0010 4,9
2 0,02085
3 0,02013
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Para o método de comparacdo de pares desvio-padrdo e coeficiente de variagdo, que
assumiram-se como valores padrdes aqueles ficaram entre 3,4 a 4,9 %.
referentes as concentragbes das amostras
injetadas imediatamente antes da limpeza do Pelo teste t pareado, com probabilidade de erro
insert pois estas representariam a situacdo das bicaudal ou do tipo |, verifica-se que ndo houve
amostras anteriormente injetadas, ou seja, todos diferenca significativa quando foi alterada a
0s parametros avaliados no teste de robustez marca do hexano utilizado durante os outros
foram comparados com os valores obtidos das procedimentos da validacdo, pois o valor de t
amostras injetadas antes da limpezandert. calculado (0,4392) foi menor que o valor de t
tabelado (0,7034), sendo o intervalo de confianca
Pela andlise estatistica descritiva verifica-se que da diferenca de: -0.002082 a 0.002555. Na
as amostras apresentaram resultados Tabela 37 s&o apresentados os valores
homogéneos, verificados pelos baixos valores de encontrados.

Tabela 37- Comparacéo dos valores de média, desvio padeduvio padréo do erro e intervalos
entre amostras padréo e amostras que foram pregarah hexano de marca diferente.

Parametro Amostra padrao  Hexano de marca Diferenca
diferente

Média 0.02085 0.02061 0.0002367

Desvio padrao 0.00095 0.00101 0.0009333

Desvio padrdo do erro 0.00055 0.00059 0.0005388

Intervalo (inferior) 0.01849 0.01810 -0.0020820

Intervalo (superior) 0.02320 0.02312 0.0025550

Também ndo houve diferenca significativa calculado (0.2950) foi menor que o valor de t
quando foi alterado o tempo de agitacdo e/ou tabelado (0.7958), sendo o intervalo de confianca
contato das amostras com o hexano para extracdoda diferenca de: -0.002672 a 0.003065. Na
da fracdo insaponificavel, no voértex, de 15 Tabela 38 sao apresentados os valores
segundos para 1 minuto, pois o valor de t encontrados.

Tabela 38- Comparacéo dos valores de média, desvio pade&vjo padréo do erro e intervalos entre amostras
padrdo e amostras que foram deixadas maior tempom@aito com solvente.

Parametro Amostra padrdo  Maior tempo de contato damostra Diferenca

com solvente
Média 0.02085 0.02065 0.0001967
Desvio padrédo 0.00095 0.00071 0.0011550
Desvio padrdo do erro 0.00055 0.00041 0.0006667
Intervalo (inferior) 0.01849 0.01890 -0.0026720
Intervalo (superior) 0.02320 0.02240 0.0030650

Quando foi alterada a seringa para injecdo das tabelado (0.0413), sendo o intervalo de confianca
amostras no cromatografo foi encontrada da diferenca igual a 0.0003789 a 0.007434
diferenca significativa, pois o valor de t (Tabela 39).

calculado (4.765) foi maior que o valor de t

Tabela 39- Comparacéo dos valores de média, desvio pade&vjo padréo do erro e intervalos entre amostras
padrdo e amostras que foram injetadas com serifegarde.
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Parametro Amostra padrao Injecdo com seringa diferste Diferenca

Média 0.02085 0.01694 0.0039070
Desvio padrao 0.00095 0.00060 0.0014200
Desvio padrédo do erro 0.00055 0.00035 0.0008198
Intervalo (inferior) 0.01849 0.01543 0.0003789
Intervalo (superior) 0.02320 0.01845 0.0074340

Quando foi verificado se as condicdes de equipamento, pois este possui um dispositivo que
limpeza doinsert (para injecdo das amostras) avisa quando deve ser realizada a limpeza do
interferiam nos resultados, observou-se que néo insertde inje¢cdo das amostras e, de acordo com
havia diferenca significativa, pois o valor de t o0s resultados obtidos, comprovou-se que, nas
calculado (0.1539) foi menor que o valor de t condi¢Bes experimentadas, esta limpeza poderia
tabelado (2.245), sendo o intervalo de confianca ser realizada apés um maior nimero de injeces
da diferenca entre: -0.0002201 e 0.0007001. Este (Tabela 40).

parametro foi utilizado para avaliagdo do
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Tabela 40- Comparac¢do dos valores de média, desvio padeiwjo padrdo do
erro e intervalos entre amostras injetadas imedeée antes e depois da limpeza

doinsert.
Parametro Insertlimpo  Insert sujo Diferenca
Média 0.02085 0.02061 0.0002400
Desvio padrédo 0.00095 0.00100 0.0001852
Desvio padrédo do erro 0.00055 0.00058 0.0001069
Intervalo (inferior) 0.01849 0.01811 -0.0002201
Intervalo (superior) 0.02320 0.02311 0.0007001

Para verificar quanto tempo as amostras podem Entretanto, a diferenca minima entre os valores
ser armazenadas secas, em tubo de ensaio, node t calculado (2,019) e t tabelado (2,113) sugere
refrigerador, antes de serem injetadas no que as amostras podem ser armazenadas por até
cromatdgrafo, estas foram armazenadas durante 10 dias e havendo necessidade de maior tempo
10 dias e avaliadas. Nao foi encontrada diferenca de estocagem, outros testes devem ser realizados.
significativa entre amostras analisadas logo apds O intervalo de confianca da diferenca foi de -

0 preparo e aquelas armazenadas por 10 dias.0.0002522 a 0.002012 (Tabela 41).

Tabela 41- Comparacéo dos valores de média, desvio padedwjo padréo do erro e intervalos
entre amostras padrdo e amostras padrao e ansrstr@zenadas por 10 dias depois de preparadas.

Parametro Padréao 10 dias de armazenamento  Diferenca
da amostra

Média 0.02085 0.01997 0.0008800

Desvio padrédo 0.00095 0.00098 0.0004557
Desvio padrdo do erro 0.00055 0.00056 0.0002631
Intervalo (inferior) 0.01849 0.01754 -0.0002522

Intervalo (superior) 0.02320 0.02239 0.0020120

4.5. Consideracdes finais falso-positivos ou superestimando as

concentragbes no momento da leitura. Técnicas
Dos métodos descritos na literatura para detecgdo de analise por ELISA ndo sao eficientes quando
de subprodutos de origem animal as ragdes para aplicadas em material ndo estéril.
ruminantes, aqueles baseados na andlise de
proteinas e DNA, que necessitam de Técnicas baseadas na anadlise de DNA
aquecimento no preparo das amostras, apresentaram um baixo limite de deteccgéo,
apresentaram o inconveniente de promover a entretanto, ndo apresentaram especificidade.
desnaturacdo e degradacdo das proteinas,
interferindo nos resultados. Além disso, alguns O método de microscopia validado por Sanches
autores relataram a falta de reprodutibilidade do et al. (2006) detectou a presenca de 0,05 % de
método. farinha de carne e ossos a racdo para ruminantes,
entretanto, devido ao uso dos solventes utilizados
Técnicas de imunoensaio baseadas na analise depara o preparo das amostras, ocorre a extracao de
proteinas, apesar de detectar pequenastoda a fracdo lipidica. Desta forma, ha a
guantidades e serem de facil aplicacdo, podem, impossibilidade de identificar gordura animal,
na maioria das vezes, apresentar reac¢do cruzadacomponente também proibido pela legislacao.
com alguns compostos, apresentando resultados
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5. CONCLUSOES de ser mais sensivel apresentou picos com
melhor resolucao.
O preparo da amostra utilizando o método de
saponificacdo da amostra sem aquecimento foi 0 O método proposto demonstrou preciséo e
que apresentou os melhores resultados e o menorexatidao.
numero de etapas em sua execucgao.
A presenca de farinha de carne e 0ssos na ragao
A técnica de cromatografia gasosa deve ser pararuminantes pode ser confirmada, de maneira
preferida quando comparada a técnica de indireta, pela presenca de colesterol em
cromatografia liquida, para a deteccdo do concentragdes superiores a 0,025 mg/g de
colesterol da farinha de carne e 0ssos presente noamostra.
suplemento (racdo) para ruminantes, pois além
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