VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA DETERMINACAO SIMULTANEA, POR
CLAE, DE COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTEROL EM PRODUTOS
CARNEOS PROCESSADOS!

Sueli Regina BAGGIO?, Neura BRAGAGNOLO?**

RESUMO

No presente trabalho foi validado um método para a determinacao simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol em produtos carneos
processados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando detectores por conjunto de diodos e indice de refracao.
Inicialmente foram testados cinco métodos e oito condicoes cromatograficas. O método selecionado foi de acordo com SANDER et al.
[25], o qual apresenta as seguintes etapas: extracao dos lipidios, saponificacao a frio e extracao da matéria insaponificavel. As condicoes
cromatograficas estabelecidas foram: coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um); temperatura da coluna 32°C; fase movel de hexano/
isopropanol (96+4) com vazao de 1,0mL/min, detectores por conjunto de diodos fixado a 210nm e indice de refracao. O método foi
validado através da recuperacao, repetibilidade, limite de detecc¢ao, limite de quantificagcao e comparacao dos resultados obtidos pelos
dois detectores. A identificacao do colesterol e dos 6xidos de colesterol foi feita por comparacao do tempo de retencao do padrao e o da
amostra, espectros de absorvancia e co-cromatografia, e a confirmacao por espectrometria de massas. Nas condicoes cromatograficas
utilizadas, foram separados o colesterol e os seguintes 6xidos de colesterol: colesta-4,6-dien-3-ona, 20a-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 7o-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol. Sendo iden-
tificados e confirmados nas amostras analisadas o colesterol, o 7-cetocolesterol e o 5,6B-epoxicolesterol. O colesterol e o 5,603-
epoxicolesterol foram quantificados pelo detector por indice de refracao e o 7-cetocolesterol pelo detector por conjunto de diodos.
Palavras-chave: colesterol; 6xidos de colesterol; CLAE; produtos carneos processados.

SUMMARY

VALIDATION OF HPLC METHODOLOGY FOR THE SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CHOLESTEROL AND CHOLESTEROL OXI-
DES IN PROCESSED MEAT PRODUCTS. This study aimed at validating a method for the simultaneous determination of cholesterol and
cholesterol oxides in processed meat products by high performance liquid chromatography (HPLC), using a diode array and a refractive
index detectors. Initially five methods and eight chromatographic conditions were tested. The selected method was that of SANDER et
al. [25], which presents the following steps: lipid extraction, cold saponification and extraction of non-saponifyable material. The
chromatographic conditions established were: Nova Pak CN HP column (300 x 3.9mm, 4um); column temperature of 32°C; mobile phase
of hexane/isopropanol (96 + 4) with a flow rate of 1.0mL/min, diode array detector fixed at 210nm and a refractive index detector. The
method was validated by way of the recuperation, repeatability, detection limits, quantification limits and comparison of the results
obtained with the two detectors. The identification of the cholesterol and cholesterol oxides was by comparison of the retention times
of the samples with those of the standards, absorbance spectra and co-chromatography, with confirmation by mass spectroscopy. Under
the chromatographic conditions used, cholesterol and the following cholesterol oxides were separated: colesta-4,6-dien-3-one, 200-
hidroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol, 5,60-epoxicholesterol, 5,68-epoxycholesterol, 7o-hidroxycholesterol, 7B-hidroxycholesterol
and 7-cetocholesterol. Cholesterol, 7-cetocholesterol and 5,63-epoxycholesterol were confirmed in the samples analyzed. Cholesterol
and 5,6B-epoxycholesterol were quantified using the refractive index detector and 7-cetocholesterol using the diode array detector.
Keywords: cholesterol; cholesterol oxides; HPLC; processed meat products.

1 -INTRODUCAO colestan-3fB-50-6B-triol,  5,6a-epoxicolesterol, 5,6p3-

O colesterol € um importante constituinte dos pro-
dutos de origem animal, pois apresenta func¢des impor-
tantes no organismo humano. Esta presente em todas
as membranas celulares, € a chave intermediaria na
sintese de acidos biliares, hormoénios e participa da
sintese da vitamina D,.

O colesterol € um lipidio insaturado, susceptivel a
oxidacao, levando a formacao de varios produtos de oxi-
dacdo. A autoxidacdo do colesterol pode ocorrer sob va-
rias condi¢des, como a exposicao do mesmo ao ar, a tem-
peraturas elevadas, iniciadores de radicais livres, luz ou
a combinacao destes [28]. Os principais 6xidos de coles-
terol encontrados em alimentos sdo: 25-hidroxicolesterol,
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epoxicolesterol, 7o-hidroxicolesterol, 73-hidroxicolesterol
e 7-cetocolesterol [5].

Os produtos da oxidacao do colesterol apresentam
possivelmente um papel mais importante no desenvol-
vimento de placas ateroscleréticas do que o proprio co-
lesterol [9, 10, 22], bem como outros efeitos biologicos
indesejaveis como citotoxicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade, alteracoes nas propriedades das mem-
branas celulares e inibicao da atividade da enzima HMG-
CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) redutase [8].

Ha uma grande variedade de metodologias para a
determinacédo de o6xidos de colesterol em produtos ali-
menticios, no entanto, € observada discrepancia nos re-
sultados. A quantificacdo é também um grande desa-
fio, especialmente em alimentos contendo baixos niveis
destes compostos, pois o isolamento dos mesmos ¢€ fre-
quentemente dificultado pela quantidade de interferen-
tes, tais como: colesterol, triacilglicerois e fosfolipidios
[11]. Requer uma metodologia analitica branda para evi-
tar a formacao de artefatos, uma vez que a presenca do
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ar, luz, solventes contendo peroxidos ou tratamento tér-
mico podem promover a formacao de 6xidos [24].

A separacao dos produtos da oxidacao do colesterol
foi inicialmente realizada por cromatografia em camada
delgada (CCD) [1]. Esta técnica cromatografica separa
alguns compostos como os hidroxicolesteréis, mas nao
os hidroperoxicolesteroéis [30]. Além disso, ha maior ex-
posicdo das amostras a oxidacdo como resultado da
grande area de superficie e da menor velocidade de
eluicao dos compostos [4].

A maijoria dos trabalhos na literatura tem utilizado
cromatografia gasosa (CG) para separar os 6xidos de co-
lesterol [5, 12, 15, 17, 18, 19, 20, 25, 31]. Embora seja
eficiente para separar alguns produtos da oxidacao do
colesterol, a CG pode também destruir termicamente o
colesterol e os hidroperoéxidos [6, 31]. A cromatografia
gasosa com espectrometria de massas (CG-MS) é tam-
bém uma técnica particularmente eficaz para a confirma-
cao dos oxidos de colesterol [16, 20, 24]. Um outro méto-
do cromatografico bastante empregado € a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) [1, 21], porém, a determi-
nacao simultanea dos 6xidos de colesterol por CLAE é
uma tarefa dificil, porque alguns compostos apresentam
diferentes comprimentos de onda de absorcdo na luz
ultravioleta (UV), enquanto outros 6xidos de importancia
biol6gica como o 5,60-epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol
e o colestan-3B-50-6B-triol ndo possuem caracteristicas
adequadas de absorcao na luz UV [1, 4, 29]. Alguns auto-
res tém utilizado detector por indice de refracdo, embora
tenha menos sensibilidade que o UV [3, 13].

Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar e vali-
dar uma metodologia por CLAE para a determinacao si-
multanea de colesterol e 6xidos de colesterol em pro-
dutos carneos processados, utilizando detector por
conjunto de diodos e detector por indice de refracao.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Materiais

Para a validacao e otimizacdo da metodologia, foram
utilizadas amostras de produtos processados de carne
de peru, sendo peito defumado, alméndegas, blanquete,
hamburguer, presunto, presunto defumado, roulé e sal-
sicha. As amostras foram adquiridas em supermercados
de Campinas e imediatamente analisadas. As amostras
foram trituradas e homogeneizadas em multiprocessador
até obtencao de uma massa homogénea. Aliquotas de
50g foram utilizadas para analises em duplicata.

O colesterol e os o6xidos de colesterol: colesta-4,6-
dien-3-ona, 200-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 7-
cetocolesterol, 5,60-epoxicolesterol, 5,6B3-epoxicolesterol
e 7B-hidroxicolesterol foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). O 7o-hidroxicolesterol foi ob-
tido da Steraloids Inc. (Wilton, EUA).

Todos os solventes usados para a extracdo e pre-
paro da amostra foram grau P.A. e para analise croma-
tografica foram grau cromatografico, os quais foram fil-
trados e degaseificados em ultra-som antes do uso.

2.2 - Métodos

Para a determinacdo simultanea de colesterol e
oxidos de colesterol em produtos carneos processados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), fo-
ram testados varios métodos de saponificacdo e extra-
cdo da matéria insaponificavel. Os métodos testados
foram de acordo com SARANTINOS, O'DEA & SINCLAIR
[26], CHEN, CHIU & CHEN [3], PARK & ADIS [18],
NOVELLI et al. [14] e SANDER et al. [25].

Foi utilizado um cromatégrafo liquido Schimadzu
(Kioto, Japao) com sistema quaternario de solventes
(LC-10ATVP), valvula “Rheodyne” com alca de amostra-
gem de 20uL, forno de coluna (CTO-10ASVP), dois
detectores ligados em série: detector por conjunto de
diodos (SPD-M10AVP) e detector por indice de refracao
(RID-10A), e “software” (CLASS-VP). Os espectros de
absorvancia foram tirados entre 200 e 400nm e os
cromatogramas foram registrados a 210nm. Foram tes-
tadas varias condicdes cromatograficas, as quais estao
relacionadas na Tabela 1.

TABELA 1. Condicoes cromatograficas testadas

Condigao Coluna Colunade  Temp. da Fase Vazao
Guarda __ coluna (°C) movel (mL/min)
a Microsorb
C18 acetonitrila/
(Rainin) Sem 35 agua 15
100X4,6mm; 90+10)
3um
b Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, acetonitrila/
125x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 0.8
5um 5um (70+30)
c Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, acetonitrila/
125x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 1,2
5um 5um (82+18
d Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, hexano/
250x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 15
5um 5um (90+10)
e Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, hexano/
250x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 1,0
5um 5um (90+10)
f Lichrospher Lichrospher
100 RP 18, 100 RP 18, hexano/
250x4mm; 4x4mm; 35 isopropanol 1,0
5um 5um (95+5)
g u-Porasil
(silica) hexano/
250X4,6mm; Sem 35 isopropanol 1,0
5um (97+3)
h Nova Pak Hypersil
CN HP BDS CN, hexano/
300x3,9mm; 7,5x4,6mm; 32,35e40 isopropanol 10
4um 5um (96+4)

A confirmacao da identidade de cada pico foi reali-
zada por cromatografia gasosa com espectrometria de
massas (CG-MS), usando um CG modelo HP 6890
acoplado a um MS HP 5973 (Palo Alto, USA). A tempera-
tura de interface foi de 320°C e a energia de impacto de
elétrons foi de 70eV. Injetor splitless a 290°C e coluna
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capilar de silica fundida HP-5MS (30m x 0,25mm; es-
pessura do filme 0,25um) com temperatura programa-
da: temperatura inicial 110°C/2 minutos, elevou-se para
235°C numa escala de 40°C /minuto, permanecendo nes-
ta temperatura por 5 minutos. Apos elevou-se a tem-
peratura para 310°C/5 min numa escala de 1°C/minu-
to. O fluxo do gas de arraste (hélio) foi de 0,7mL/minuto.
Os padrodes de colesterol e de 6xidos de colesterol e as
amostras foram derivatizados de acordo com o método
de SCHMARR, GROSS & SHIBAMOTO [27].

A quantificacao do colesterol e de seus produtos da
oxidacao foi feita por padronizacdao externa. A curva
padrao foi construida com concentra¢des variando de
0,5 a 2,22mg/mL para colesterol e de 0,5 a 64,0ug/mL
para oxidos de colesterol.

A recuperacdo do método para produtos carneos
processados foi feita utilizando-se amostras de peito
de peru defumado, adicionando-se 10mg de colesterol
e 40ug de 7-cetocolesterol e 5,6B3-epoxicolesterol.

O limite de deteccao e o limite de quantificacdo para
o colesterol e para os oxidos de colesterol foram calcu-
lados de acordo com CHAIRMAN et al. [2]. A média do
desvio padrao de dez repeticoes multiplicado por trés é
igual ao limite de deteccdo, e multiplicado por dez é
igual ao limite de quantificacao.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinacido simultanea por CLAE de co-
lesterol e o6xidos de colesterol em produtos carneos
processados foi escolhido o método segundo SANDER
et al. [25], que possui as seguintes etapas: extracao
dos lipidios de acordo com FOLCH, LESS & STANLEY
[7], saponificacao a frio e extracao da matéria insapo-
nificavel com éter etilico. O método esta sumariamen-
te descrito na Figura 1.

Tomar 50mL do extrato lipidico e secar sob N2
|2
Adicionar 10mL de KOH 1M em metanol e agitar a temperatura de 20°C
durante 20 horas
|2
Extrair a matéria insaponificavel com 3x10mL de éter etilico e lavar
com 5mL de KOH 0,5M e 2x5mL de &gua destilada

\:

Filtrar com Na,SO, anidro e lavar com mais 10mL de éter etilico

{
Secar sob N»

{
Dissolver em 2mL de hexano/isopropanol (96+4)
{
CLAE

FIGURA 1. Fluxograma da determinacao simultanea de co-
lesterol e 6xidos de colesterol de acordo com SANDER et
al. [25].

Este método foi o que apresentou melhor resulta-
do, permitindo a determinacao simultanea de coleste-
rol e oxidos de colesterol e a utilizacdo de um menor
volume de solventes. Nos métodos segundo CHEN,
CHIU & CHEN [3] e PARK & ADDIS [18], que suposta-
mente separa o colesterol dos 6xidos de colesterol, nas
condigodes testadas, isto ndo ocorreu, verificando-se que
nao havia a separacao total do colesterol bem como
dos oxidos de colesterol. Além disso, para a determi-
nacao do colesterol e dos 6xidos de colesterol seria
necessario duas injecées no CLAE, o que consumiria
muito tempo. Uma outra inconveniéncia observada no
método de acordo com PARK & ADDIS [18], foi a peque-
na quantidade de amostra utilizada, dificultando a quan-
tificacdo dos compostos da oxidacao do colesterol, pois
estes, quando formados, encontram-se em baixas con-
centracdoes. Nos métodos segundo SARANTINOS,
D’ODEA & SINCLAIR [26] e NOVELLI et al. [14], embo-
ra muito parecidos entre si, e, com o método escolhido,
observou-se a formacao de uma emulsao compacta di-
ficultando a separacdo das fases. Uma outra desvanta-
gem do método de acordo com NOVELLI et al. [14] foi o
grande consumo de solventes.

TABELA 2. Ordem de eluicao cromatografica do colesterol e
oxidos de colesterol

Ordem de eluigéo

Cromatografica* Nome sistematico Nome comum
1 Colest-5-eno-3f-ol colesterol
2 Colesta-4,6-dien-3-ona dieno
3 Colest-5-eno-3p,200¢-diol 200o-hidroxicolesterol
4 Colest -5-eno-38,25-diol 25- hidroxicolesterol
5 5,6-0-epoxi-5a-cholestan-3-ol  a-epoxicolesterol**
6 5,6-B-epoxi-5B-cholestan-3p-ol - epoxicolesterol **
7 3B-hidroxicolest-5-eno-7-ona 7-cetocolesterol
8 Colesta-5-eno-3p, 7p-diol 7B-hidroxicolesterol
9 Colesta-5-eno-3f, 70-diol 7a-hidroxicolesterol

*De acordo com as Figuras 1 e 2.
**Somente no indice de refracao.

Para a determinacido simultanea por CLAE de co-
lesterol e oxidos de colesterol, utilizando detectores
por conjunto de diodos e indice de refracao, a condicao
cromatografica que apresentou melhor resultado, isto
é, maior seletividade, resolucéao e eficiéncia foi usando
uma coluna de guarda Hypersil BDS CN (7,5 x 4,6mm,
5um); coluna Nova Pak CN HP (300 x 3,9mm, 4um,
Watters, USA); temperatura da coluna de 32°C; fase
movel composta de hexano/isopropanol (96+4) com va-
zao de 1,0mL/min. Nestas condi¢cdes cromatograficas,
conseguiu-se separar o colesterol e os 6xidos de coles-
terol: colesta-4,6-dien-3-ona, 200-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7B3-hidroxicolesterol
e 7o-hidroxicolesterol, pelo detector por conjunto de
diodos e todos estes compostos mais o 5,60-
epoxicolesterol e o 5,6B-epoxicolesterol, pelo detector
por indice de refracao.O colestan-38,50.,63-triol nao foi
detectado, mesmo em altas concentracoes. O coleste-
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rol e os oxidos de colesterol determinados nas amos-
tras analisadas pelo detector por indice de refracao fo-
ram identificados através da comparacdo dos tempos
de retencao do padrao e o da amostra e co-cromatogra-
fia, e, quando determinados pelo detector por conjunto
de diodos, além dos parametros utilizados no indice de
refracdo, os picos também foram identificados através
dos espectros de absorvancia (Figuras 2 a 5). A ordem
de eluicao cromatografica do colesterol e seus oxidos
encontra-se na Tabela 2. Nas amostras de produtos pro-
cessados de carne de peru analisadas foram identifica-
dos o colesterol, o 7-cetocolesterol e o 5,6f3-
epoxicolesterol, os quais foram confirmados por
espectrometria de massa, cujos espectros de massas
estao apresentados nas Figuras 6, 7 e 8.
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Condicdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm; 4um), fase mo-
vel hexano/isopropanol (96+4), vazao 1,0mL/min.

FIGURA 2. Cromatogramas caracteristicos dos padroes de
colesterol e de 6xidos de colesterol, obtidos pelo detec-
tor por conjunto de diodos fixado a 210nm (a) e pelo
detector por indice de refracao (b). Colesterol e oxidos de
colesterol numerados de acordo com a Tabela 2.

Foi realizada uma comparacao entre os resultados
obtidos pelo detector por conjunto de diodos e pelo in-
dice de refracdo de colesterol e 6xidos de colesterol
identificados nas amostras de almoéondegas, blanquete,
peito defumado, hamburguer, presunto, presunto de-
fumado, roulé e salsicha (Tabela 3). Os resultados dos
teores de colesterol obtidos pelos dois detectores nao
apresentaram diferencas significativas, apesar dos va-
lores determinados pelo indice de refracdo serem maio-
res que os determinados pelo detector por conjunto de
diodos. A separacao do colesterol pelo detector por in-

dice de refracao foi melhor que a separacéo pelo detec-
tor por conjunto de diodos, pois o colesterol eluiu mais
afastado do solvente e dos interferentes presentes nas
amostras (Figuras 2 e 3).

190 100
(a)

75 75

volts &'

26 4 125
7
04 o

00 78 50 8 1.0 125 180 178 20,0
minutes
0.008 0.008
1 (b}
0.004] 0,004
volts L
0.002] Lo o2
6 7 I
0,000 4 10,000
— ]
IY) 25 50 78 1,0 125 15.0 175 20

minutes

Condicdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm; 4um), fase mo-
vel hexano/isopropanol (96+4), vazao 1,0mL/min.

FIGURA 3. Cromatogramas caracteristicos de colesterol e
de oxidos de colesterol em amostra de blanquete de peru,
obtidos pelo detector por conjunto de diodos fixado a
210nm (a) e pelo detector por indice de refracao (b). Co-
lesterol e oxidos de colesterol numerados de acordo com
a Tabela 2.

nm-> 200

Condicdes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm; 4um), fase mo-
vel hexano/isopropanol (96+4), vazao 1,0mL/min.

FIGURA 4. Espectro de absorvancia do colesterol da amos-
tra blanquete de peru, obtido pelo detector por conjunto
de diodos.
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Condicoes cromatograficas: coluna CN (300 x 3,9mm; 4um), fase mo-
vel hexano/isopropanol (96+4), vazao 1,0mL/min.

FIGURA 5. Espectro de absorvancia do 7-cetocolesterol da
amostra blanquete de peru, obtido pelo detector por con-
junto de diodos.
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FIGURA 6. Espectro de massas do colesterol da amostra
blanquete de peru, obtido por cromatografia gasosa. Ener-
gia de ionizacao de 70eV. Os espectros de massas foram
explorados de 40-600 (m/z).
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FIGURA 7. Espectro de massas do 7-cetocolesterol da amos-
tra blanquete de peru, obtido por cromatografia gasosa.
Energia de ionizacdo de 70eV. Os espectros de massas
foram explorados de 40-600 (m/z).
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FIGURA 8. Espectro de massas do 5,6B-epoxicolesterol da
amostra blanquete de peru, obtido por cromatografia ga-
sosa. Energia de ionizacdo de 70eV. Os espectros de
massas foram explorados de 40-600 (m/z).

Observa-se na Tabela 3 que os valores de oxidos
de colesterol variaram grandemente entre as amos-
tras analisadas e entre os dois sistemas de deteccao.
O 7-cetocolesterol foi o 6xido de colesterol mais fre-
quente entre as amostras analisadas. Tanto no de-
tector por conjunto de diodos quanto no detector por
indice de refracao. No dector por conjunto de diodos os
valores variaram de nao detectado no blanquete, no
peito defumado e no roulé a 1,84ug/g na salsicha e,
no indice de refracdo, de nao detectado nas alménde-
gas, no blanquete, no peito defumado, no hamburguer,
no roulé e na salsicha a 17,32ug/g no presunto defu-
mado. Os valores determinados pelo indice de refra-
cao foram sempre superiores aos valores determina-
dos pelo detector por conjunto de diodos, o que pode
ser devido a presenca de algum interferente.

Os teores de 5,63-epoxicolesterol obtidos nas amos-
tras analisadas variaram de nao detectado nas almoéon-
degas, no blanquete, no peito defumado, no hambur-
guer, no presunto e na salsicha a 4,50ug/g no roulé.

TABELA 3. Comparacao dos teores de colesterol (mg/100g)
e 7-cetocolesterol (ug/g) em produtos processados de car-
ne de peru obtidos pelos detectores por conjunto de diodos
e indice de refracao.

Colesterol 7-cetocolesterol
Amostras* DAD IR DAD IR
Alméndegas
1 36,0 40,5 0,50 2,77
2 40,2 43,7 1,19 2,41
3 39,2 421 0,44 nd
4 30,0 33,5 0,65 nd
Blanquete
1 35,0 37,8 0,88 6,96
2 29,6 32,2 0,48 1,64
3 27,3 28,1 0,51 nd
4 251 27,7 nd 6,62
Peito defumado
1 31,4 34,2 nd nd
2 33,3 40,7 nd nd
3 25,5 29,0 0,55 0,73
4 29,5 32,6 0,35 nd
Hamburguer
1 35,7 38,5 0,82 9,05
2 37,0 41,2 1,73 nd
3 38,8 40,0 0,35 nd
4 35,1 38,5 0,32 7,47
Presunto
1 38,3 42,4 1,12 7,61
2 38,0 43,1 0,62 3,16
3 29,0 32,0 0,31 9,78
4 31,8 35,0 0,44 5,25
Presunto defumado
1 41,5 48,0 1,40 12,65
2 44,4 53,1 0,47 17,32
3 30,3 33,3 0,34 6,61
4 35,2 39,0 0,66 2,37
Roulé
1 42,0 45,2 1,00 nd
2 35,8 37,0 0,38 nd
3 28,0 32,1 nd nd
4 34,5 38,0 0,67 8,79
Salsicha
1 37,1 40,2 1,13 nd
2 38,5 41,3 1,84 9,38
3 27,7 31,0 0,71 8,19
4 29,7 33,1 0,70 9,12

DAD = detector do conjunto de diodos

IR = detector por indice de refracao

*Amostras = quatro lotes com diferentes datas de producao analisados em duplicata.
nd = nao detectado
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Os resultados dos testes de recuperacao, limite de
deteccao e limite de quantificacao realizados para o co-
lesterol e para os oxidos de colesterol pelo método in-
teiro, ou seja, extracao dos lipidios segundo FOLCH,
LESS & STANLEY [7], saponificacao, extracdo da maté-
ria insaponificavel e determinacao por CLAE utilizando
detectores por conjunto de diodos e indice de refracao,
encontram-se nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Ob-
serva-se também a repetibilidade do método através do
coeficiente de variacao.

TABELA 4. Taxas de recuperacao, limite de deteccao e li-
mite de quantificacdo do colesterol (mg/100g) e dos oxi-
dos de colesterol (ug/g) em amostras de peito de peru
defumado, determinados pelo detector por conjunto de
diodos

Compostos n Recuperagcgo DP % CV Limite de Limite de
(%) Deteccdo Quantificagdo
Colesterol 10 88,81 0,16 0,40 0,48 1,60
7-cetocolesterol 10 91,15 0,03 0,12 0,09 0,30

n = numero de repeticoes
DP = desvio padrao
CV = coeficiente de variacao

TABELA 5. Taxas de recuperacao, limite de deteccao e limi-
te de quantificacdo do colesterol (mg/100g) e dos oxidos
de colesterol (ug/g) em amostras de peito de peru defuma-
do, determinados pelo detector por indice de refracao

Compostos n (%) DP % CV Limite de Limite de
Recuperacao Detecgdo Quantificagéo
Colesterol 10 90,23 0,24 0,55 0,72 2,40
7-cetocolesterol 10 111,44 0,06 0,25 0,18 0,60
5,6p- 10 93,90 0,04 0,30 0,12 0,40

epoxicolesterol

n = numero de repeticoes
DP = desvio padrao

CV = coeficiente de variacao

Observa-se que o resultado obtido no presente tra-
balho para a recuperacao do 7-cetocolesterol com o de-
tector por indice de refracao (111,44%) foi maior que o
valor obtido com o detector por conjunto de diodos
(91,15%), o que pode ser devido a deteccao de algum
interferente. O valor mais elevado para a recuperacao do
7-cetocolesterol com o detector por indice de refracao
esta de acordo com os resultados obtidos nas amostras,
demonstrando mais uma vez que este 6xido, nas condi-
coes de analise, ¢ melhor quantificado pelo detector por
conjunto de diodos. A recuperacao do 7-cetocolesterol,
tanto pelo detector por conjunto de diodos (91,15%) como
pelo detector por indice de refracao (111,44%) foram
maiores que os valores encontrados por CSALLANY et
al. [4] com detector UV (88%) e por NIELSEN et al. [13]
utilizando detector por indice de refracao (100%).

A recuperacao do colesterol pelo detector por indi-
ce de refracao foi ligeiramente maior que pelo detector
por conjunto de diodos. Resultados semelhantes fo-
ram obtidos na comparacao entre os dois sistemas de

deteccao em amostras de produtos carneos processa-
dos. A melhor separacédo do colesterol obtida pelo de-
tector por indice de refracdo é responsavel pelos valo-
res mais elevados.

De acordo com alguns autores [4, 13] como a quan-
tidade de oxidos de colesterol é muito pequena altas
recuperacoes podem nao ser encontradas.

Os limites de deteccao do colesterol e dos 6xidos de
colesterol foram menores para o detector por conjunto de
diodos que para o indice de refracao, como esperado, uma
vez que o indice de refracao tem baixa sensibilidade.

O limite de deteccdo encontrado para o colesterol
no presente trabalho, utilizando o detector por conjun-
to de diodos (0,48mg/100g), foi maior que o valor en-
contrado por CSALLANY et al. [4] (1,10ug/g), enquanto
que para o 7-cetocolesterol foi encontrado valor menor
(0,09ug/g) do que o encontrado pelos mesmos autores
(0,38ug/g). ROSE-SALLIN et al. [23] encontraram tam-
bém valor maior para o 7-cetocolesterol, sendo 0,9ug/g.

A repetibilidade do método foi excelente para os dois
detectores, embora o indice de refracdao apresentou va-
lores maiores, provavelmente devido a dificuldade de
manter o sistema de deteccao estavel. Os resultados
obtidos sao inferiores aos descritos por PENAZZI et al.
[21], os quais encontraram 3,9 e 3,7% para dois méto-
dos utilizando CLAE. ROSE-SALLIN et al. [23] conside-
ram que obtiveram boa repetibilidade com valores para
coeficiente de variacdo de 0,5 a 1,2% nos 6xidos encon-
trados (25-hidroxicolesterol, 20ca-hidroxicolesterol,
colestan-3f3,5a-diol-6-ona, 7a-hidroxicolesterol, 7f-
hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol).

4 - CONCLUSOES

Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando detectores por conjunto de diodos e indice
de refracao foi possivel quantificar com precisao o co-
lesterol e o 5,6B-epoxicolesterol pelo detector por con-
junto de diodos, em amostras de produtos processados
de carne de peru.
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