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1 – INTRODUÇÃO

A desinformação referente às concentrações de co-
lesterol nos alimentos e as verdadeiras implicações
relativas à sua ingestão, inclusive entre profissionais
ligados à área de saúde, têm levado à redução no con-
sumo de produtos de origem animal, com conseqüen-
tes desvantagens nutricionais. Assim, justifica-se o
desenvolvimento e a divulgação de metodologias para
determinação deste constituinte em matrizes alimen-
tícias, que apresentem simultaneamente especificida-
de, sensibilidade, precisão e exatidão, além de rapidez
e baixos custos operacionais.

A metodologia enzimática baseia-se na degradação
do colesterol pela enzima colesterol-oxidase, produzindo
peróxido de hidrogênio, que através de reação secun-
dária produz cor. A intensidade de cor produzida é dire-
tamente proporcional a quantidade de colesterol conti-
da na amostra [12].

O método enzimático é rotineiramente utilizado na
determinação do colesterol em amostras de sangue [1],
sendo adaptado para quantificação do colesterol em
amostras de ovos [6, 7, 9, 12], massas com ovos [3, 11],
maionese, sopas e salsichas [14], queijo e frango [8].
Entretanto, ULBERTH & REICH [14] relataram que a
metodologia enzimática superestima os teores de co-
lesterol em alimentos que contém óleos vegetais. Esta
discrepância provavelmente é causada pelas interações
entre a enzima colesterol-oxidase contida no kit e os
esteróis presentes nos óleos vegetais [4]. DUMAIN et
al. [3] ao analisarem massas com ovos, obtiveram valo-
res mais elevados de colesterol por cromatografia ga-
sosa (CG) do que pelo método enzimático. No entanto,
quando o método enzimático é utilizado em alimentos
que não contém fitosteróis como ovos, frango e queijo,
apresenta resultados semelhantes aos obtidos por CG
e CLAE [7, 8, 9].

Os métodos cromatográficos, apesar de eficazes,
são bastante onerosos. A CLAE tem sido empregada
em detrimento à CG na determinação do colesterol em
alimentos, devido ao fato de utilizar temperaturas re-
lativamente baixas (30ºC), impedindo a oxidação do
colesterol.

O objetivo do presente trabalho foi otimizar, vali-
dar e comparar duas metodologias distintas, enzimáti-
ca e por CLAE na determinação dos teores de coleste-
rol em amostras de leite e carne.
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RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo comparar duas metodologias, enzimática e por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE),
na determinação dos teores de colesterol em amostras de carne bovina e leite. No método por CLAE utilizou-se coluna C

18
,
 
100 x 4,6mm

x 4µm (Chromolith, Merck), fase móvel acetonitrila:isopropanol (85:15 para as amostras de carne e 95:05 para amostras de leite) e
detector UV-Visível fixado a 210nm. No método enzimático, a absorbância das amostras foi lida em espectrofotômetro a 499nm, 90
minutos após a reação. Foram realizadas 10 análises de cada produto para as duas metodologias avaliadas, sendo que os resultados
obtidos mostraram-se semelhantes (p>0,01). Obteve-se recuperação de 95% para as amostras de carne e 97% para as amostras de leite
em ambos os métodos. Os resultados obtidos com o material de referência certificado de carne (SRM 1546, NIST) apresentaram-se
semelhantes ao declarado no certificado. O coeficiente de variação nas amostras de leite foi de 0,81 e 0,82%, e nas amostras de carne
2,3 e 2,9% para as metodologias cromatográfica e enzimática, respectivamente. O método enzimático mostrou-se sensível e preciso,
entretanto, ao contrário da metodologia cromatográfica, necessita de controle rigoroso das condições de análise.
Palavras-chave: carne; leite; colesterol; método enzimático; CLAE.

SUMMARY
COMPARATIVE EVALUTION OF TWO METHODS FOR THE DETERMINATION OF CHOLESTEROL IN MEAT AND MILK. The objective of
this work was to compare two methods, one enzymatic and the other chromatographic using HPLC, for the determination of cholesterol
in meat and milk. For the chromatographic method, a C

18 
column, 100 x 4.6mm, 4µm (Chromolith, Merck), was used, acetonitrile:isopropanol

as the mobile phase (85:15 for samples of meat and 95:05 for samples of milk), a flow rate of 2mL/min and detection by UV-Visible at
210nm. In the enzymatic method, absorbance was read against the blank at 499nm, 90 minutes after the reaction. Each product was
analyzed ten times with each methodology, the results being similar (p>0.01). The mean recovery was 95% for the meat samples and
97% for the milk samples with both methodologies. The results obtained for the meat standard reference material (SRM 1546, NIST)
were similar to those declared on the certificate. The coefficients of variation for the milk samples were 0.81 and 0.82%, and for the
meat samples, 2.3 and 2.9% for the chromatographic and enzymatic methods respectively. The enzymatic method was shown to be
sensitive and precise, whilst, to the contrary, the chromatographic method required a rigorous control of the analytical conditions.
Keywords: meat; milk; cholesterol; enzymatic method; HPLC.



110 Ciênc. Tecnol. Aliment., Campinas, 24(1): 109-113, jan.-mar. 2004

Avaliação comparativa entre dois métodos para determinação do colesterol em carnes e leite, Bragagnolo et al.

2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Material

Para a investigação dos dois métodos de análise
foram utilizados 1kg de contrafilé bovino e 1L de leite
integral adquiridos em supermercado da região de Cam-
pinas, SP.

Após a retirada da gordura externa, a amostra de
contrafilé foi homogeneizada em multiprocessador
(WALITA RI 3270) até a obtenção de uma pasta. O leite
integral foi apenas agitado manualmente. Alíquotas con-
venientes foram tomadas para análise.

Foram realizadas 10 repetições de cada amostra,
para os dois métodos testados.

2.2 – Métodos

A Figura 1 representa o fluxograma analítico. Para
ambos os métodos, a obtenção da matéria insaponifi-
cável foi realizada através de saponificação direta das
amostras, de acordo com NOGUEIRA & BRAGAGNOLO
[10], com modificações realizadas durante o presente
trabalho.

FIGURA 1. Fluxograma para determinação do colesterol em
carne.

FIGURA 2. Fluxograma para determinação do colesterol em
leite.

2.3 – Determinação do colesterol pelo método en-
zimático

Para quantificação do colesterol através da meto-
dologia enzimática, utilizou-se kits laboratoriais da
Laborlab S/A, compostos por dois reativos de cor (o no

1, contendo 0,025mol/L de 4 aminofenazona e o no 2
contendo 0,055mol/L de fenol), além do reativo enzi-
mático (Colesterol-oxidase 3U/mol, POD 20U/mol,
Lipase 300U/mol). Preparou-se o reagente de trabalho
através da adição de 0,5mL do reativo de cor no 1, 0,5mL
do reativo de cor no 2, 19mL de água destilada e 0,4mL
do reativo enzimático. Adicionou-se 3mL do reagente
de trabalho às amostras e procedeu-se tratamento tér-
mico por 10 minutos a 37ºC em banho-maria. Após re-
pouso de 90 minutos, leu-se a absorbância contra o
branco, igualmente preparado a 499nm. A curva de cali-
bração foi construída a partir de uma solução padrão de
colesterol (1,006mg/100mL), com concentrações vari-
ando de 0,01 a 0,05mg/mL.

2.4 – Determinação do colesterol por CLAE

Utilizou-se um cromatógrafo líquido (SHIMADZU)
equipado com sistema ternário de solventes (LC–10 AD

VP
)

e detector UV-Visível (SPD -10 AV
VP

). A coluna analítica

 Pesar 2g de amostra. 

Adicionar 4mL de solução aquosa de KOH 50% e 

6mL de álcool etílico 

Colocar em banho-maria sob agitação a 40ºC até 

completa solubilização das amostras, deixando por 

mais 10 minutos a 60ºC 

Acrescentar 5mL de água destilada e deixar resfriar 

Extrair com 10mL de hexano, agitando em vortex. 

Deixar as fases separarem, passando a fase 

hexânica para outro frasco. Repetir mais duas vezes 

Tomar 3mL do extrato hexânico e 

acrescentar 0,504mg de solução de  

6-cetocolestanol como padrão interno 

Secar sob N2 

Dissolver em 1mL de fase móvel 

CLAE 

Condições cromatográficas: coluna 

C18. Fase móvel 

acetonitrila:isopropanol (85:15); vazão 

2,0mL/min; detector UV-Visível a 

210nM 

Tomar 3mL do extrato hexânico 

Secar sob N2 

Adicionar 3mL do reagente enzimático

Tratamento térmico por 10 minutos a 

37ºC em banho-maria. Após 90 

minutos, ler a absorbância contra o 

branco a 499nm 

Adicionar 0,5mL de isopropanol. 

Agitar em vortex até completa 

solubilização 

 Pesar 10g de amostra. 

Adicionar 8mL de solução aquosa de KOH 50% e 

12mL de álcool etílico 

Colocar em banho-maria sob agitação a 40ºC até 

completa solubilização das amostras, deixando por 

mais 10 minutos a 60ºC 

Acrescentar 10mL de água destilada e deixar resfriar

Extrair com 10mL de hexano, agitando em vortex. 

Deixar as fases separarem, passando a fase 

hexânica para outro frasco. Repetir mais duas vezes 

Tomar 5mL do extrato hexânico e 

acrescentar 0,504mg de solução de  

6-cetocolestanol como padrão interno 

Secar sob N2 

Dissolver em 1mL de fase móvel 

CLAE 

Condições cromatográficas: coluna 

C18. Fase móvel 

acetonitrila:isopropanol (95:05); vazão 

2,0mL/min; detector UV-Visível a 

210nM 

Tomar 5mL do extrato hexânico 

Secar sob N2 

Adicionar 3mL do reagente enzimático

Tratamento térmico por 10 minutos a 

37ºC em banho-maria. Após 90 

minutos, ler a absorbância contra o 

branco a 499nm 

Adicionar 0,5mL de isopropanol. 

Agitar em vortex até completa 

solubilização 
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usada foi C
18

, 100 x 4,6mm x 4µm (Chromolith, Merck). A
fase móvel constituiu-se de acetronitrila:isopropanol
(85:15 para amostras de carne e 95:05 para amostras de
leite), na vazão de 2mL/min, sendo o tempo de análise 4
minutos. Os solventes utilizados foram grau cromato-
gráfico, filtrados e desgaseificados em ultra-som antes
do uso. Os cromatogramas foram processados a 210nm.
A identificação do colesterol foi realizada através de
comparação do tempo de retenção das amostras com o
padrão e a quantificação através das áreas correspon-
dentes dos picos, por padronização interna, utilizando-
se 6-cetocolestanol como padrão interno. Cromatogramas
típicos das amostras de carne e leite podem ser obser-
vados nas Figuras 3 e 4.

FIGURA 3. Cromatograma característico de amostra de leite
obtido por CLAE. Condições cromatográficas: Fase mó-
vel acetonitrila:isopropanol (95:05), coluna C18, 100 x
4,6mm x 4µm (Chromolith, Merck), vazão 2mL/min. Pi-
cos: (1) 6-cetocolestanol e (2) colesterol.

FIGURA 4. Cromatograma característico de amostra de car-
ne obtido por CLAE. Condições cromatográficas: Fase
móvel acetonitrila:isopropanol (85:15), coluna C18, 100
x 4,6mm x 4µm (Chromolith, Merck), vazão 2mL/min.
Picos: (1) 6-cetocolestanol e (2) colesterol.

2.5 – Validação das metodologias

Foi utilizado material de referência certificado de
carne (SRM 1546, NIST) para verificar a exatidão e pre-
cisão das metodologias testadas. Também foi efetuada
recuperação, adicionando-se dois níveis de colesterol
às amostras de carne (0,503 e 0,760mg) e leite (0,106 e
0,125mg), sendo realizadas 5 repetições para cada ní-
vel de adição. A precisão foi observada através dos coe-
ficientes de variação.

2.6 – Análise estatística

Para verificar as diferenças entre os teores de co-
lesterol obtidos em carne e leite pelos 2 métodos foi
realizada análise de variância e as médias comparadas
pelo teste de Tuckey, ao nível de 1% de significância.

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

As médias e o desvio padrão das amostras determi-
nados pelos métodos enzimático e por CLAE encontram-

se nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os resultados
obtidos para as metodologias avaliadas mostraram-se
equivalentes, não havendo diferença significativa ao
nível de 0,01%.

A média dos teores de colesterol obtidos pelos mé-
todos enzimático e cromatográfico foi de 52 ± 1mg/100g
para amostras de carne e 9,7 ± 0,08 para amostras de
leite, resultados inferiores aos determinados pela USDA
[15] que obtiveram 62 e 14mg/100g para amostras de
contrafilé e leite, respectivamente. BRAGAGNOLO &
RODRIGUEZ-AMAYA [2] determinaram teores de 51 ±
6mg/100g de colesterol para cortes de contrafilé bovi-
no, quantificados por colorimetria. PELEARI et al. [13]
utilizando cromatografia gasosa, obtiveram teores de
50,1mg/100g para o referido corte, resultados seme-
lhantes aos determinados no presente trabalho. Em
relação às amostras de leite, os teores determinados
mostraram-se inferiores aos obtidos por HUBER et al.
[5], que encontraram teores de 15mg/100g utilizando
CG. XU et al. [16] obtiveram teores de 13,4 e 13,5mg/
100g em amostras de leite quantificadas por colorimetria
e eletroforese capilar, respectivamente. As diferenças
observadas entre os resultados podem ser atribuídas a
fatores como raça, clima, alimentação, sistemas de cria-
ção, além do método analítico utilizado.

O coeficiente de variação (%CV) entre 10 repetições
nas amostras de leite foi de 0,81 e 0,82%, e de carne
2,3 e 2,9%, para os métodos cromatográfico e enzimáti-
co, demonstrando boa precisão das metodologias (Ta-
belas 1 e 2). NOGUEIRA & BRAGAGNOLO [9] determi-
naram coeficiente de variação de 4,5% para as
metodologias enzimática e cromatográfica em amostras
de ovo em pó. ULBERT & REICH [14] obtiveram CV de
2,49% através de metodologia enzimática em amostras
de salsicha.

Os teores de colesterol determinados para o mate-
rial de referência certificado de carne (SRM 1546, NIST)
estão apresentados na Tabela 3. Obteve-se 75,0 ± 0,5 e
75,0 ± 0,4mg/100g, através dos métodos cromatográfi-
co e enzimático, respectivamente. Os teores mostra-
ram-se semelhantes ao declarado no certificado (75 ±
7mg/100g), demonstrando que as metodologias utiliza-
das são exatas e precisas.

TABELA 1. Teores de colesterol (mg/100g) em amostras de
carne obtidos pela comparação entre os métodos enzi-
mático e por CLAE.

*M ± DP = Média ± estimativa de desvio padrão de 10 análises
**CV = Coeficiente de variação

Amostra CLAE Enzimático 

1 51,60 51,60 

2 52,88 52,74 

3 50,55 50,00 

4 53,00 52,91 

5 53,55 54,83 

6 53,10 52,37 

7 51,60 51,81 

8 50,33 51,36 

9 53,70 54,97 

10 51,21 51,43 

M � DP * 52 � 1 52 � 1 

%CV ** 2,3 2,9 
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TABELA 2. Teores de colesterol (mg/100g) em amostras de
leite obtidos pela comparação entre os métodos enzimá-
tico e por CLAE.

*M ± DP = Média ± estimativa de desvio padrão de 10 análises
**CV = Coeficiente de variação

TABELA 3. Teores de colesterol (mg/100g) em material de
referência certificado de carne (SRN 1546, NIST)

 *M ± DP = Média ± estimativa de desvio padrão de 10 análises
**CV = Coeficiente de variação

Os resultados dos testes de recuperação estão apre-
sentados nas Tabelas 4 e 5. As taxas de recuperação obti-
das foram de 95% nas amostras de carne e 97% nas amos-
tras de leite para ambas metodologias, comprovando a
eficiência dos métodos avaliados. Resultados semelhan-
tes foram encontrados por NOGUEIRA & BRAGAGNOLO
[11], que determinaram taxas de recuperação de 97,8 ± 0,6
e 99,0 ± 0,6% para os métodos por CLAE e enzimático,
respectivamente, em amostras de massas com ovos.
KARKALAS, DONALD & CLEGG  [8] obtiveram recupera-
ção de 97,7% e 99,2% para as metodologias por CG e enzi-
mática, em amostras de queijo e frango. Recuperação de
99% em amostras de carne de pato foi encontrada por
NOGUEIRA & BRAGAGNOLO [10] utilizando CLAE.

TABELA 4. Recuperação do colesterol (%) em amostras de
carne, obtidas pelos métodos cromatográfico e enzimático.

*M ± DP = Média ± estimativa de desvio padrão de 5 repetições
**CV = Coeficiente de variação

TABELA 5. Recuperação do colesterol (%) em amostras de
leite, obtidas pelos métodos cromatográfico e enzimático.

*M ± DP = Média ± estimativa de desvio padrão de 5 repetições
**CV = Coeficiente de variação

4 – CONCLUSÕES

A metodologia enzimática apresentou-se exata e
precisa, podendo ser empregada com segurança por in-
dústrias de alimentos e laboratórios de pesquisa na
determinação dos teores de colesterol em carne e lei-
te, sendo uma opção barata e rápida, especialmente
quando um grande número de amostras é analisado.
Entretanto, ao contrário da metodologia cromatográfi-
ca, necessita de controle rigoroso das condições de
análise.
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Amostra CLAE Enzimático 

1 9,88 9,86 
2 9,81 9,73 

3 9,65 9,62 

4 9,69 9,68 

5 9,71 9,70 
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7 9,80 9,83 
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9 9,67 9,66 
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M � DP* 9,75 ± 0,08 9,74 ± 0,08 

%CV ** 0,81 0,82 
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0,125 97 � 0,3 0,4 97 � 0,4 0,4 
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