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RESUMO

A maionese ¢ um alimento com predominancia lipidica caracteristica. O sistema antioxidante artificial usado resulta em longa vi-
da-de-prateleira do produto. Mas nao existem conhecimentos suficientes quanto a estabilidade oxidativa do colesterol incorpora-
do a maionese, através do ovo. Neste trabalho foi confirmada a oxidacao do colesterol contido na maionese, pela presenca do 7-
Cetocolesterol (7-Ceto),1,99+0,59g/g, em amostras recém-fabricadas (~15 dias), de 7-Ceto, 8,30+4,03 a 22,86+3,06ng/g, e de
25-Hidroxicolesterol, 2,21+1,94 a 13,98+2,72ng/g, em amostras comerciais (A,B,C,D e E) com tempos de fabricacdode 30 a 210
dias, e de 7-Ceto, 8,44+6,78ug/g, em amostras coletadas em domicilios (produto em uso, mantido em geladeira), quantificados
por HPLC. O somatoério dos 6xidos de colesterol (OsC) analisados nas amostras A/E correspondeu a 2,07-4,94% em relagdo ao co-
lesterol (50,66+3,08-73,36+3,53mg/ 100g). Os resultados obtidos sao significativos em relacédo as atividades biolégicas deletérias
atribuidas aos OsC, e quanto ao aspecto tecnoldgico envolvido na producio da maionese.

Palavras-chave: colesterol; 6xidos de colesterol; 7-cetocolesterol; 25-hidroxicolesterol; maionese.

SUMMARY

CHOLESREROL, 7-KETOCHOLESTEROL AND 25-HYDROXYCHOLESTEROL IN MAYONNAISE. The antioxidant system used in
mayonnaise production is efficient mainly in relation to oxidation of unsaturated fatty acids. Consequently the shelf-life of the
product is large (six months). However very little is known about the stability of cholesterol present in mayonnaise introduced with
the eggs (raw material). The oxidation of cholesterol in mayonnaise was confirmed quantifying 7-Ketocholesterol (7-Keto) and 25-
Hydroycholesterol (25-OH) using HPLC. The following occurrences were observed: 7-Keto,1.99+0.59ug/g, in recently
manufactured mayonnaise (approximately 15 days), 7-Keto, 8.30%#4.03 to 22.86*3.06ug/g, and 25-OH, 2.21+1.94 to
13.98+2.72ug/g, in mayonnaise samples (A,B,C,D and E) with 30 to 210 days after production, and 7-Keto, 8.44+6.78ug/g, in
mayonnaise samples collected at domiciles (products in use stored under refrigeration). The sum between 7-Keto and 25-OH from
A/E samples amounted to 2.07-4.94% in relation to cholesterol (50.66+3.08-73.36+3.53mg/100g). Results here obtained are
relevant in relation to deleterious biological activity attributed to cholesterol oxides and also by the technological aspects involved

in mayonnaise manufacture.
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1 - INTRODUGCAO

O colesterol é um lipidio insaturado e suscetivel & oxi-
dacao, influenciada pelo oxigénio e outros fatores como a
atividade de agua, luz, temperatura elevada, radiagao io-
nizante, radicais livres e ions metalicos. O perfil dos 6xi-
dos de colesterol (OsC) formados e as quantidades cor-
respondentes dependem das caracteristicas dos alimen-
tos e interacdes entre seus componentes e produtos de
decomposicao, durante o processamento (inclusive em
nivel doméstico) e/ou estocagem [24].

Os OsC presentes em alimentos sdo compostos de in-
teresse tanto tecnolégico como clinico, pela relacdo com
processos citotoxicos, angiotoxicos, aterogénicos, muta-
génicos e carcinogénicos, além de outros efeitos deleté-
rios. Dezenas de produtos da oxidacao do colesterol tém
sido identificadas, sendo os mais freqientemente encon-
trados em alimentos o 7-Cetocolesterol (7-Ceto), 20-
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Hidroxicolesterol (20-OH), 25-Hidroxicolesterol (25-OH),
7o-Hidroxicolesterol (7a-OH), 7p-Hidroxicolesterol (7f-
OH), Colesterol-5,60-epoxido (5,6a-epdxido), Colesterol-
5,6B-epoxido (5,6-Bepodxido) e o Colestanotriol (Triol). O
7-Ceto ocorre em concentracoes relativamente altas e,
em funcao disso, tem sido proposto usa-lo como indica-
dor da oxidagao do colesterol. Ao contrario, o 25-OH e o
Triol sdo os de menor ocorréncia. Os OsC sao absorvidos
através dos alimentos e entram na circulacao sangliinea
como contaminantes [1, 3, 4, 5, 13, 14, 16, 17, 18, 20,
26, 30, 32, 34, 35].

A maionese € um alimento com alto teor lipidico e um
produto comercial com longa vida-de-prateleira (seis me-
ses). E protegida por um sistema antioxidante artificial
voltado a estabilidade dos acidos graxos insaturados,
mas que nao se destinaria a prevenir especificamente a
ocorréncia da oxidagao do colesterol, veiculado pelo ovo
usado como matéria-prima do produto. Ao que parece, so-
mente SARANTINOS, O'DEA & SINCLAIR [29] examina-
ram a maionese quanto a incidéncia de OsC. O estudo foi
feito com um ntimero muito reduzido de amostras (n=3),
tendo sido quantificados o 7a-OH, 20-OH, 7-Ceto, Triol e
25-OH. Os referidos autores relataram a ocorréncia do
4p-Hidroxicolesterol, um éxido de menor freqiiéncia, em
quantidades apreciaveis comparadas com as dos de-
mais. De acordo com a literatura, muito pouco ou quase
nada é sabido quanto a estabilidade oxidativa do coleste-
rol contido na maionese.
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No presente trabalho, amostras comerciais de maio-
nese e do produto em uso domiciliar foram analisadas
em relacao ao colesterol e a ocorréncia do 7-Ceto, como
indicador da oxidacédo do referido esterol, e do 25-OH,
um dos OsC mais aterogénicos encontrados em alimen-
tos.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material
2.1.1- Amostras

Trés grupos de amostras de maionese foram analisa-
das (em triplicata): 1) cinco amostras distintas (n=5) da
mesma marca comercial, codificada como A, com ~15
(13-17) dias de fabricacao, obtidas diretamente do fabri-
cante; 2) trés amostras (n=3) aleatdrias, com tempos de
fabricacao variados, de cada uma das cinco principais
marcas oferecidas comercialmente, codificadas como A,
B,C,DeE;e, 3) dezamostras (n=10) aleatorias que esta-
vam em uso domiciliar, mantidas em geladeira. Exceto
uma, as demais amostras analisadas estavam dentro do
prazo de validade, de 180 dias. Os tempos de fabricacao
das amostras A/E eram respectivamente: A, de 30, 45 e
90 dias; B, de 30,90 e 120 dias; C, de 30, 90 € 90 dias; D,
de 30,120 e 180dias; e, E,de 120, 180 e 210 dias.

2.1.2 - Reagentes

O hexano (Aldrich) e isopropanol (Sigma) usados ti-
nham grau analitico HPLC e os demais reagentes grau
ACS. O colesterol, 6-cetocolestanol (padrao interno), 7-
Ceto e 25-OH foram obtidos da Sigma Chemical Co.

2.2 - Extracao e saponificacio dos lipidios totais
da maionese dos lipidios totais

As amostras de maionese (0,25 a 1,0g) foram recons-
tituidas a um teor de umidade de 80g/100g, por adicao
de agua destilada e homogeneizadas, transferidas para
um funil de separacao, com 50mL de agua destilada, e ex-
traidas com 20mL de cloroférmio /metanol (v/v, 2:1), por
trés vezes consecutivas [10]. A saponificacao, que se deu
apos a separacao e evaporacao do cloroformio a 40°C,
sob vacuo, foi realizada com adicao ao residuo de 20mL
de KOH 1M em metanol, mantendo a mistura por 18 ho-
ras, a 25-30°C, com agitacao mecanica nas duas primei-
ras e nas duas tltimas horas do procedimento. A mistura
obtida foram incorporados 10mL de agua destilada e pro-
cedida a extracao da fracao insaponificavel em funil de se-
paracao, por trés vezes consecutivas, com 10mL de hexa-
no. A fracdo organica foi lavada com 10mL de KOH 1M
em metanol e, por trés vezes consecutivas, com 10mL de
agua destilada. O extrato obtido foi filtrado em papel
Whatman 1 contendo sulfato de s6dio anidro e o material
retido no filtro lavado com 20mL de hexano [8].

2.3 - Quantificacao do colesterol e 6xidos de co-
lesterol

O extrato de hexano anteriormente obtido foi evapo-
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rado em evaporador rotatério, a 40°C, sob vacuo. O resi-
duo foi suspenso em 1 a 2mL da fase movel, filtrado em
membrana durapore com 0,45um de diametro (Millex-
Millipore) e injetado (20-50uL) automaticamente no sis-
tema de HPLC (Shimadzu, LC-10ADVP). Foi usada colu-
nade silica, p-Porasil, de 30 x 0,39cm, com poro de 10um
de diametro (WATERS Associates), em fase normal. As fa-
ses moveis utilizadas foram misturas de hexa-
no/isopropanol (v/v),: 94:6 para o colesterol, 97:3 para o
25-OH e 93:7 para o 7-Ceto, com fluxo de 1mL/min. O co-
lesterol e 0 25-OH foram monitorados a 206nm e o 7-Ceto
a233nm, com detector de fotodiodos (UV-Visivel). Aiden-
tificacdo dos picos de colesterol e dos OsC foi realizada
por comparacéao dos tempos de retencao em relacao aos
padroes correspondentes. Na quantificacao do colesterol
e 25-OH foi usada padronizagéo externa e, no caso do 7-
Ceto, interna e externa, com o 6-cetocolestanol como pa-
draointerno[10, 22].

Avalidacao do método foi estabelecida por diferentes
parametros [19, 25, 27]. A recuperacao dos analitos (adi-
cionados a amostra antes da extracao lipidica) foi de 90-
96 % (n=6); a repetitividade (medida pelo coeficiente de
variacao) de 7,25 a 9,29 % (n=8); e, a linearidade da curva
de calibracao (colesterol: 5-40ug/g; 7-Ceto e 25-OH: 0,2-
1,2ng/g) (representada pelo coeficiente de correlacao -
r), de 0,993-0,999. Os limites de deteccéo e de quantifi-
cacao foram de 6,67x10 e 2,22x10 g para o 25-OH,
2,02x10 e 6,73x10 g para o 7-Ceto e 1,09x10 e
3,62x10 para o colesterol.

A estrutura dos OsC de colesterol foi confirmada, de
acordo com SEVANIAN et al. [31], por cromatografia a
gas-espectrometria de massa.

2.4 - Umidade, lipidios totais, valor de peréxido
e valor de pH

A umidade e o valor de peréxido (VP) foram determi-
nados segundo a AMERICAN OIL CHEMISTS' SOCIETY
[2], os lipidios totais de acordo com BRASIL [7] e o valor
de pH medido diretamente na amostra homogeneizada,
usando potenciometro da Procyon, modelo SA 720.

2.5 - Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pela analise de
variancia, ANOVA (Microsoft Excel) (p=0,05).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Umidade, lipidios totais e valores de pero-
xido e de pH, em maionese comercial

Na Tabela 1 podem ser observados os resultados obti-
dos para umidade, lipidios totais e valores de peroxido e
de pH.

A umidade observada, de 15,87-20,57g/100g, esta
de acordo com o que foi relatado por CHIRIFE et al. [9] pa-
ra maionese, de 15,8-18,4g/100g. Os lipidios totais en-
contrados, de 71,27-77,28g/100g, sao concordantes
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TABELA 1 - Umidade, lipidios totais e valores de peréxido e de TABELA 2 - Colesterol, 7-Cetocolesterol (7-Ceto) e 25-
pH em amostras de maionese comercial Hidroxicolesterol (25-OH) em amostras de maionese
Umidade Lipidios Valor de Valor de comercial e em uso domiciliar
Amostras (g/100g) totais peroxido pH Amostras  Colesterol 7-Ceto 25-OH b+cx100/a
(g/100g) (mEqO:/kg) mg/100g (a) ug/g (b) pg/g (c) (%)
RF 16,9710,14 75,7520,77 0,75£0,01 3,68+0,01 RF 71,36+ 5,49 1,99:0,59 n.d -
A 16,5540,10=  77,2620,26% 1,93:£0,09* 3,75:0,01* A 50,66+ 3,080 8,30+ 4,03« 2,21+1,94= 2,07
B 20,57:0900  71,27:178  3,83:0,720  3,52:0,02v B 6L01824n 1796227 346571 331
c 50,79% 5,10 8,422,215 13,9842,72¢ 4,41
C 17,1042,33%  75,0240,94¢ 3,07+1,89% 3,7010,08¢
b 3 3.6040.80 38740 37750 034 D 52,74+14,13=0 10,9413,29» 12,5741,19t 4,46
+ - ol b
17,14£1,37% 73,6920, 870,71 770 E 73,363,530 22,86:3,06  13,38:3,73 4,94
E 15,8740,28:  77,2842,25% 4,340,110 3,8040,014 uD . 8.4416.78
Médiatdesvio-padrao. RF: Recé (~15 dias) (n=5). Tempos de fabricagio das

amostras A/E (n=3): A (30, 45 e 90 dias), B (30, 90 ¢ 120 dias), C (30, 90 e 90 dias),
D 30, 120 e 180 dias), E (120, 180 e 210 dias). Letras sobrescritas iguais indicam que as
diferengas observadas nas colunas ndo sdo estatisticamente significativas, ao contririo
das letras sobrescritas diferentes.

com a legislacao brasileira, que estabelece um minimo de
65 g de o6leo vegetal comestivel/100g do produto [6], ao
mesmo tempo que se assemelharam com o que foi men-
cionado por CHIRIFE et al. [9], de 77,4-79,1g/100g, e
STAUFFER [33], de 77-82 g/ 100g, porém superiores em
relacdo ao resultado de SARANTINOS, ODEA &
SINCLAIR [29], 67,9g/100g.

O valor médio de perdxido nas amostras com ~15
dias de fabricacao (RF) foi bem menor que os das demais
(0,75 eentre 1,93 e 4,34mEq de O, /kg, respectivamente),
sendo que, os niveis de perdxido detectados estavam abai-
xo0 do limite previsto em legislacdo, de 10mEq de O, /kg
de 6leo (refinado) [28].

Os valores de pH foram de 3,52-3,80, abaixo do maxi-
mo aceitavel (pH 4,2) para que a maionese mantenha a es-
tabilidade microbiologica, segundo a pratica industrial
[15]. O pH baixo pode favorecer a oxidacdo de acidos gra-
x0s, pela liberacédo do ferro existente no ovo na interface
oleo/agua. Emrazao disso, o metal € complexado por adi-
tivos especificos adicionados ao produto [15].

3.2 - Colesterol, 7-cetocolesterol e 25-
hidroxicolesterol em amostras de maionese co-
mercial e em uso domiciliar

Na Tabela 2 podem ser vistos os valores para o coles-
terol, 7-Ceto e 25-OH, determinados em maionese co-
mercial e em uso domiciliar.

Quantidades apreciaveis de colesterol, de 50,66 a
73,36mg/100g, foram encontradas nas amostras de
maionese analisadas. Estes resultados sdo muito seme-
lhantes aos de FEELEY, CRINER & WATT [11], de 50 a
70,0mg/100g, mas muito superiores ao de
SARANTINOS, O'DEA & SINCLAIR [29], de
18,3mg/ 100g, cujo valor sugere uma menor propor¢cao
proposital de ovo no produto.

O teor médio de 7-Ceto, de 1,99+0,59g/g, nas amos-
tras com ~15 dias de fabricacao (RF) foi significativamen-
te menor que os das demais (A/E), de 8,30-22,86pg/g, cu-
jo tempo de fabricacdo entre estas variou de 30 a 210 di-
as. O 25-OH nao foi encontrado nas amostras RF. A inci-
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Médiatdesvio-padrao. n.d: Nio detectado (abaixo do limite de quantificaciao). b+ex100/a:
Somatérie dos OsC em relagho ao colesterol. RF: Recém-fabricadas (-15 dias) (n=5).
Tempos de fabricacio das amostras A/E (n=3): A (30, 45 e 90 dias), B (30,90 ¢ 120 dias|,
C (30, 90 e 90 dias), D ( 30, 120 ¢ 180 dias), E (120, 180 ¢ 210 dias). UD: Amostras em
uso domiciliar [n=10). Letras sobrescritas iguais indicam que as diferengas observadas
nas colunas nio sdo estatisticamente significativas, ao contririo das letras sobrescritas
diferentes.

déncia de 7-Ceto nas amostras RF poderia ter decorrido
de sua ja presenca no ovo, enquanto matéria-prima,
e/ou em fungao processo de obtencdo da maionese, con-
siderando que em ovos frescos nao tem sido constatado o
referido 6xido [29, 36].

A ocorréncia de 7-Ceto, de 8,30 a 22,86ug/g, e de 25-
OH, de 2,21 a 13,98ug/g, confirmaram a oxidagao parci-
al do colesterol nas amostras A/E. A diferenca observada
entre as amostras RF e as A/E poderia estar indicando
aumento na concentragao dos OsC em funcéo do tempo
de fabricacdo. No entanto, nenhuma correlacdo signifi-
cativa pode ser observada nesse sentido, considerando
os oxidos individualmente ou o somatério de ambos. O so-
matorio do 7-Ceto e 25-OH nas amostras A/ E correspon-
deu a 2,07 a 4,94% em relacao ao colesterol. Este resul-
tado é comparavel aos dos OsC encontrados em alimen-
tos de expressivo consumo, de 1-2 % até 10%, segundo
PANIANGVAIT et al.[26].

A presenca de perdxido, de 1,93-4,34mEqO, /kg
de oleo (Tabela 1), mesmo em niveis aceitaveis
(< 10mEqO, /kg de oleo refinado), poderia ter tido in-
fluéncia no processo oxidativo do colesterol contido nas
amostras de maionese analisadas. Mas néo foi constata-
da correlacao significativa entre os valores de peroxido e
as quantidades de 7-Ceto e 25-OH formadas, somadas
entre si ounao (Tabela 2).

0 25-OH é um dos 6xidos de menor ocorréncia em ali-
mentos, e aquele com maior efeito aterogénico, ao lado do
Triol [14]. No entanto, nas amostras A/E seus niveis fo-
ram muito elevados comparados aos do 7-Ceto, conside-
rado indicador da oxidacédo do colesterol, por sua maior
presenca em alimentos. Os resultados obtidos indicam a
participacdo oxidativa dos carbonos 7 e 25, respectiva-
mente no anel B e na cadeia lateral, da molécula do coles-
terol. Como apenas dois entre os oito OsC de maior fre-
quéncia em alimentos foram quantificados, os resulta-
dos da Tabela 2 estariam subestimando a oxidacéo do co-
lesterol contido na maionese. Por hip6tese entao poderia
ter havido também a ocorréncia, mesmo que em menores
concentracoes, de 7a-OH e 7B-OH, precursores do 7-
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Ceto, de 20-OH (cadeia lateral), de 5,6aa-epoxido e 5,603-
epoxido (carbonos 5 e 6, no anel B), e de Triol, este Gltimo
formado por hidratacdo, a partirdos 5,6-epoxidos (o e f3)
[14,20,21,32].

Nas amostras de maionese em uso (UD), das quais
90% delas corresponderam ao mesmo fabricante da
amostra A, os resultados de 7-Ceto variaram de 1,33 até
22,82ug/g, com um teor médio de 8,44 * 6,78ug/g.
Consistentes com o fato de serem diferentes entre si,
quanto ao tempo de aquisicdo e uso domiciliar, os resul-
tados nao diferiram muito dos encontrados nas amos-
tras de maionese obtidas no comerciolocal (A/E), que va-
riaram de 8,30%4,03 a 22,86+3,06ug/g.

SARANTINOS, OI1DEA & SINCLAIR [29] encontra-
ram 13+13ug/g de 7-Ceto e 9+4ug/g de 25-OH (n=3).
Estes resultados e os obtidos no presente trabalho,
8,30%+4,03 a 22,86%3,06ug de 7-Ceto/g e 2,21+1,94 a
13,98+2,72ug de 25-OH/ g, sdo igualmente altos quando
comparados aos relatados por GALOBART &
GUARDIOLA [12], para o ovo fresco integral liquido, ge-
ma fresca liquida e ovo liquido pasteurizado comercial,
que sao matérias-primas usadas na producédo de maio-
nese. Niveis de até 2,2pug de 7-Ceto/g foram mencionados
para estas matérias-primas, enquanto o 25-OH néo foi
detectado.

Nao sendo conhecidas as quantidades individuais
ou total de OsC, que possam representar riscos citotoxi-
cos, angiotoxicos, aterogénicos, mutagénicos, carcinogeé-
nicos, e/ou de outras manifestacoes possiveis [17], os re-
sultados do presente estudo apontam como significativa
a contribuicdo da maionese com respeito a ingestao de 7-
Ceto e principalmente de 25-OH.

O processo oxidativo do colesterol sugerido no pre-
sente trabalho pode ter tido a influéncia do processa-
mento, condi¢coes de armazenamento, oxidacdo co-
existente de acidos graxos e sistema antioxidante com efi-
ciéncia pouco especifica relativa ao colesterol, entre ou-
tros fatores [24, 36]. A oxidacéo do colesterol pode ocor-
rer mesmo com a maionese sendo mantida sob refrigera-
céo (4°C) ena auséncia deluz [23].

4 - CONCLUSOES

Foi confirmada a oxidacao do colesterol contido em
maionese comercial, pela ocorréncia de 7-Cetocolesterol
e 25-Hidroxicolesterol no produto recém-fabricado (~15
dias) e naquele com tempos de fabricacdo maiores (3-120
dias), o mesmo se dando em relacdo aquele em uso domi-
ciliar.
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