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O colesterol é um importante esterol do corpo humano. Faz parte das
membranas celulares, sendo portanto encontrado em todos os tecidos. £
precursor de inUmeros compostos imprescindiveis ao organismo, como sais
biliares e hormdnios esterbides. A importincia do colesterol no nosso
organismo é, portanto indiscutivel. Esse composto pode ser sintetizado pelos
tecidos humanos ou entao obtido através da dieta, sendo amplamente
distribuido nos alimentos de origem animal. Alimentos como o ovo, a
manteiga e alguns frutos do mar sao exemplos de alimentos com
relativamente altas concentragoes de colesterol.

Sendo um lipide insaturado, o colesterol esta susceptivel a oxidagao
formando compostos denominados dxidos de colesterol. Presenca de oxigénio,
luz e temperatura sdo alguns fatores predisponentes para a oxidacdo do
colesterol.

A preocupagdo em relagao aos produtos formados pela oxidagao do
colesterol vem crescendo, pois inimeros trabalhos demonstram uma atividade
biolégica associada ao desenvolvimento de doengas como a coronariana e o
cancer.

0 ovo é um alimento rico em nutrientes e bastante versatil, consumido
tanto na sua forma naturat como na forma processada, sendo a pasteurizacao
e a desidratacdo por atomizacdo os principais processamentos utilizados. A
estocagem desses produtos durante os seus respectivos prazos de validade
poderia acarretar na formagao de 6xidos de colesterol.

Considerando os fatores predisponentes e a crescente preocupagao em
relacdo aos Oxidos de colesterol, o presente trabalho teve como objetivo
identificar e quantificar esses compostos em um alimento de grande
importancia nutricicnal e largamente consumido no Brasil e no mundo.

Para tanto, foram analisadas amostras de ovo integral e gema frescos e
processados, estocados durante seus prazos de validade.



Resumo

Em relacao aos processamentos, a atomizacao e a liofiliza¢do tiveram
influéncia na formacao de dxidos de colesterol, quantificados com o auxilio de
um HPLC. A atomizagao, assim como a liofilizacado, influenciou a estabilidade
oxidativa, avaliada na forma de concentragao de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS).

Ja em relagao a estocagem, ao longo da vida de prateleira, nenhum
parametro avaliado apresentou diferenga significativa.



Abstroct

The cholesterol is an important sterol of the human body. It is a
component of the cellular membranes, therefore being found in all tissues. It
is the forerunner of several compounds vital to the organism, as biliar salts
and steroid hormones. The importance of cholesterol in our organisms is,
therefore unquestionable. This compound could be synthetized by the human
tissues or acquired from the diet, being widely distributed in foods of animal
origin. Egg, butter and some sea foods are examples of foods with high
concentrations of cholesterol.

As an unsaturated lipid, cholesterol is susceptible to oxidation, forming
compounds known as cholesterol oxides. Presence of oxygen, light and
temperature are some of the pre-conditioning factors for cholesterol
oxidation.

The concern in relation to these products formed by the oxidation of
cholesterol is growing, because several works show a biological activity
associated to the development of diseases, as coronarian disease and cancer.

The egg is a food rich in nutrients and very versatile, consumed so
much on its natural form, as on its processed form, being pasteurization and
desidratation by atomization the main utilized processes. The storage of these
products through their shelf lives could lead to the cholesterol oxides
formation.

Considering the pre-conditioning factors and the raising worry related
to the cholesterol oxides, the present work had as objective identify and
quantify these compounds in a food of great nutritional importance and
largely consumed in Brazil and in the world.

Therefore, fresh and processed eggs and egg yolks were analyzed
during each shelf life.
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In relation to the process, the spray-drying and the freeze drying had
influence on cholesterol oxides formation, quantified with a HPLC. The spray
drying, as well as the spray drying had influence on oxidation stability, availed
as TBARS concentration form.

In relation to the storage during the shelf life, no significant difference
was noticed.






Introdufo

E de conhecimento geral que o colesterol tem um papel fundamental no
desenvolvimento de doengas, especialmente as coronarianas. Muitos estudos
demonstram a relacdo direta entre colesterol da dieta e desenvolvimento
destas doencas. Estudos mais recentes tém demonstrado que é o colesterol
oxidado que participa diretamente no processo de aterogénese, nao havendo
evidéncia experimental indicando a participacdo do colesterol ndo-oxidado.
Os produtos resultantes da oxidagao do colesterol, sao compostos formados a
partir da reag¢do enzimatica ou nac-enzimatica. Em alimentos, os oxidos de
colesterol sao formados por processos nao-enzimaticos, especialmente por
autoxidagao.

Inimeros estudos caracterizam ainda os oxidos de colesterol como sendo
citotoxicos, mutagénicos, cancerigenos e inibidores da sintese do colesterol.
Considerando entédo os danos a Saude Publica, tem sido grande a preocupagao
dos pesquisadores em identificar e quantificar esses compostos em alimentos,

visando desvendar o mecanismo desta formacao.

O ovo é o grande vildo na histéria do colesterol. Tem sido considerado um
alimento a ser evitado, ou seja, ndo consumido, devido ao seu elevado teor
de colesterol, em relacdo aos outros alimentos. Porém, trata-se de um
alimento que fornece proteinas de mais alta qualidade nutricional a um baixo
custo, além de prover uma distribuicao balanceada de minerais e vitaminas

(com excegao da vitamina C).

O ovo & um produto bastante versatil, podendo ser consumido na sua
forma natural - onde a fritura e o cozimento sao comumente utilizados; e na
forma processada - como matéria-prima de muitos alimentos industriatizados.

Dentre esses, destacam-se massas, biscoitos, bolos e maicnese.



Introducdo

Em relagao ao processamento, alguns parametros tém grande
influéncia na oxidacdao do colesterol. A temperatura é, sem divida, umn dos
mais importantes. Cabe ressaltar que produtos que foram processados-
pasteurizados, desidratados por atomizacac (spray-dryed) e liofilizagdo
(freeze-dryed) - sofrerdo tratamento térmico adicional no preparo do produto
final, concorrendo potencialmente para maior formagao de éxidos.

A estocagem é outro parametro importante. Cada produto é estocado
em condi¢tes adequadas durante um periodo de tempo que corresponde ao
seu prazo de validade. As condi¢Ges de estocagem que incluem presenga de
oxigénio e luz podem favorecer a oxidagao do colesterol.
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Revisdo da literatura

2.1- COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTEROL

2.1.1- Colesterol

O colesterol é um dos compostos organicos biologicamente ativos
mais importantes sendo também o principal esterol do corpo humano (Figura
1). Sendo um esterol, apresenta a estrutura basica do
ciclopentanoperidrofenantrenc (quatro anéis condensados A, B, C e D). E
encontrado em todos os tecidos, sendc o componente estrutural das
membranas celulares e das lipoproteinas plasmaticas. Além disso, e
importante na sintese de acidos biliares e de hormonios esterdides (FAUST &
JASSAL, 1993; PINEIRO-AVILA, 1998). Uma parte do colesterol presente no
organismo esta esterificada no grupo hidroxilico com acidos graxes com
nimero variavel de carbono e de insaturagao.

Figura 1: Estrutura do colesterol (GUARDIOLA et al., 2002).

O colesterol pode ser sintetizado pelos tecidos humanos ou entao
obtido através da dieta. Nos alimentos de origem animal, o colesterol esta
amplamente distribuido, sendo encontrado em concentracbes variadas
(Tabela 1) (SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976; KING, 1995).
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Tabela 1: Concentragdes de colesterol encontradas em alimentos

Alimento Colesterol {(mg/1 003)

Ovo integral 250 - 385
Manteiga 230 - 307
Leite Integral 9,6 -17,6
Carne Bovina 41,8 -88
Carne de Frango ¢/ pele 57,7 - 99
Carne de porco 33,5 -105
Salmao 60 - 95
Bacalhau 20 - 46
Truta 40 - 68
Sardinha (fresca/enlat.) 42 /140
Ostras 38-63
Mexilhao 26-77
Lula BO - 340
Lagosta 52 - 200
Caranguejo 40 - 140
_Camarao 90 203

Fonte: SWEENEY&WEIHRAUCH 1976 KING 1995

H4 algum tempo o colesterol tem sido alvo de muitos estudos e
discussbes, jd que sua concentracdo plasmatica foi relacionada com o
desenvolvimento de doencas coronarianas e aterosclerose (DYORKIN &
NARINOVA, 1990; FENTON, 1992). Dados estatisticos apresentados pela
Organizagdo Mundial da Saidde - OMS mostram que as doencas
cardiovasculares foram responsaveis por cerca de 5,8 milhdes de mortes no
ano de 1990 (RINCON, 1997).

2.1.2- Oxidos de colesterol

O colesterol, sendo um lipide insaturado, evidentemente esta sujeito a
oxidacio. Iniimeros compostos sdo formados, sendo denominados de produtos
da oxidacdo do colesterol ou simplesmente 6xidos de colesterol. Dezenas
desses oxidos ja foram identificados (TAl, 1999a).
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Os oxidos de colesterol presentes no organismo podem ser de origem
endogena, ou seja, formados no proprio organismo através de reagdes
enzimaticas e nac-enzimaticas, ou entac obtidos através da dieta
(LEONARDUZZI et al., 2002).

A oxidagao enzimatica do colesterol ocorre por acao de varias enzimas
do citocromo P-450 do figade, como a colesterol-7a-hidroxilase, 26-

hidroxilase, 7-ceto desidrogenase e 5a, 6a-epoxidase (LEONARDUZZI et al.,
2002).

A formagdo nao-enzimatica dos Oxidos de colesterol pode ser induzida
pela acao de espécies reativas de oxigénio como o oxigénio singlete (‘0;), os
radicais superéxido (0."), peroxido (ROO’) e hidroxila (HO') (LINSEISEN &
WOLFRAM, 1998a).

Pode-se dizer que os alimentos contendo colesterol sao potenciais
fontes de dxidos de colesterol pela susceptibilidade a oxidacdo. A extensao da
oxidacao do colesterol nos alimentos vai depender de sua composicao
(conteudo de acidos graxos poliinsaturados, antioxidantes), do processamento
utilizado na sua produgao e do seu tempo de estocagem. Por exemplo, o ovo
desidratado e leite em p6 sao alimentos que contém colesterol e que sofreram
processamento térmico para sua desidratac@o. Além de terem relativamente
longa vida-de-prateleira, servem de matéria-prima na manufatura de outros
produtos, sofrendo portanto novos processamentos. Essas condigbes tornam

esses alimentos altamente susceptiveis a oxidacao.
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2.2- OXIDAGAO DO COLESTEROL

A oxidacao do colesterol pode ser iniciada pela retirada do hidrogénio,
predominantemente no C-7, formando um radical livre que reage rapidamente
com o oxigénio triplete (*0;) levando a formacio de 7a-Colesterol-
hidroperoxido (7a-OOH) ou 7B-Colesterol-hidroperoxido (7p-O0OH), produtos
primdrios da oxidacao do colesterol (Figura 2).

A posterior desidrata¢cao do 7a-O0H e 7B-O0H resuita na formagao de
7a-hidroxicolesterol, 7p-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol, os produtos
secundarios da oxidacac do colesterol. O 7-cetocolesterol também pode ser
formado pela desidrogenacdao do 7a e 7p-hidroxicolesterol na presenca de

radicais (Figura 2a).

A interac@o do colesterol com o 7a-O0OH ou 7p8-O0H em presenca de
perdxido de hidrogénio causa a formacao de 5a e 5B-epoxicolesterol, os quais,
por sua vez, em meio aquoso podem resultar na formacdo de colestanotriol
(SMITH, 1987; 1990) (Figura 2b).

Apos a abstracao do hidrogénio e formacao do radical livre em C-7, este
podera sofrer uma transferéncia de radicais, gerando um radical livre em C-
25. Este (ltimo reage rapidamente com o oxigénio triplete formando o radical
peroxila em C-25 e em seguida o 25-hidroperdxido que por desidratagao
resuita no 25-hidroxicolesterol (Figura 2a).

Os 6xidos de colesterol mais freqientemente encontrados em alimentos
si0 o 7-cetocolesterol, 7a- e 7B-hidroxicolesterol, 5,6a- e 3,6p-

epoxicolesterol, 20-hidroxicolesterol, triol e 25-hidroxicolesterol (TAl, 1999a).
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Luz, oxigénio, radiagdo, calor, acidos graxos poliinsaturados e metais
de transicao sao considerados fatores predisponentes, ou seja, fatores que
desencadeiam a oxida¢do do colesterol (KUMAR & SINGHAL, 1991; KIM &
NAWAR, 1993; RANKIN & PIKE, 1993; PANIANGVAIT et al., 1995).

aHiy

HaO"
¥
Hiz Fo-hidroperdxido Sa-epdxido
* HO Hd;
! HO
17 H1'
Ho 3B, Sa, 6p-colestanotriol
Colesterol H0a, HyO"
OH
Ho HO
7p-hidroperdxido 50 -epdxido

Fonte: MAERKER, 1587; SMITH, 1887, PANIANGVAIT ef o/, 1995,

Figura 2b: Produtos formados na oxidagao do colesterol.

2.3- ABSORGAO DOS OXIDOS DE COLESTEROL

Varios estudos demonstram que os oxidos de colesterol originarios da
dieta podem ser absorvidos e transportados pelas lipoproteinas
plasmaticas. A extensao da absor¢do encontrada nos diferentes estudos foi

bastante variavel (BROWN & JESSUP, 1999).
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Estudos em humanos e em animais demonstraram que os éxidos de
colesterol formados na dieta sao absorvidos principalmente no intestino
delgado, sendo entao transportados pelas lipoproteinas exogenas,
quilomicrons (QM) e remanescentes de quilomicron (RQ) (LINSENSEN &
WOLFRAM, 1998a,b).

OSADA e colaboradores (1994) observaram que, em ratos,
aproximadamente 30% do dxido de colesterol ingerido fora absorvido.

EMANUEL e colaboradores (1991) estudaram a absorgdo de 6xidos de
colesterol, comparando individuos que consumiram dietas com ovo em po
contendo altas concentragdes de oxidos de colesterol, com individuos que
ingeriram ovos frescos com baixas concentragdes de oxidos. Foi verificado
um aumento na concentracdo de oxidos de colesterol no QM e no plasma
dos individuos do primeiro grupo.

STAPRANS e colaboradores (2003) demonstraram que o consumo de
lipidios oxidados resultava na presenca de lipidios oxidados nas
lipoproteinas plasmaticas de roedores, entre os quais coelhos. Os
pesquisadores verificaram que a absorcao do colesterol oxidado da dieta,
em humanos, é semelhante a de outras espécies, ou seja, o colesterol
oxidado é absorvido no intestino delgado e entdo incorporado por
lipoproteinas exégenas (QM e RQ) e endogenas (LDL e HDL). Neste estudo,
nos individuos controle houve aumento de colesterol oxidado nos QM € RQ
logo apés a ingestio de uma dieta contendo o colesterol oxidado. Apés 10
horas, houve reducao e apés 24 horas nao foi detectada a presenca do
colesterol oxidado. Semelhantemente, no outro grupo também foi
observada a presenga de colesterol oxidado na LDL e HDL logo apés a
ingestao, mas ao contrario do QM e RQ, a presenca do colesterol oxidado na
LDL e na HDL pdde ser observada durante varios dias.
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2.4- EFEITOS BIOLOGICOS

Uma preocupagao maior em relagao aos Oxidos de colesterol é
bastante recente. Pesquisas demonstraram que esses compostos
apresentam citotoxicidade, angiotoxicidade e mutagenicidade, e desde
entao novos estudos tém sido realizados, ndo s6 para identifica-los, mas
também para quantific-los, tentando entender como sao formados
(FINOCCHIARO & RICHARDSON, 1983; FONTANA, 1992; GUARDIOLA, 1995¢).

Muitos Oxidos de colesterol tém efeitos bioldgicos potentes que ndo
sao observados em relagao ac colesterol. Varias pesquisas tém sido
realizadas a fim de elucidar as conseqiiéncias toxicolégicas da presenca de
oxidos de colesterol no organismo.

Inimeros estudos caracterizam os 6xidos de colesterol como sendo
citotoxicos (OHTANI et al., 1996; 1997), mutagénicos (SEVANIAN &
PETERSON, 1986), cancerigenos (KENDALL et al., 1992), inibidores da
sintese do colesterol (GUARDIOLA et al., 1996; LINSEISEN & WOLFRAM,
1998a, b) e aterogénicos (PENG et al., 1991), sendo esta Gitima a

propriedade mais referida na literatura.

Varias pesquisas vém demonstrando que os 6xidos de colesterol tém
varios efeitos biologicos adversos especificamente nas fun¢des celulares, o
que pode levar ao desenvolvimento de doencas como a aterosclerose e ©
cancer (OHTANI et al., 1997).

As evidéncias relatadas por OSADA e colaboradores (1994) e
EMANUEL e colaboradores (1991), de que ratos e seres humanos tém a
capacidade de absorver Oxidos de colesterol a partir da dieta, sugerem que
uma vez na corrente sangiiinea os Gxidos de colesterot exerceriam os

mesmos efeitos citotéxicos observados in vitro.
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O processo de desenvolvimento da aterosclerose inicia-se com uma
lesdo no endotélio vascular levando a modificacao de sua fluidez,
permitindo a penetragao de lipoproteinas plasmaticas como o RQ e a LDL e
outros constituintes plasmaticos. Fatores de crescimento induzem a
proliferacao e migracao de células musculares lisas para as dreas com
lesbes endoteliais. Mondcitos invadem essa area e tornam-se macréfagos.
Esses macrofagos sao intemalizados degradando entao a LDL, resultando na
formacao de células espumosas (GUARDIOLA et al., 1996; BROWN &
JESSUP, 1999).

Em estudo realizado por IMAl e colaboradores, em 1980, foi
observada a importancia dos Oxidos de colesterol no desenvolvimento de
injuria na parede arterial, dando inicio a essas lesGes ateroscleroticas. O
colesterol teria um papel secundario no desenvolvimento da aterosclerose,
ou seja, ele apenas se depositaria no interior e entre as células espumosas

dos vasos sangiiineos apos a formagao da lesao.

O mesmo resultado foi observado em estudo realizado por HENNIG &
BOISSONNEAULT (1987). Nesse referido estudo, houve o aumento da
permeabilidade da membrana vascular, em conseqiiéncia da exposi¢do ao

3B,5a,6p-colestanotriol.

0 acdmulo de colesterol e seus ésteres, a proliferacao de células
musculares lisas, a sintese de colageno e elastina e o depésito de célcio

levam a formacao de placas ateromatosas (GUARDIOLA et al., 1996).

Os oxidos de colesterol estariam relacionados a outras alteragdes :
inibicao da sintese do colesterot endégeno, através da inibicdo da atividade
da enzima 3-hidroxi, 3-metilglutaril Coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase) (KANDUTSCH & CHEN, 1973; SMITH & JOHNSON, 1989.), redugao

da fluidez das membranas e modificagao no fluxo de componentes do

11
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plasma (calcio e LDL) (ADDIS, GUARDIOLA, CODONY, 1996; GUARDIOLA et
al., 1996, MOREL & LIN, 1996). Essas alteragoes explicam a ocorréncia de
angiotoxicidade e subseqiiente aterogenicidade (PENG et al., 1991),

Em relagdo & mutagenicidade, alguns estudos sugerem os provaveis
efeitos mutagénicos dos oxidos de colesterol, porém sem muito sucesso
(LINSEISEN & WOLFRAM, 1998). SEVANIAN & PETERSON (1986) observaram
fraca atividade mutagénica do colesterol a-epdxido em células do pulméao
de hamsters. GUARDIOLA e colaboradores (1996) relataram resultados nao
conclusivos em relagao a mutagenicidade dos dxidos de colesterol.

Também em relacio a carcinogenicidade, assim como a
mutagenicidade, nenhum estudo relevante foi divulgado nos Gitimos anos,
deixando claro a necessidade de mais esfor¢os nesta area (GUARDIOLA et
al., 1996).

2.5- OVO

2.5.1- Aspectos nutricionais
Apesar da imagem negativa causada pelas relativamente altas
concentragdes de colesterol encontradas em ovos, nao ha divida quanto ao
valor nutritivo desse atimento. Fornece vitaminas, minerais e proteinas em

quantidades e qualidade elevadas, a um baixo custo (SIM, 1998).

Na Tabela 2 é apresentada a composi¢ao quimica do ovo (FRANCO,
1992; SCHERZ, SENSER, SOUCI, 2000; INSTITUTO DE ESTUDIOS DEL HUEVO,
2003) e na Figura 3 os valores de diversos componentes em termos de % da
IDR - Ingestao Diaria Recomendada para adultos.
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Varios estudos foram realizados no sentidoc de diminuir a
concentracao de colesterol em ovos através da dieta fomecida as galinhas
poedeiras ou entao por selecao genética. Esses estudos, porém nio
obtiveram sucesso. Mais recentemente as pesquisas tém sido direcionadas
para a alteracdo da composicdo de acidos graxos dos ovos (BORN, 1998).

Os acidos graxos poliinsaturados s3o reconhecidos pela grande
importdncia que tém na saide humana. Influenciam uma ampla variedade
de funges biolégicas sendo essenciais para o crescimento e manutencao do
organismo humano. Apresenta um importante efeito benéfico na redugio
dos riscos de desenvolvimento e no tratamento de doengas cardiovasculares
(aterosclerose), na hipertensao, na diabetes e no cancer (SALEM et al.,
1996; UAUY & VALENZUELA, 2000).

Por essa razdao, o consumo de alimentos com alto teor desses
compostos vem sendo incentivado (SIMOPOULOS, LEEF, SALEM, 1999). Os
principais acidos graxos poliinsaturados sdao pertencentes as classes o-3 e
0-6. Para a obtencao dos beneficios proporcionados por esses Compostos
deve-se ter um consumo equitibrado de PUFA o-3 e o-6, ja que eles
possuem funcdes metabélicas diferentes além de fungoes fisiologicas
opostas. Porém, atualmente, a dieta de muitos paises (principalmente os
ocidentais) fornece mais PUFA da série @-6 do que ©-3, dessa forma, tém
sido desenvolvidos alimentos enriquecidos com acidos graxos da série o-3
como oteo de canola, maionese, margarina, molhos de salada, leite e ovos
(SIMOPOULOS, LEAF, SALEM, 1999; SIMOPQULOS, 2000).

Para a obtencdo de ovos enriquecidos come-3 tém sido realizadas
manipulagbes nutricionais da dieta fomecida as galinhas poedeiras
(ELSWYK, 1997). Dessa forma, tém sido acrescidas a dieta diferentes fontes
de ©-3 incluindo produtos marinhos como 6teos de peixes e algas marinhas
(ELSWYK, 1997; ABRIL & BARCLAY, 1998; GRUNE et al., 2001; BAUCELLS et
al., 2003) e dleos de sementes oleaginosas como linhaca e canola (AYMOND
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& VAN ELSWYK, 1995; ELSWYK, 1997; BAUCELLS et al., 2000; GALOBART et
al., 2002; BEAN & LEESON, 2003).

2.5.2- Processamento do ovo

O ovo é um produto bastante versatil. Pode ser consumido na sua
forma natural ou entao apés processamento, como matéria-prima em
diversos produtos industrializados, como por exemplo massas alimenticias e
maionese.

Os principais processamentos utilizados em ovos 540 a pasteuriza¢ao
e a secagem por atomizacao (spray-drying).

2.5.2.1- Pasteurizagdo

Trata-se do aquecimento do produto em temperaturas em tomo de
70 °C, com reducao posterior da temperatura. Tem o objetivo da
destruicio de microrganismos patogénicos eventualmente presentes nos

OvOSs.

2.5.2.2- Spray-drying - Atomizacao

Trata-se da secagem do produto por atomizacao. E un processo
continuo onde um liquido ou pasta é transformado em produto seco. O
processo consiste basicamente na atomiza¢do do liquido, ou seja, na
transformacao do liquido em goticulas de 10 a 200 pm de tamanho numa
camara, geralmente conica, que recebe um fluxo de ar quente (180 a 230
°C). A operacio esta dividida em quatro fases: 1) Atomizacao do liquido; 2)
Contato do liquido atomizado com o ar quente; 3) Evaporacdo da agua; 4)
Separacao do produto em pé do ar de secagem (EVANGELISTA, 1989;
BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; RAHMAN, 1999).

16
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Além de conferir uma longa vida-de-prateleira ao produto, esse
processo de secagem mantém as caracteristicas sensoriais assim com as
propriedades do alimento praticamente inalteradas.

2.5.2.3- Freeze-drying - Liofilizacao

Nesse processo controla-se a temperatura e a pressac para que
ocorra a sublimacdao da agua contida no alimento, ou seja, ocorre a
passagem da agua do estado solido {(gelo) diretamente para o estado de
vapor. Trabalha-se portanto com baixas temperaturas e baixas pressdes. A
liofilizagdo ocorre em 3 fases: 1) Congelamento; 2) Sublimacao e 3)
Secagem a vacuo da agua ligada ou ndo-congelavel (EVANGELISTA, 1989;
BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998).

A grande vantagem deste processo de desidratagao é a manutengao
da estrutura do alimento, ja que ocorre pequena perda do volume e
também a manutencdo dos compostos voldteis. Em contrapartida, seu alto

custo é a principal desvantagem deste processo.

2.5.3- Oxidacdo do colesterol no ovo

O ovo e os produtos derivados de ovos vém sendo estudados
essencialmente devido a suas altas concentracées de colesterol. Em artigos
de revisdo, PANIANGYVAIT e colaboradores (1995) e TAl, CHEN & CHEN
(1999b) citam in0meros estudos realizados. Os valores relatados sao
bastante variaveis. Concentracbes de 15,6 até 1240 ug/g foram relatadas

para o mesmo tipo de matriz.
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VAN DE BOVENKAMP, KOSMEIJER-SCHUIL, KATAN (1988)
apresentaram concentragées de oxidos de colesterol de 1,2 pg/g em
amostras de gema fresca.

A maior parte da literatura concentra-se no estudo de amostras de
ovo e gema desidratados e estocados.

NQURROZ-ZADEHL & APPELQVIST (1987), PIE, SAPHIS, SEILAN (1990)
e SARANTINQS, O’DEA, SINCLAIR (1993) quantificaram oxidos de colesterol

em gema desidratada e estocada. Os valores encontrados variaram de 7,3 a
1132 ug/g.

Ja para amostras de ovo desidratado, FONTANA e colaboradores
(1993), SARANTINOS, O’DEA, SINCLAIR (1993) e SANDER e colaboradores
(1989) relataram valores de 65,3 a 557 pg/g

Apesar dos efeitos benéficos da ingestao de alimentos com alto teor
de acidos graxos poliinsaturados, esses compostos sao attamente
susceptiveis a oxidacao (PAPAS, 1999) e, além disso, alguns estudos
demonstram que a presen¢a desses compostos, uma vez oxidados, favorece

a oxidagao do colesterol.

KIM & NAWAR (1991) e OHSHIMA, FUJITA, KOIZUMI (1993) avaliaram
as interacées oxidativas que ocorrem entre diferentes lipidios presentes nos
alimentos. A oxidacdo do colesterol ocorreria de uma forma complexa e
seria acelerada pela presenca de insaturagdes na cadeia carbinica de
lipidios assim como pela presenca de triacilglicerdis, como a trioleina, a

trilinoleina e a triestearina
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GUARDIOLA e colaboradores (1995b) e LI, CHERIAN, SIM (1996)
avaliaram a oxida¢do do colesterol de ovos desidratados e estocados. Os
resultados encontrados indicaram que a temperatura, a estocagem € a
presenca de acidos graxos poliinsaturados aceleram a oxidagao do
colesterol.
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3.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de processamentos do ovo integral e da gema, assim

como 05 da estocagem dos produtos processados, sobre a estabilidade do
colesterol.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1- Determinar a percentagem de umidade e lipides totais de ovo
integral e gema frescos e ao longo da estocagem;

3.2.2- Quantificar colesterol e oxidos de colesterol em ovo integral e

gema frescos;

3.2.3- Avaliar os efeitos da pasteurizacao, atomiza¢ao e liofilizacao do
ovo integrat e da gema, sobre a forma¢ao de éxidos de colesterol;

3.2.4- Avaliar a influéncia da estocagem sobre a formagao de dxidos de

colesterol;

3.2.4- Avaliar a estabilidade oxidativa de acidos graxos insaturados do
ovo e da gema em decorréncia dos processamentos: pasteurizacao e
desidratacdo (atomizacio e liofilizacdo) e durante a estocagem

correspondente.
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4.1- MATERIAL

4.1.1- Reagentes

Todos os reagentes utilizados tinham o grau de pureza necessario para
as analises realizadas.

Os reagentes utilizados, assim como os respectivos graus de pureza e
outras especificagoes sao descritos a seguir :

Cloroférmio - PA ACS - Synth - Cod. C1062.01.8B)

Metanol - PA ACS - Synth - Céd. M3641

Acido sulfarico - PA ACS - Synth - Céd. 31190

Acido tricloroacético - PA ACS - Céd. A106601AG

Acido tiobarbitdrico - PA ACS - Sigma-Aldrich - Céd. T-5500

1,1,3,3-tetraetoxipropano - PA ACS - Sigma-Aldrich - Cod. T9889

Hidroxido de potassio - PA ACS - Synth - Céd. P6310

Sulfato de sodio anidro - PA ACS - Synth - Céd. $1.071.01.AH

Hexano - grau HPLC - Aldrich - Cod. 110-54-3

Isopropanol - grau HPLC - Sigma-Aldrich - Céd. 67-63-0

Cloreto de sddio - PA ACS - Nuclear - Céd. 3100

Padrio de colesterol (colest-5-ene-3B-ol) - Sigma Chemical Co - Cdd.

C8667

v Padrao de 7-cetocolesterol (3p-hidroxicolest-5a-ene-7-one) - Sigma
Chemical Co - Cod. C2394

v Padrio de 7a-hidroxicolesterol (colest-5-ene-38, 7a-diol) - Steraloids - Inc.
- Cod. C6420

v Padrao de 7p-hidroxicolesterol (colest-5-ene-3p, 7B-diol) - Steratoids - Inc.
- Cod. C6430

¥ Padrao de 25-hidroxicotesterol (colest-5-ene-38, 25-diol) - Steratoids - Inc.

- Cod. C6510
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4.1.2- Amostras - Obtencdo e preparo

Foram utilizadas amostras frescas (ovo integral e gema), pasteurizadas
{ovo integral e gema), e desidratadas por atomizacdao (ovo integral e gema)
obtidas da Ito - Avicultura Ind. e Com. S.A. O ovo com teor reduzido de
colesterol foi adquirido comercialmente. Uma parte das amostras
pasteurizadas foi liofilizada. Todos os ovos estavam de acordo com o Padrao
de Identidade e Qualidade (PIQ) do Ministério da agricultura (BRASIL, 1991).

No presente trabalho, cada tipo de amostra foi analisado em trés
tempos que eram dependentes do prazo de validade de cada amostra.
Portanto, imediatamente apés obtencdo das amostras, estas foram divididas
em trés grupos, sendo o primeiro submetido as andlises e os outros dois

grupos, estocados adequadamente e submetidos as andlises posteriormente.

As amostras de ovos integrais frescos, ovos com colesterol reduzido e
gemas frescas foram analisadas imediatamente apds obten¢ao, apés 15 e 30
dias de estocagem. As amostras de ovos integrais pasteurizados e gemas
pasteurizadas foram analisadas imediatamente ap6s obtencdo, apés 3 e 7 dias
de estocagem. Ja as amostras de ovos integrais atomizados e liofilizados assim
como as amostras de gemas atomizadas e liofilizadas foram analisadas
imediatamente apds obten¢ao, apés 90 e 180 dias de estocagem (Figura 5).

Em relacio a estocagem, as amostras de ovos integrais frescos e
pasteurizados assim como as amostras de gemas frescas e pasteurizadas foram
estocada sob refrigeracédo, ou seja, a temperatura de aproximadamente 8 °C.
Ja as amostras de ovos integrais atomizados e liofilizados assim como as
amostras de gemas atomizadas e liofilizadas foram estocadas a temperatura

ambiente, ou seja, proxima a 28 °C.
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Amostras frescas e pasteurizadas - estocados sob refrigeracao (8 °C)

Amostras liofilizadas e atomizadas - estocadas a 28 °C

Figura 5: Planejamento experimental.

23



Materiol £ métodos

4.1.3- Equipamentos

Para as analises de TBARS foi utilizado um espectrofotéometro UV/VIS da
Milton Roy Company modeto 20D.

Para as analises de quantificagdo de acidos graxos foi utilizado um
cromatégrafo a gas Shimadzu 17A Class GC 10, equipado com detetor de
jonizagcao de chama e coluna capilar de silica fundida (Supelcowax 10), com
30m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno.

Para as analises de colesterol e 6xidos de colesterol, foi utilizado um
sistema de HPLC Shimadzu, modelo SCL-10A,», equipado com detetor de
fotodiodos (UV-VIS) SPD-M10ADyp, duas bombas LC-10ADy,» e injetor
automatico SIL-10ADyp. A coluna utilizada foi a de silica, p-Porasil de 30 x 0,39

cm, da marca Water Associates, com didmetro de poro de 10um.

4.2- METODOS

4.2.1- Processamentos - Pasteurizacdo, Atomizacdo e

Liofilizacao

A pasteurizagdo e a secagem por atomizagac ou spray-drying foram
realizadas na planta da indistria Ito - Avicultura Ind. e Com. 5.A., em

Diadema - SP, em condigdes industriais.

A liofilizacio ou freeze-drying foi realizada em nivel laboratorial, com
liofilizador da marca Edwards modelo L4KR 118 no Laboratério de Fisica
Industrial do Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica (FBT) da
FCF/USP.
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4.2.2- Determinacao do contetdo de agua (umidade)

Através da secagem da amostra em estufa a 105 °C, até peso constante,
segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).

4.2.3- Quantificacdo de acidos graxos

Inicialmente para a extracao lipidica foi utilizado o método
desenvolvido por FOLCH, LEES & STANLEY (1957). Nesse método, metanol
e cloroférmio sao utilizados para a extragao da fragao lipidica. Em seguida
foi utilizado o método desenvolvido por HARTMAN & LAGO (1973) para a
obtengao dos ésteres metilicos de acidos graxos. Nesse referido métedo é
utilizada uma solucao de esterificacao constituida de cloreto de améneo,
metanol e acido sulfurico concentrado. Os ésteres de acidos graxos foram
entdao extraidos com hexano e quantificados por cromatografia gasosa

(CG). As condi¢des da analise utilizada constam na Tabela 3.

Tabela 3: Condicoes de analise utilizada para a quantificacao de acidos graxos

Parémetro Condicao

“Programagio da temperatura da coluna  De 170 a 225 °C © Aquecimento a 1°C/min

Temperatura do vaporizador 250 °C
Temperatura do detetor 270 °C
Gas de arraste Hélio
Fluxo do gas de arraste 1 mL/min

Os ésteres de acidos graxos foram identificados por comparagao com os
tempos de retencao dos padrdes. Os cromatogramas dos padroes utilizados
para a identificacio dos acidos graxos das amostras sdo apresentados nas
Figuras 6a e 6b. Dos 37 acidos graxos, quinze foram identificados nas amostras

(Tabela 4).
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Tabela 4: Formula abreviada, nomenclatura e classificacio dos acidos graxos
fdentificados e quantificados

Classificaciio Férmula Nome
“saturados 14:0 Miristico
16:0 Palmitico
17:0 Margarico
18:0 Estearico
“Monoinsaturados 16:1 (0-7) Palmttoléico
17:1 Heptadecanoico
18:1 (0-9) Oléico
20:1 (0-9) Etcosendico
“Poliinsaturados  18:2 (-6) Linoléico
18:3 (w-3) y-Linolénico
18:3 (@-3) a-linolénico
18:4 (@-3) Octadecatetraendico
20:3 (@-6) Efcosatriendico
20:4 {0-6) Araquidénico
22:6 (@-3) Docosahexaendico
mv_lu‘f':;! 'a.n L-b
T
&1 il
K2
1|7 .
3 1l -
o g1 ~
i i > g el g ub :,° ?‘:'EF’ 22 o)
: s i i ;! :: g Eﬂ::?-*o jzzl =
S0 2 (]20s f8 0% Jlme e Lm
21 iy N <@ Sge 20 P
978 {8 298 z 08 4oz il
%‘ ' : g'
ﬂL; S LLJ_JLIL.. L—F e e
o B :
0 20 §0 €0

=in

Condigbes cromatogrificas: coluna Supelcowax 10 {30 x 0,39 cm; 10pm), gas de arraste
hélio; fluxo do gas de arraste 1,0 mL/min.

Figura 6a: Cromatograma dos padroes utilizados para identificacdo de acidos

graxos.
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Condigdes cromatograficas: coluna Supelcowax 10 (30 x 0,39 cm; 10pm), dgnas de arraste
hélio; fluxo do gas de arraste 1,0 mL/min.

Figura 6b: Cromatograma dos padrdes utilizados para identificacao de acidos

graxos.

4.2.4- Quantificacdo de colesterol e 6xidos de colesterol

Para a extragao lipidica foi utilizado 0 método desenvolvido por FOLCH,
LEES & STANLEY (1957) e adaptado por CSALLANY et al. (1989). O referido
método utiliza uma solucao de cloroformio:metanol na proporcac 2:1. O
extrato lipidico foi entdo submetido a saponificacao a frio (25-28 °C) durante
18 horas, utilizando-se uma solugao metandlica de KOH 1M, segundo método
desenvolvido por CHEN & CHEN (1994).

Apés a saponificagdo, a fase organica foi extraida com hexano. O
colesterol {colest-5-ene-3p-ol) e os seguintes produtos de sua oxidacao: 7-
cetocolesterol (3p-hidroxicolest-5-ene-7-one), 7a-hidroxicolesterol (colest-5-
ene-3p, 7a-diol), 7B-hidroxicolesterol (colest-5-ene-38, 78-diol) e 25-
hidroxicolesterol (colest-5-ene-3B, 25-diol), foram quantificados por HPLC,
conforme CSALLANY et al. (1989). As condigbes empregadas para o colesterol

e para cada Oxido constam na Tabela 5.
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O colesterol e os 6xidos de colesterol das amostras foram identificados
comparando-se os tempos de reten¢ao dos respectivos padrdes.

4.2.5- Determinagdo de lipides totais

Foi utilizado o método desenvolvido por FOLCH, LEES & STANLEY
(1957), que se baseia na extracao dos lipides totais com cloroférmio,
metanol e agua, seguida de quantificacao gravimétrica apds evaporacio do
solvente (cloroformio).

4,2.6- Quantificacdo de substincias reativas ao 4cido
tiobarbitarico - TBARS

Foi empregado 0 método de YYNCKE (1970). Apos a extracdo acida
(utilizando 4cido triclorcacético - TCA) das amostras, 0 acido
tiobarbitlrico reage com substincias resultantes da oxidagdo lipidica,
sendo o aldeido malénico o principal produto. A concentragdo do atdeido
maldnico foi quantificada utilizando um espectrofotdmetro UV/VIS a
538nm. A curva de calibragio foi construida com 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) (Tabeta 6).

Tabela 6: Curva de calibragao do TEP

Volume de TEP Volumede TCA Volume de TBA Concentracéo

o) (mL) (mL) (/5L
50 4,950 5,0 1,1

100 4,900 5,0 2,2

150 4,850 5,0 3,3

200 4,800 5,0 4,4

250 4,750 5,0 5,5

300 4,700 5,0 6,6

k3|
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4.2.7- Validacdo da metodologia de quantificac3o de colesterol
e Oxidos de colesterol

Para a validacao da metodologia utilizada foram considerados os
pardmetros precisao, recuperacio, limites de deteccao e quantificacao e
linearidade da curva de calibragio.

4,2,7.1- Precisdo
A precisao descreve o grau no qual um dado gerado pela replicata ou
medida repetitiva difere uma da outra. Foi calculada a partir de medidas
repetidas de uma mesma amostra (KEITH et al., 1983).

4.2.7.2- Recuperacao

Para o calculo da taxa de recuperacao do analito foi usado o método de
adicao de padrao (10ug para o colesterol e 2ug para o 7-cetocolesterot)
(KEITH et al., 1983).

4,2,7.3- Limites de Detec¢do e Quantificacao

O limite de deteccdo (LD) é definido como © nivel de concentracao
mais baixo que pode ser detectado sendo estatisticamente diferente do
branco. Para tanto, foram realizadas integragées do “ruido” de 10 leituras do
branco e entio considerando o valor de trés vezes o desvio-padrao, conforme
KEITH et al. (1983) e LONG & WINEFORDNER (1983).

O limite de quantificagdo (LQ) é definido como o nivel acima do qual
resultados quantitativos podem ser obtidos com um certo grau de confianca.
O LQ foi calculado como sendo 10 vezes o valor do desvio-padrao, de acordo
com KEITH et al. (1983) e LONG & WINEFORDNER (1983).

2



Material ¢ miétodos

4.2.7.4- Intervalo de Linearidade da Curva de Calibrac3o

Esse intervalo de linearidade foi verificado através do coeficiente de
correlacdo da curva de calibracao, construida pelo método da anilise de
regressdo, ap6s leitura dos valores de absorbancia (altura de pico) dos
padrées preparados por diluicbes sucessivas (FUNK, DAMMANN & DONNEVERT,
1995). As concentracdes utilizadas foram 5, 10, 15, 20, 25 pg/L para o

colesterol e 0,2; 0,4; 0,6 € 0,8 pg/L para os dxidos de colesterol.

4.2.8- Andlise estatistica

O planejamento experimental do presente trabalho (Figura 6) foi
repetido trés vezes. Esse nimero de repeticdes foi avaliado e considerado
adequado pelo Servico de Estatistica do Departamento de Estatistica do

Instituto de Matematica e Estatistica/USP.

Em relacao a andlise das variaveis ao longo da estocagem, esta foi
conduzida considerando-se os valores médios de todos os lotes. Foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Friedman ANOVA, apés verificacao da
homogeneidade das variancias através de analise grafica e teste de Levene,
adotando-se um valor alfa de 0,05 (Statistica v6, Stat Soft Inc., Tulsa, OK).

Para a comparacao entre dois grupos no mesmo tempo foi utilizado o
teste de Mann Whitney U, uma vez que a maior parte dos dados nao
apresentou distribuicdo normal, avaliada de acordo com o teste de Shapiro-
Wilk’s W, adotando-se um valor alfa de 0,05 (Statistica v6, Stat Soft Inc.,

Tulsa, OK).

A correlacdo entre as variaveis foi obtida considerando-se todos 0s

grupos em todos os tempos através de regressao linear (Statistica v6, Stat Soft
Inc., Tulsa, OK).
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5.1-VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO DE COLESTEROL E
OXIDOS DE COLESTEROL

Os baixos valores encontrados para o LD e LQ demonstraram sensibilidade
adequada do método utilizado nas analises de colesterol e 6xidos de colesterol e
a precisao indicou uma dispersac de 2 a 4% ao redor da média, considerada
aceitavel. Em relacao as curvas de calibracio construidas, os coeficientes
obtidos indicaram forte cormrelagdo nos intervalos estudados (Tabela 7). As
percentagens encontradas para a recuperacao do colesterol foram plenamente
satisfatorias. Em relacao ao 7-cetocolesterol, a recuperagio foi relativamente
mais baixa (Tabela 8).

Os oxidos de colesterol sio compostos guimicamente mais sensiveis e
requerem portantc maiores cuidados na sua quantificacdo, se comparadas ao
colesterol. Além disso, as quantidades encontradas em alimentos sdo muito
baixas e, consegiientemente, valores de recuperacao proximos de 100% nac sao
facilmente atingidos. Dentre os Oxidos de cotesterol estudados, o 7-
cetocolesterol é o mais sensivel em relacao a saponificagao (PARK et al., 1996).
Por essa razao, a recuperacac para a validacao da metodologia foi realizada com

esse oxido.

Na literatura, percentagens de recuperacdo bastante varidveis sao
relatadas. Alguns trabathos obtém percentagens préximas a 100%, enquanto

outros citam valores muito aquem.

CSALLANY e colaboradores (1989), quantificando os 6xidos de colesterol
no extrato lipidico de figado e misculo suino sem saponificacao obtiveram 88%

de recuperacao para o 7-cetocolesterol livre.
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PIE, SAPHIS, SEILLAN (1990) avaliaram o conteudo de oxidos de colesterol
em manteiga, ovos e massas amanteigadas utilizando cromatografo a gas
acoplado a um espectrometro de massa (CG-MS). A recuperacao, realizada
apenas na manteiga foi de 103,5% para o 7-cetocolesterol. CHEN & CHEN (1994)
e GRANELLI e colaboradores (1996) também relataram valores proximos a 100%,
ou seja, 108,9 e 104%, respectivamente.

Em um trabalho realizade com produtos cameos BAGGIO & BRAGAGNOLO

(2004) obtiveram 91,15% de recuperagao de 7-cetocolesterol em amostras de

peito de peru.

Valores mais baixos foram encontrados por LAl, GRAY, ZABIK (1995),
IBRAHIM, UNKLESBAY, PURI (1990), UBHAYASEKERA et al. (2004) e VAN DE
BOVENKAMP, KOSMEIJER-SCHUIL, KATAN (1988). Nos dois primeiros trabalhos
foram obtidos valores proximos a 80%, ou seja, 84,2 e 80% de recuperacdo.
UBHAYASEKERA et al. (2004) apresentaram percentagem de recuperacao
variando de 61,6% a 80,6%, dependendo da quantidade de padréc utilizada. Ja
VAN DE BOVENKAMP, KOSMEIJER-SCHUIL, KATAN (1988) relataram percentagens
de recupera¢ao bastante baixas, ou seja, 11-40%.

DUTTA e colaboradores (1999) realizaram um estudo interlaboratorial. Ao
compararem valores de Oxidos de colesterol de uma mesma amostra analisada
por diferentes laboratérios, observaram que os resultados eram divergentes.
Baseando-se nesses resultados, concluiu-se que a analise de oxidos de colesterol
é bastante complexa devido as baixas concentracbes encontradas em amostras

biologicas.
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Tabela 7: Limite de Detec¢do (LD), Limite de Quantificacio (LQ), Precisdo e
Linearidade das curvas de calibragio do colesterol e oOxidos de

colesterol

LQ (s)

T T P PO T W

Padrao LD (g) Precisfo* R?
Colesterol 1,09 x 10° 3,62 x 10°® 9,8740,25 (2,49%) 0,98
7-cetocolesterol 2,02x10° | 6,73x10° | 0,036+0,0017 (4,76%) 0,99
7p-hidroxicolesterol | 6,90 x 10 2,30 x 107 12,60+1,48 (11,75%) 0,99
7a-hidroxicolesterol | 3,11 x 10°® 1,03 x 107 8,20+0,98 (11,95) 0,99
6,67 x 10? 2,22 x 10° 0,99

25-hidroxicolesterol

15,58+1,13 (7, 25%)

Curva de calrbrag:ao do colesterol (5 25 pglg) e 7—cetocolesterol (0 2-0,8 pg/g)
*MédiatDP (Coeficiente de variacdo)

Tabela 8: Percentagem de recuperacaoc de colesterol e 7-cetocotesterol

adicionados ao ovo

m_]— Colesterol (%)

7—cetocolesterol (%)

101,36 + 3,53

Média + DP ,
v

3,48

, 69,86 + 4,48
___ _6,41

DP = Desvio-padrao; CY = coeficiente de variagcao

5.2- CONTEUDO DE AGUA - UMIDADE

As percentagens de umidade encontradas para as amostras de ovo e gema
frescas (Tabelas 9 e 10) estdo de acordo com a literatura. TORRES e
colaboradores (2000) encontraram 76,77% em ovo fresco e 50,69% em gema
fresca. PIRONEN, TOIVO & LAMPI (2002) relataram 76,1% para ovo fresco. As

amostras frescas ndo apresentaram diferencas quando comparadas as amostras

pasteurizadas e de colesterol reduzido (p> 0,03).
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Em relagao as amostras desidratadas por atomizagdo (Tabelas 9 e 10) os
valores encontrados foram menores do que os 4% citados em literatura
(FCF/USP, 2003). Essas diferencas sao aceitaveis pois os parametros utilizados na
secagem influenciam diretamente na umidade do produto final. Ja4 para as
amostras desidratadas por liofilizacao observaram-se valores menores. A
liofilizagcao @ um processo bastante caro portanto utilizado comercialmente para
a desidratagdo de alguns poucos alimentos como por exemplo vegetais e carnes
utilizados em sopas instantineas. Na literatura consultada ndo foram
encontrados valores de umidade em amostras de ovos ou gemas lioflizadas para
comparagao.

Tabela 9: Umidade* em amostras de ovos e produtos derivados estocados

Amostra Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia90 __ D180

Lote1  Fresco 76,520,1  eeeeees emenees 76,140,0 76 MDD ceeeeeer  neeeeee
Pasteurizado  77,000,1  T76,80,2 T6,E0,2  eemeeeems  eeeeeem s roeeee
Atomizado 2,880,]  ceeee eemee v e 2,680,1  2,410,0
Liofilizado 0,510,1 0,8100  0,8:0,0
Col Red X R — 75,400 TS0 e e

lote2  Fresco 75,540,0  eoeees e 74,4402  TATH0,0  eeeeer eeeeees
Pasteurlzado  76,5:0,0  76,580,3 T6,240,1  ewveesem e seeeees e
Atomizado 2,80,0 e e 2,404  2,740,1
Liofilizado 0,1 eereeen eenemen s weses 1,240,3  1,240,2
Col Red 76,440,2 - e 76,3102 76,210,0

Lote3  Fresco 76,5£0,0 e meeeere 76,140,1  76,940,0  meeeeess eeeea
Pasteurizado  76,5:01  76,410,0 76,2401  --eee  weeeece -
Atomizado 220,20  eemeemm e e e 2,840,0  3,8i0,1
Liofiltzado 1,940,0  eeeeeem weems e e 1,940,0  1,940,1
Col Red 76,240,1 - 75,8801  75,30,0  cewees e

*Valores em % (MédiatDP)
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5.4- COLESTEROL

As concentragées de colesterol encontradas em ovo, gema e seus produtos
derivados foram apresentados na Tabela 14 e nas Figuras 11 a 19.

Em amostras de ovo fresco e gema fresca foram verificadas concentragées
de 236,9 a 332,5 mg e 734,5 a 880,3 mg de colesterol/100 g, respectivamente.

Em ovos integrais frescos PIIRONEN, TOIVO, LAMPI (2002) observaram 361
a 370 mg de colesterol/100 g. Niveis semelhantes foram encontrados por
BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA (2003), ou seja, 350 a 370 mg/100 g. KING
(1995) citou valores entre 250 e 400 mg/100 g, enquanto BEYER (1989), JIANG
(1991) e SARANTINOS (1993) relataram niveis em tomo de 310 a 405 mg/100g.
Quantidades superiores, de 404 a 431 mg/100 g foram encontradas por
MARSIGLIA et al. (1994). Para amostras de gema fresca HUBBARD e
colaboradores (1977) relataram 1012 mg/100 g. Concentracoes semelhantes
foram relatadas por PASIN, SMITH; O’MAHONY (1998) e ELSWYK, SXCHAKE,
HARGIS (1991).

Para as amostras frescas (ovos e gemas) pode-se dizer que, de forma geral

os valores foram menores do que os relatados em literatura.

Em ovos desidratados, BAILEY (1996) relatou 1918 mg de colesterol /100 g.
PIE, SPAHIS & SEILLAN (1990) encontraram valores um pouco menores, ou seja,
1330 e 1401 mg/100 g. Concentragdes bastante préximas foram relatadas por
NOGUEIRA & BRAGAGNOLO (1998), ou seja, 1410 a 1573 mg/100 g. Valores
menores, 928,9 e 1110 mg/100 g foram citados por SARANTINOS, ODEA &
SINCLAIR (1993). Os dados apresentados na Tabela 11 estao de acordo com os

relatados em literatura.
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Em relagdo as amostras de ovo com teor reduzido de colesterol nio foi
observada diferenca significativa (p> 0,05) com as de ovo comum. Reducdes
reais e significativas de cotesterol (em tormo de 20%) nao foram atingidas.
Atualmente a comercializa¢ao desse tipo de ovo esta suspensa por falta de
comprovacao cientifica (BRASIL, 2003).

Em um trabalho realizado por MOURTHE & MARTINS (2002) com ovos
comercializados em Belo Horizonte/MG, ¢ mesmo comportamento pode ser
observado, ou seja, nao houve diferenca entre os niveis de colesterol dos ovos
enriquecidos com acidos graxos PUFA e o5 ovos comuns. MENDONCA-JUNIOR e
colaboradores (2000) fomeceram as galinhas poedeiras racao acrescida de oleo
de peixe rico em PUFA, e ndo constataram qualquer efeito sobre o colesterol.
GRUNE e colaboradores (2001) em estudo semelhante chegaram a mesma
conclusdo. Além disso, os pesquisadores observaram que era necessario adicionar
uma concentracao relativamente alta de antioxidante (vitamina E) a racdo, para
evitar a oxidacdo lipidica favorecida pela adicio de dacidos graxos

poliinsaturados.

De acordo com as Figuras 12 a 20 aparentemente houve tendéncia de
diminuicao do teor de colesterol ao longo do tempo estudado. Cabe lembrar que
os dias das analises das diferentes amostras estdo relacionados com sua vida-de-
prateleira. Uma provavel diminuicdo dos teores de colesterol poderia ocorrer
pois as amostras foram estocadas simulando-se as condi¢Ges reais, ou seja, as
amostras frescas e pasteurizadas foram mantidas sob refrigeracdo (em tomo de
8 °C) e as amostras desidratadas, em temperatura ambiente (em tomo de 28
°C). Nessas condi¢des, fatores predisponentes da oxidagao do colesterol como o
oxigénio, a luz e a temperatura acarretariam na oxida¢do do colesterol como é

demonstrado na literatura.
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Alguns trabalhos mostram essa mesma tendéncia de aumento nas
concentracdes de dxidos de colesterol ao longo da estocagem. NOUROOZ-ZADEH
& APPELQYVIST (1987) quantificaram os oxidos de colesterot (7-cetocolesterol, o
7o~ e 7B-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol) em ovos frescos e gemas
liofilizadas e atomizadas. As amostras frescas e liofilizadas foram analisadas
apenas no tempo zero, ou seja, nao foram estocadas. Em ambas nao foi
observada a presenc¢a de Oxidos de colesterol. Nas amostras de gema atomizada
os Oxidos de colesterol foram detectados a partir do més 6 ou 180 dias de
estocagem, a 4 °C. Nessa ocasido, para o0 somatorio dos éxidos quantificados foi
observada uma concentracao de 1 ug/g. Apds 12 meses de estocagem esse valor
aumentou para 2,5 ug/g.

LAl e colaboradores (1995) avaliaram a influéncia da estocagem na
formacao de oxidos de cotesterol em ovos desidratados. Os Oxidos quantificados
foram o 7-cetocolesterol, © 7a- e 7f-hidroxicolesterol, 0 a- e pB-
colesterolepdxido, expressos como somatorio (ZCOPS). No inicio da estocagem,
ou seja, no tempo zero, os autores encontraram 8,57 pg/g. Apés 3 meses de

estocagem, o ZCOPS aumentou para 28,97 ug/g e apos 6 meses para 42,54 ng/g.

Em 1996, LAl e colaboradores realizaram outro estudo bastante
semelhante. Os mesmos Oxidos de colesterol foram quantificados também em
amostras de ovo desidratado agora estocadas por 4 meses. No inicio da
estocagem ©s autores encontraram 7,5 pg/g e apés 2 meses 15,66 ug/g,
chegando a 23,91 ng/g depois de 4 meses (LA! et al., 1996a,b).

BRINKERHOFF e colaboradores (2002) estudaram o efeito do uso de
antioxidantes na oxidacdo de colesterol de gemas desidratadas. Os Oxidos de
colesterol quantificados foram os mesmos do presente trabalho, ou seja, 7-

cetocolesterol, 7a- e 7B-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol, expressos como
somatorio (ZCOPS). Para as amostras controle, ou seja, aquelas que nao
BIBLIOTECA
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sofreram adicdo de antioxidantes, os autores relataram 9,7 ug/g aumentando

para 902 ng/g apds 36 meses de estocagem a temperatura ambiente.

DU & AHN (2000) avatiaram a influéncia da embalagem na formacio de
dxidos de colesterol em amostras de gema ao longo da estocagem. Aqui também
foram quantificados os mesmos oxidos do presente trabatho, expressos como
ZCOPS. No dia inicial da estocagem, os autores quantificaram 33 ug/g, apos 90

dias esse valor aumentou para 787 ng/g.

GALOBART e colaboradores (2002) avaliaram o aumento da concentragao
de éxidos de colesterol em ovos desidratados. Os ovos foram obtidos de galinhas
alimentadas com dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados. No inicio da
estocagem o ZCOPS foi de 18,11 ug/g. Apos 6 meses, esse valor aumentou para

34,71 ug/q, atingindo o valor de 39,34 ug/g depois de 12 meses de estocagem.

Alguns trabalhos na literatura relatam diminuicdo da concentragao de
Oxidos de colesterol ao longo da estocagem. Em algumas amostras estudadas no

presente trabalho, aparentemente esse comportamento também foi observado.

FONTANA e colaboradores (1993} compararam condi¢des diferentes de
estocagem. O valor encontrado em ovo desidratado por atomizacao, estocado
por trés meses a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foi de 3,1 ug/g para
o 7-cetocolesterol, aumentando para 4 ug/g apos oito meses. Para amostras
estocadas a temperatura ambiente e sem a preocupagao com a luz, o valor
citado foi de 4,3 pg/g no terceiro més caindo para 3,9 ng/g no oitavo més.
Quando os ovos atomizados foram estocados a -20°C, foi observada uma
concentracao de 3,5 pg/g no terceiro més e 2,2 ug/g no oitavo més de

estocagem.
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Resudtados ¢ disaussio

Na Tabela 16 sdo relatados os valores de TBARS encontrados para as
amostras de ovo. Pode-se notar que valores relativamente baixos foram
encontrados para as amostras frescas, seguidas pelas amostras pasteurizadas,
tiofilizadas e atomizadas. As amostras frescas e atomizadas apresentaram
valores estatisticamente diferentes (p< 0,05), assim como as amostras frescas e
liofilizadas, apontando a influéncia desses dois processamentos na oxidagao.

Ainda observando a Tabela 16 pode-se dizer que no inicio da estocagem,
as amostras ndo apresentaram oxidacao lipidica significativa, ja que nao foi
detectada a formacao de malondaldeido. A exce¢do foi em relagao a amostra
atomizada. Este fato parece coerente, ja que esse processamento utiliza
relativamente altas temperaturas, estando portanto mais sujeitas a provocar a
oxidacdo. Ja para as amostras de gema fresca e processada observaram-se
vatores relativamente maiores (Tabela 17). KANG et al (2001) relataram a
presenca de 0,3 mg MA/kg em ovos integrais frescos. AYMOND & VAN ELSWYK
(1995) e YANG & CHEN (2001) também obtiveram resultados superiores, 0,6 mg
MA/kg e 1,99 mg MA/kg, respectivamente. Porém, GALOBART et al. (2001)
relataram valores bem menores, em tomo de 0,03 mg MA/kg.

Em relagio a estocagem, apds andlise estatistica observou-se que a

concentracdo de TBARS nao apresentou diferenca significativa ao longo do
tempo (p> 0,05) (Figura 33).
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Rensdtados ¢ discusde

Tabela 18: Percentagens de area de 4cidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados de ovos e gemas
"Anmll:rl_rml-:stocagem ove GEMA
L (Dhas) SAT _MONO POLI SAT MONO POLI
Fresco 0 36,9010,09 44,3610,07 15,7210,03 33,1140,02 48,7140,03 14,45:0,01
15 36,8910,02 45,0410,04 14,9540,01 32,9740,08 48,1240,19 15,1510,44
30 37,5910,02 42,50+0,04 16,8610,02 32,940,07 48,0410,25 15,1940,42
Pasteurizado 0 35,7410,14 45,2410,22 15,9740,06 32,5810,46 45,1240,21 15,9310,19
3 35,9610,14 45,0010 15,8740,11 35,9440 45,0840,01 15,8210,03
7 35,9310,03 44,9810,02 16,0340,05 35,9310,03 45,0910,01 15,7940,01
Col Red 0 33,6310,05 47,3240,03 16,38:0,08
15 33,4910,01 47,1740,04 16,6540,04
3o 33,5740,05 47,3110,04 16,3240,08
Atomizado o 35,4510,17 43,5310,23 17,6240,19 35,7310,15 43,87:022 17,5440,04
35,5210,06 44,1310,11 17,4610,12 35,6410,03 43,8110,05 17,6410,11
180 36,1810,01 45,6740,05 15,25:0,01 36,0740,09 46,0040  14,9310,07
Lioftzado 0 36,9310,05 46,1010,07 13,6240,06 35,9410,03 45,1010,02 15,78+0,02
90 36,8240,10 46,3140,01 13,6510,11 35,9840  45,1110,01 15,8210,02
180 36,93:0,02 46,5310,01 13,35:0,15 35,9130,02 45,1410 15,790

- .J—_...—:

As percentagens de drea dos acidos graxos saturados e monoinsaturados

encontradas no presente trabalho para ovos frescos estao de acordo com os
valores relatados por CHERIAN, HOLSONBAKE, GOEGER (2002), ou seja, 35,2% de
acidos graxos saturados, 45,8% de monoinsaturados e 18,9% de poliinsaturados.

Embora muitos trabalhos relatem o aumento da concentracdo de acidos

graxos poliinsaturados através de sua adicdo a dieta das galinhas poedeiras, no
presente trabalho aparentemente nao foi observada diferenca no perfil de
acidos graxos das amostras de ovo comum (aqui denominadas de ovo integrat

fresco) e ovo enriquecido com acidos graxos o-3 (aqui denominado de ovo com

colesterol reduzido). Analisando os resultados obtidos para as referidas amostras

(Tabela 18) pode-se observar que ndo ha diferenga significativa (p> 0,05) no

perfil de acidos graxos das mesmas.
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Resultados e disassdo

Em um trabalho, BAUCELLS e colaboradores (2000) utilizaram varios oleos
de diferentes composicées e avaliaram a incorporagao de diferentes acidos
graxos poliinsaturados em ovos. Os pesquisadores também ndo obtiveram
diferencas no perfil de acidos graxos, embora tenham encontrado diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05).

Em relagao ao processamento, os valores observados nao apresentaram
diferencas significativas (p> 0,05), ou seja, o processamento aparentemente nao
influenciou a estabilidade dos acidos graxos presentes no ovo.

Observa-se que ao longo da estocagem nao houve variagao significativa do
perfil de acidos graxos das amostras de ovo e gema frescos e processados. Esse
fato também foi constatado por GUARDIOLA e colaboradores (1995b) que
trabalharam com ovos desidratados por atomizagao. Os referidos autores nao
observaram diferencas significativas no perfil de acidos graxos de amostras de
ovo congeladas, amostras atomizadas e estocadas durante 8,5 meses e 10 meses.
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e e o

CONCLUSOES



As percentagens de umidade e lipides totais de ovo integral e gema
frescos e estocados observados no presente trabalho estdao coerentes com os
valores relatados na literatura;

As concentragbes de colesterol e oxidos de colesterol encontradas no
presente trabalho também estdo coerentes com os valores relatados na
literatura;

Em relacao aos processamentos utilizados para o ovo integral e para a
gema, a atomizacao e a liofilizacdo tiveram influencia na formacao de oxidos

de colesterol;

A estocagem das amostras de ovo integral e gema durante os
respectivos prazos de validade nao influenciou a formagdo de oxidos de
colesterol;

A pasteurizacao e a atomizacdo influenciaram a estabilidade oxidativa,
representada pela maior foormagao de TBARS porém, considerando-se o perfil

de acidos graxos, nenhum processamento teve influéncia significativa;

A estocagem também nao influenciou significativamente a estabilidade

oxidativa dos acidos graxos insaturados.
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