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RESUMO GERAL

Um novo método foi desenvolvido para determinacdo simultdnea de
colesterol e 6xidos de colesterol em ovos, utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detectores ultra violeta (UV) e indice de refracédo
(IR). A quantificag&o foi realizada por padroniza¢ao externa e a confirmacao do
colesterol e dos Oxidos de colesterol foi feita com cromatégrafo liquido com
interface de ionizacdo quimica a pressao atmosférica e espectro de massas
(APCI-MS). Através de planejamentos fatoriais completos com pontos centrais
foram definidas as melhores condigdes de saponificagdo das amostras e
extracdo da matéria insaponificavel. Nas condicées cromatogréficas utilizadas,
foram separados o colesterol e os seguintes oxidos: 19-hidroxicolesterol (19-
OH), 20o-hidroxicolesterol (20a-OH), 22(R)-hidroxicolesterol (22(R)-OH),
24(S)-hidroxicolesterol (24(S)-OH), 22(S)-hidroxicolesterol (22(S)-OH), 25-OH,
7-ceto, 7B-OH, 7a-OH, 5,6a-epoxi, 5,6B-epoxi e triol. O método proposto
mostrou ter alta sensibilidade e precisdo, com recuperagdes de colesterol
variando de 92 a 102% e dos 6xidos de colesterol de 93 a 96%. Os LD
encontrados para os Oxidos de colesterol variaram de 0,002 a 0,079 ug/g e
para o colesterol o LD foi de 0,026 ng/g. Os LQ encontrados para os éxidos de
colesterol variaram de 0,002 a 0,042 pg/g e para o colesterol o LQ foi de 0,088
ng/g. O teor de colesterol do material de referéncia certificado foi de 19,0 £ 0,2
mg/g de gema, sendo igual ao valor referido no material.

Foi realizado um estudo comparativo entre a extracdo de lipidios
segundo Folch et al. (1957) seguido do preparo dos ésteres metilicos de
acordo com Joseph e Ackman (1992) através da saponificacdo e metilacao
com trifluoreto de boro em metanol e a metilagao direta da amostra segundo
WANG et al. (2000). O método da extragao de lipidios seguido de esterificagdo
apresentou os melhores resultados de exatidao e precisédo e foi validado

utilizando material de referéncia certificado de ovo em pd (SRM 8415).
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O teor de colesterol, 6xidos de colesterol, lipidios totais e acidos graxos
foram determinados em amostras de ovo em pd, ovos enriquecidos com
6mega 3 e ovos comuns. Duas marcas comerciais de ovo em pd foram
armazenadas a 25 * 2°C no escuro e analisadas no tempo zero e
mensalmente até os seus prazos de validade de 6 e 12 meses,
respectivamente. Dois lotes de ovos eriquecidos com émega 3 e ovos comuns
foram armazenados a 25 + 2°C no escuro e a 5 + 1°C na geladeira, por 45 e 21
dias, respectivamente. As amostras foram analisadas no tempo zero e a cada
15 dias. Em cada tempo e nos tipos de armazenamento, foram analisados 36
ovos que foram divididos em 3 partes. Uma das partes (12 ovos) foi analisada
na forma crua e as outras duas foram submetidas a dois tipos de tratamentos
térmicos, cozimento e fritura. Em todas as amostras o teor de colesterol nao foi
reduzido durante os tempos de estocagem. Nos ovos enriquecidos com émega
3 e nos ovos comuns 0 menor teor de colesterol foi observado nos ovos que
foram fritos.

Nas amostras de ovo em pé foram identificados 5 6xidos: 7-ceto, 73-OH,
70-OH, 5,6a-epoxi e 5,6B-epoxi, 0os quais elevaram-se durante o periodo de
estocagem. Nos ovos enriquecidos com dmega 3 € nos ovos comuns foram
identificados 3 o6xidos: 7-ceto, 7B-OH e 7a-OH, cujas concentragdes foram
maiores nos ovos que foram fritos. Nos tempos de estocagem, o
comportamento destes 6xidos foi diferente entre os tipos de ovos. Nos ovos
enriquecidos com dmega 3, as concentragdes dos 6xidos de colesterol 7-ceto
e 7a-OH elevaram-se durante o periodo de armazenamento. Por outro lado, o
teor de 7B-OH foi reduzido no tempo 1 nas amostras cozidas e cruas e nas
fritas houve aumento durante o tempo de estocagem. Nos ovos comuns, o teor
de 7-ceto aumentou do tempo zero até o tempo 1 e depois foi reduzido até o
tempo final tanto nas amostras cruas como nas que receberam tratamentos
térmicos. Para o 7B-OH houve aumento do tempo zero até o tempo 2 e
manteve-se constante até o final do armazenamento. Para o 7a-OH o aumento

foi do tempo zero até o tempo 1 e posteriormente foi reduzido.
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As diferentes condicbes de armazenamento, tanto nos ovos
enriguecidos com dmega 3 como nos ovos comuns, somente influenciaram o
oxido 7-ceto, que foi maior nos ovos que foram armazenados a 25°C.

No ovo em po, o teor de lipidios totais foi de 35 g/100g, permanecendo
constante durante o periodo de estocagem. Nos ovos enriquecidos com dmega
3 e nos ovos comuns, os lipidios totais foram reduzidos nos ovos que sofreram
fritura.

Os principais acidos graxos determinados em todas as amostras foram:
C14:0, C16:0, C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6, C20:4 n6 e C18:3 n3. Em
adicao, o C22:6 n3 e o C18:1 n9 trans foram principais nos ovos enriquecidos
com dmega 3 e nos ovos em po, respectivamente. Em todas as amostras a
estocagem ocasionou reducao dos acidos graxos insaturados, evidenciando
que ocorreu oxidagao lipidica com producéo de radicais livres que devem ter
contribuido para o aumento dos 6xidos de colesterol. Nos ovos enriquecidos
com dmega 3 e nos ovos comuns, os tratamentos térmicos, especialmente a

fritura, reduziu a concentracao de acidos graxos insaturados.

Palavras-chaves: acidos graxos, colesterol, 6xidos de colesterol, ovos.
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GENERAL SUMMARY

A new method was determined for the simultaneous determination of
cholesterol and cholesterol oxides in eggs, using high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultra-violet (UV) and refractive index (RI)
detectors. External standardisation was used for quantification and the
cholesterol and cholesterol oxides were confirmed by liquid chromatography
interfaced to atmospheric pressure chemical ionisation coupled to mass
spectrometry (APCI-MS). The best conditions for sample saponification and
extraction of the non-saponifiable matter were defined using complete factorial
designs with central points. Under the chromatographic conditions used,
cholesterol was separated from the following oxides: 19-hydroxycholesterol
(19-OH), 20a-hydroxycholesterol (20a-OH), 22(R)-hydroxycholesterol (22(R)-
OH), 24(S)-hydroxycholesterol (24(S)-OH), 22(S)-hydroxycholesterol (22(S)-
OH), 25-OH, 7-keto, 7B-OH, 7a-OH, 5,6a-epoxy, 5,6B-epoxy and triol. The
proposed method was shown to be higly sensitive and precise, with recovery of
cholesterol from 92 to 102% and of cholesterol oxides from 93 to 96%. The DL
found for the cholesterol oxides varied from 0.002 to 0.079 ug/g and for
cholesterol it was 0.026 pg/g. The QL values encountered were from 0.002 to
0.042 ng/g for the cholesterol oxides and 0.088 ug/g for cholesterol. The
cholesterol content determined for the certified reference material was 19.0 +
0.2 mg/g of egg yolk, identical to the value declared on the certificate.

A comparative study was carried out between the method of lipid
extraction according to Folch et al. (1957) followed by methyl ester preparation
according to Joseph & Ackman (1992) by saponification and methylation with
boron trifluoride, and the method of direct methylation according to Wang et al.
(2000). The method of lipid extraction followed by esterification presented more
precise and exact results and was thus validated using the certified powdered

egg reference material (SRM 8415).
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The cholesterol, cholesterol oxide, total lipid and fatty acid contents were
determined in samples of egg powder, eggs enriched with omega 3 and normal
eggs. Two commercial brands of egg powder were stored at 25 + 2°C in the
dark and analysed at zero time and subsequently every month during the
period of their shelf lives (6 and 12 months, respectively). Two batches of eggs
enriched with omega 3 and normal eggs were stored in the dark at 25 + 2°C
and at 5 = 1°C in the refrigerator, for 45 and 21 days respectively. The samples
were analysed at zero time and at 3 further periods during storage. At each
time, for each type of storage, 36 eggs were analysed, divided into 3 parts. One
of the parts (12 eggs) was analysed raw and the other two were submitted to
two types of heat treatment, boiling and frying. The cholesterol content did not
decrease in any of the samples during storage. In both the eggs enriched with
omega 3 and the normal eggs, the lowest cholesterol contents were observed
in the fried eggs.

Five oxides were identified in the powdered eggs: 7-keto, 7p3-OH, 7a-
OH, 5,6a-epoxy and 5,6B-epoxy, and their contents increased during storage.
Three oxides were identified in the eggs enriched with omega 3 and the normal
eggs: 7-keto, 78-OH and 7a-OH, their concentrations being higher in the fried
eggs. During storage the behaviour of the oxides varied according to the type of
egg. In the eggs enriched with omega 3, the concentrations of the oxides 7-keto
and 7a-OH increased during storage. On the other hand, the 7-OH content
decreased up to time 1 in the cooked and raw samples but increased during
storage in the fried samples. In normal eggs, the 7-keto content increased from
zero to time 1 and then reduced up to the end of storage in both the raw and
heat-treated samples. For 73-OH, the content increased from zero to time 2
and then remained constant. For 7a-OH, the increase was from zero to time 1,
subsequently decreasing.

In both the normal eggs and those enriched with omega 3 the different
storage conditions only influenced the oxide 7-keto, which was greater in eggs
stored at 25°C.
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In egg powder, the total lipid content was 35 g/100g and remained
constant during the storage period. In the eggs enriched with omega 3 and the
normal eggs, the total lipid contents decreased in the fried eggs.

The principal fatty acids determined in all the samples were: C14:0,
C16:0, C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6, C20:4 n6 and C18:3 n3. In
addition, C22:6 n3 and C18:1 n9 trans were principal components in the eggs
enriched with omega 3 and the egg powder respectively. In all samples the
unsaturated fatty acid contents decreased during storage, evidence that lipid
oxidation had occurred with the production of free radicals which contributed to
the increase in cholesterol oxides. In the eggs enriched with omega 3 and the
normal eggs, the heat treatments, specifically frying, reduced the unsaturated

fatty acid concentrations.

Keywords: cholesterol, cholesterol oxides, eggs, fatty acids.
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INTODUCAO GERAL

O ovo é um alimento que apresenta proteina de alto valor biolégico,
vitaminas e minerais. Por outro lado, o teor de colesterol do ovo por ser
elevado resultou em acentuada diminuigdo do seu consumo per capita nas
Ultimas décadas, principalmente pela associagdo do colesterol com o
desenvolvimento de enfermidades cardiovasculares (SIM, 1998). Atualmente,
estudos demonstram que sdo os produtos da oxidagdo do colesterol que
participam diretamente no processo de aterogénese (BROWN et al., 1997;
STAPRANS et al., 1998; GARCIA-CRUSET et al., 2001).

O colesterol € susceptivel a oxidacao por conter uma insaturagdo em sua
estrutura quimica. A oxidacado do colesterol em alimentos ocorre através do
processo de autooxidagdo que envolve reagées em cadeia com a formacao de
radicais livres de forma semelhante com que ocorre a oxidagdo de lipidios
insaturados (SMITH, 1996). Durante o processamento e o armazenamento de
alimentos, a presencga de calor, luz, oxigénio, baixa atividade de agua e de
acidos graxos insaturados pode desencadear a oxidagcdo do colesterol
(PANGIANGVAIT, 1995; DIONISI et al., 1998).

As altas temperaturas utilizadas no preparo doméstico dos ovos como o
cozimento e fritura, assim como o processamento dos ovos por “spray-dryer” o
qual resulta no ovo em péd, bastante utilizado pela industria de massas e
produtos de panificacdo, é sem duvida um dos principais fatores que contribui
para formacgao de éxidos de colesterol (GUARDIOLA et al., 1995; GUARDIOLA
et al.,, 1997). Em adigcédo, no processo de “spray-dryer”’ as altas temperaturas
utilizadas ocorrem através do aquecimento do ar pela combustdo de gas, no
qual, sdo produzidos 6xidos de nitrogénio que atuam como catalisadores da
transformacéao dos acidos graxos insaturados cis em acidos graxos insaturados
trans (WHEELER, 1980). O consumo de acidos graxos trans representa um
fator de risco a aterosclerose, porque aumenta o LDL-colesterol e Lp(a)
sanguineo (CLEVIDENCE et al., 1997; OH et al., 2005) e reduz o teor de HDL-
colesterol (SUBBASIAH et al., 1998; ASCHERIO et al., 1999). Soma-se ao fato



que os acidos graxos insaturados presentes nos ovos sdo compostos que
apresentam baixa estabilidade oxidativa, podendo originar radicais livres
durante o preparo térmico ou estocagem que aceleram a formagao dos éxidos
de colesterol. Segundo WASOWICZ (2003) o colesterol estd sujeito a
oxidacgao, inicialmente, pela acao de hidroperoxidos originados da oxidacao de
acidos graxos poliinsaturados.

Os oOxidos de colesterol mais freqlientemente encontrados em alimentos
sao o 7-cetocolesterol, 7o e 7B-hidroxicolesterol, 5,6a € 5,6B-epoxicolesterol,
20a-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e triol (TAI, 1999).

Estudos recentes, além de referir os 6xidos de colesterol como sendo
aterogénicos, também os consideram como sendo citotoxicos (BEST et al.,
1998), imunossupressores (OSADA et al., 2000) e carcindégenicos (YAMASAKI
et al.,1999). Além disso, sédo inibidores da sintese enddgena de colesterol e
estdo relacionados com o desenvolvimento de doencas degenerativas como o
mal de Alzheimer (KOLSCH et al., 1999; LUTJOHANN et al., 2000) e catarata
(GIRAO et al., 1998).

Desta forma, € importante considerar que a oxidacao lipidica € uma das
principais reagcdées que ocorrem durante o aquecimento e estocagem dos
alimentos, que além de ocasionar perdas do seu valor nutricional, produzem
compostos que causam danos a saude. Na literatura encontram-se poucos
trabalhos que relacionam o colesterol, lipidios totais e acidos graxos dos ovos
com a formacgédo de éxidos de colesterol durante o armazenamento e através
do preparo térmico rotineiramente utilizado como o cozimento e fritura. Em
adicdo, é necessario o desenvolvimento de pesquisas sobre as alteracdes
ocorridas nos teores de acidos graxos, durante o processamento e estocagem
destes alimentos e a correlacdo das alteragcées ocorridas com a formacao de
oxidos de colesterol. Apesar dos efeitos prejudiciais causados a saude com o
consumo de alimentos contendo 6xidos de colesterol e &cidos graxos trans,
merecem atencado especial as técnicas de processamento e estocagem de
alimentos ricos em colesterol e lipidios, visando minimizar a produgdo dos

mesmos em alimentos.



Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram: (1) otimizar e
validar metodologia para a determinacao simultanea de colesterol e 6xidos de
colesterol em ovos, (2) realizar estudo comparativo entre métodos e validar
método para determinacao de acidos graxos em ovos, (3) verificar o efeito do
processamento térmico e tempo de estocagem na formacdo de Oxidos de
colesterol e na alteracao da composicao de acidos graxos em 0Ovos comuns,

ovos enriguecidos com édmega-3 e ovo em po.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

OVOS: MECANISMOS QUE ENVOLVEM A OXIDACAO DE
ACIDOS GRAXOS E COLESTEROL E IMPLICAGCOES DE SEUS
PRODUTOS DE OXIDACAO



RESUMO

O colesterol esta presente em todos os produtos de origem animal e o
ovo € um dos alimentos que possui maior teor de colesterol, cuja estrutura
quimica possui uma ligagédo insaturada e, portanto, esta sujeito a oxidagéao. O
ovo possui também alto teor de &cidos graxos poliinsaturados, compostos
extremamente suscetiveis a oxidacao, originando principalmente radicais livres
que promovem a formagao dos 6xidos de colesterol. Além disso, as condigdes
de processamento e estocagem dos ovos também podem contribuir para a
degradacao do colesterol e dos acidos graxos.

1. INTRODUCAO

O ovo é um alimento que contém proteina de alta digestibilidade e um
perfil de aminoacidos essenciais que equivale ao balanco ideal de
amionodcidos diariamente necessarios para o homem (SURAI & SPARKS,
2001). Em um ovo, aproximadamente 5% sao de colesterol livre e 1%
corresponde ao colesterol na forma esterificada. A fragcao lipidica da gema
corresponde, em média, 33% de seu peso (NOBLE et al., 1990). Apesar do
ovo ser um alimento que fornece proteina, vitaminas e minerais a baixo custo,
seu teor de colesterol contribuiu para um acentuado declinio de seu consumo
nas Ultimas décadas, principalmente pela associacdo do colesterol com o
desenvolvimento de enfermidades cardiovasculares (SIM, 1998).

O consumo per capita de ovos no México, Japao, Estados Unidos e
China é de 359, 345, 307 e 304, respectivamente. No Brasil, 0 consumo per
capita de ovos é de apenas 84 ovos/habitante/ano (APA, 2006), sendo que o
consumo recomendado pela FAO (2006) é de 200 ovos/habitante/ano.

O colesterol € um esterdide essencial na modulacdo de fluidez das
membranas celulares, sendo necessario para o crescimento e viabilidade das
células. Participa da sintese de hormdnios esterdides, acidos biliares e
vitamina D (STRYER, 1996).



O colesterol é susceptivel a oxidagdo e os fatores que podem
desencadear a sua oxidacao sao a luz, oxigénio, radiacao, calor, acidos graxos
poliinsaturados e metais de transicao (SMITH, 1987; KIM & NAWAR, 1993),
que formam compostos denominados éxidos de colesterol.

Varios estudos caracterizam os Oxidos de colesterol como sendo
carcinogénicos (KENDALL et al., 1992; YAMASAKI et al., 1999), citotoxicos
(MORIN et al., 1991; OHTANI et al., 1996; 1997), mutagénicos (GUARDIOLA
et al.,, 1996) e aterogénicos (HODIS et al., 1994; STAPRANS et al., 1998).
Além disso, estes compostos estdo associados ao desenvolvimento de
doencas degenerativas, como Parkison e Alzheimer (IMAO et al., 1998; HINO
et al.,1998) e inibicdo da atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
redutase envolvida na sintese do colesterol (GUARDIOLA et al., 1996;
LINSEISEN & WOLFRAM, 1998).

Os 6éxidos de colesterol mais freqlientemente encontrados em alimentos
sdo o 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 5,60-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e colestanotriol
(SANDER et al., 1989; TAI, 1999). No entanto, os teores de Oxidos de
colesterol citados na literatura variam largamente e deve-se em grande parte a
metodologia analitica empregada. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (GC) sao freqlentemente usadas para a
quantificacdo. Recentemente, a CLAE com interface de ionizacdo quimica a
pressao atmosférica e espectro de massas (CLAE-APCI-MS) tem sido a
técnica que apresenta maior sensibilidade e precisdo na quantificacdo e
identificacdo dos éxidos de colesterol (CRERI et al., 1998; RAZZAZI-FAZELI et
al., 2000; RAITH et al., 2005).

Rotineiramente, as metodologias de determinacao de acidos graxos em
alimentos sao através de cromatografia gasosa (CG), seus ésteres metilicos
sdo detectados por ionizagdo em chama e os resultados s&o expressos em
porcentagem de area, utilizando o método de normalizagdo. No entanto,

nutricionalmente, é importante saber a quantidade de cada &cido graxo



presente no alimento e, portanto, € necessario que a quantificacdo seja
realizada por padronizacao interna.

Considerando que os ovos apresentam alto teor de colesterol e acidos
graxos insaturados, a susceptibilidade a oxidacao lipidica aumenta. De acordo
com WASOWICZ (2003), os hidroperédxidos originados da oxidacao de acidos
graxos poliinsaturados podem promover a oxidagao do colesterol. Além disso,
0 processamento e o armazenamento de alimentos ricos em colesterol e
acidos graxos insaturados também podem contribuir para a formacao de
oxidos de colesterol e degradacdo de acidos graxos. A presente revisao
aborda o estado da arte sobre os mecanismos de oxidagdo de colesterol e
acidos graxos, métodos utilizados nas analises de 6xidos de colesterol e de
acidos graxos e o efeito do processamento térmico e tempo de estocagem na
formacdo de éxidos de colesterol e na alteragdo da composicdo de acidos

graxos em Oovos.

2. ASPECTOS GERAIS DOS OVOS

Nas aves poedeiras o ovario é o responsavel pela formacao da gema do
ovo. Os principais precursores da gema sao a vitelogenina e as lipoproteinas
de densindade muito baixa (VLDL) ricas em triacilgliceréis, sendo sintezidas no
figado e transportadas através do plasma para o ovéario (GRIFFIN, 1992). As
lipoproteinas sdo estruturas organizadas responsaveis pelo transporte de
lipidios no sangue, cuja solubilizacdo depende do arranjo molecular destas
lipoproteinas, ou seja, triacilglicerdis e colesterol esterificados ficam na porgao
central das lipoproteinas e sdo envolvidos por fosfolipidios e colesterol livre
(WALSEN, 1996).

Os lipidios da gema sao compostos por 66% de triacilgliceréis e 28% de
fosfolipidios. Dos fosfolipidios, 73% sao de fosfatidilcolina, 3% de
esfingomielina, 2% de lisofosfatidiletanolamina, 1% de plasmégeno e 1% de
fosfolipidio inositol (LI-CHAN et al., 1995).



Na gema, 95% do colesterol esta associado a VLDL e o restante esta
ligado a lipovitelina que é um complexo lipidio-proteina formado da hidrolise da
vitelogenina (NOBLE et al., 1990).

Nas aves, os receptores da membrana plasmatica dos o6citos possuem
alta afinidade para as VLDL que sao incorporadas de forma intacta, e desta
forma, o nivel de colesterol na gema depende do contetdo de colesterol das
particulas de VLDL da gema e nao da concentracdo de colesterol no plasma
sanguineo das aves (GRIFFIN, 1992). A entrada de VLDL na gema é regulada
pela taxa de receptores nas membranas e nao é limitada pela concentracéo de
VLDL do plasma (PERRY et al., 1985).

O metabolismo das lipoproteinas de alta densidade (HDL) que
transportam os lipidios do tecido periférico para o figado para sua reutilizagao
ou excrecao, é modificado durante a produgdo de ovos. A concentragdo de
HDL no plasma de galinhas em producdo é reduzida em até 3 vezes em
relagdo aquelas que nao estdo em produgcdo. Segundo WALZEN (1996),
quando as aves estdo em produgdo ocorre reducdo na concentracdo de
fosfolipidios e colesterol ndo esterificado para serem incorporados na HDL,
devido principalmente ao mecanismo favorecido pela VLDL que transporta os
lipidios para o metabolismo periférico.

A concentracdo de colesterol na gema é muito resistente a mudancas
porque a ave mantém um determinado nivel de colesterol para garantir o
desenvolvimento do embrido (SHAFEY & CHAM, 1994). Por outro lado, a ave
tem habilidade em alterar o conteldo de acidos graxos poliinsaturados na
gema, em resposta ao tipo de fonte de lipidios fornecidos na racao. Isto ocorre
porque nas aves, ao contrario dos mamiferos, a absor¢do da gordura da dieta
ocorre via sistema portal na forma de portomicrons que sdo absorvidos
diretamente para o sangue e transportados para o figado, que € o maior local
de lipogénese, permitindo assim a absor¢cao direta da gordura pelo figado
(Van-ELSWYK et al., 1994).
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3. COLESTEROL

O colesterol € componente estrutural das membranas celulares e das
lipoproteinas plasmaticas. Sendo um esterdide apresenta a estrutura basica do
ciclopentanoperidrofenantreno (Figura 1). Esta nomenclatura € devido aos
anéis A,B,C que correspondem a estrutura dos fenantrenos e ao anel D que é
um ciclopentano.

O colesterol contém uma dupla ligagdo no carbono 5, e deste modo, os
pontos susceptiveis da estrutura a oxidagao sao os carbonos nas posicoes 4 e
7. Entretanto, devido a possivel influéncia do grupo hidroxila no carbono 3, o
oxigénio raramente ataca nas posicoes dos carbonos 4 e 5, sendo
predominante no carbono 7 (WASOWICZ, 2003). As setas da Figura 1 indicam
as posicoes da estrutura do colesterol que sdo mais susceptiveis a oxidagao
(SMITH, 1987). A presenca de luz, oxigénio, radiacdo, calor, metais de
transicdo e 4cidos graxos poliinsaturados podem desencadear a oxidagéao de
colesterol (PANIANGVAIT et al., 1995; SMITH, 1996).

Figura 1. Estrutura do colesterol
4. OXIDACAO DE ACIDOS GRAXOS

A oxidacao do colesterol envolve a autooxidacdo de acidos graxos

insaturados, que sao extremamente susceptiveis a oxidagdo, originando
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principalmente radicais livres e hidroperoxidos que aceleram a formagao dos
Oxidos de colesterol (WASOWICZ, 2003). Segundo SMITH (1987) a oxidacao
dos acidos graxos ataca a porcao colesterii das moléculas de éster de
colesterol.

A autooxidacao de &cidos graxos insaturados ocorre com reacdes em
cadeia de radicais livres em fases distintas. A primeira fase € de iniciacao,
onde ocorre abstracdo de um hidrogénio de um carbono do acido graxo
formando um radical alquil ou radical de um acido graxo. A abstracdo do
hidrogénio ocorre preferencialmente nos atomos de carbono onde ha
necessidade de baixa energia para a dissociacao da ligacao C-H. Desde que a
energia de dissociagdo da ligagdo C-H é reduzida pelos grupos alquil, a
abstracdo do hidrogénio ocorre rapidamente nos grupos metil entre dois
grupos alquil na estrutura dos &cidos graxos poliinsaturados. A segunda fase é
da propagacdo com a adicdo de oxigénio no radical alquil, formando um
peroxido radical que ira abstrair &tomos de hidrogénio de outro acido graxo. A
fase da propagacdao é comumente catalisada por metais de transicdo. A
entalpia da reacao de propagacédo € mais baixa que a fase de iniciagao e, por
isso, ocorre rapidamente. O oxigénio atmosférico reage muito rapidamente
com os radicais alquil e os peroxidos radicais estdo presentes em
concentracdes mais elevadas que os radicais alquil. Na fase de terminagéao, os
radicais de acidos graxos e 0s perdxidos combinam-se entre si formando
moléculas estaveis (GORDON, 2001).

Os acidos graxos poliinsaturados também podem ser oxidados
enzimaticamente pela acdo da lipoxigenase. A lipoxigenase contém um atomo
de ferro em sua estrutura. A enzima abstrai hidrogénio do grupo metil dos
acidos graxos poliinsaturados e o ferro é reduzido, formando-se um complexo
radical enzima-alquil que é oxidado pelo oxigénio molecular formando um
complexo radical enzima-peroxi. A protonacdo e dissociacdo da enzima
originam os hidroperoxidos. Sob condicées anaerdbicas, o radical alquil
dissocia-se do complexo radical enzima-alquil produzindo dimeros, cetonas e

epdxidos por reacgdes de radicais (GORDON, 2001).
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5. OXIDOS DE COLESTEROL

A expressao 6xidos de colesterol refere-se a um grupo de esterdis com
estrutura similar ao do colesterol, mas que contém um grupo adicional
hidroxila, cetona ou grupo epdxido no nucleo esterol ou no grupo hidroxila da
cadeia lateral da molécula (MOREL & CHEN, 1996; WASOWICZ, 2003).

No tecido humano e animal, os Oxidos de colesterol podem ser
formados por oxidacado enzimatica ou ndo-enzimatica do colesterol, ou entdo
serem obtidos através da dieta (LEONARDUZZI et al., 2002).

A oxidagao enzimatica do colesterol ocorre por inUmeras enzimas do
citocromo P-450 do figado, como a colesterol 7a-hidrolase, 26-hidrolase, 7-
cetodesidrogenase e 5a,6a-epoxidase (LEONARDUZZI et al., 2002). Por outro
lado, a atividade da 26-hidrolase foi verificada em varias células, incluindo
fribroblastos, endoteliais, macréfagos e células cerebrais. Em adigcéo, a origem
enzimatica dos o6xidos de colesterol é possivel através da acdo das
desidrogenases e dioxigenases, mas ainda nao bem documentada
(LINSEISEN & WOLFRAM, 1998).

A oxidacao nao-enzimatica do colesterol em alimentos ocorre através do
processo de autooxidagdo que envolve reacées em cadeia com a formacéao de
radicais livres de forma semelhante com que ocorre com a oxidacao de lipidios
insaturados (SMITH, 1996).

A oxidacao do colesterol pode ser iniciada pela retirada do hidrogénio,
no carbono 7, formando um radical livre que reage rapidamente com o oxigénio
triplete  (*02) levando a formacdo de 7o e 7B-hidroperoxicolesterol,
considerados os produtos primarios da oxidagdo do colesterol. A posterior
decomposicdo dos 7a e 7B-hidroperoxicolesterol resulta na formacéao de seus
alcoois correspondentes, o 7a e 7B3-hidroxicolesterol. A desidrogenagao dos 7o
e 7B-hidroxicolesterol ou a desidratacdo dos 7o e 7B-hidroperoxicolesterol,
resulta no 7-cetocolesterol. Os compostos 7a e 7B-hidroxicolesterol e 7-

cetocolesterol sao produtos secundarios da oxidacao do colesterol (NIELSEN
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et al., 1995). O mecanismo de autoxidagdo do colesterol pode ser observado
na Figura 2 (SMITH et al., 1981; SMITH ,1996).

Os 5,60 e 5,6B-epoxicolesterol sao formados pela reagdo do colesterol
com o oxigénio triplete (°0,) e espécies reativas de oxigénio como o oxigénio
singlete ('0,), radicais superéxidos ("0, peréxidos (ROO"), alcoxilas (RO®) e
hidroxilas (OH®), os quais em meio aquoso podem resultar na formagdo do
colestanotriol que tem sido reportado como sendo o mais toxico (SMITH, 1987;
1990; 1996; MAERKER, 1987).

hidratagio

5,6-epoxicolesterol

radical livre + O, \

colesterol

Hi

radical livre + 0, / L‘“\ nxidagén da cadeia lateral

’(@Thidmpemxidn ]l
Ly
desidratacio
2Ne-hidroxicolesteral

(418}
?&hldrnxlcnlesternl 7- cemcnlesternl 265-hidroxicole steral

ﬁgﬁ”/

FB-hidroxicolesterol

Figura 2. Principais 6xidos de colesterol formados por autooxidagédo do

colesterol.
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A oxidacgao na cadeia lateral do colesterol ocorre predominantemente no
carbono 25 com o oxigénio triplete (*0z), originando o 25-hidroperoxicolesterol,
o qual é degradado termicamente em 25-hidroxicolesterol. A oxidacdo na
cadeia lateral também pode originar os 20a. e 20B- hidroxicolesterol e além
destes, 0s 24a e 24B-hidroxicolesterol e os 26a e 26B- hidroxicolesterol. Estes
ultimos se decompdem através da quebra da ligacdo B carbono-carbono da
cadeia lateral, produzindo substancias volateis como acetona, acido acético e
esterois (SMITH, 1987).

Os 6xidos de colesterol mais freqlientemente encontrados em alimentos
sao o 7-cetocolesterol, 7o e 7B-hidroxicolesterol, 5,6a € 5,6B-epoxicolesterol,
20o-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e colestanotriol (PANGIANGVAIT,
1995; TAI, 1999).

6. EFEITOS BIOLOGICOS DOS OXIDOS DE COLESTEROL

O consumo de alimentos contendo O6xidos de colesterol é muito
preocupante devido aos efeitos adversos que causam a saude humana.

Varios estudos relatam que os 6xidos de colesterol sdo importantes no
desenvolvimento da aterosclerose (BROWN et al., 1997; STAPRANS et al.,
1998; GARCIA-CRUSET et al., 2001).

O processo de desenvolvimento da aterosclerose inicia-se com a
modificagdo da barreira funcional de endotélio vascular, permitindo a
penetracdo da LDL (lipoproteina da baixa densidade) e outros constituintes.
Mondcitos invadem esta area e tornam-se macréfagos. Estes macrofagos sao
internalizados degradando a LDL, resultando na formagdo das células
espumosas (GUARDIOLA et al., 1996; BROWN & JESSUP, 1999). Os éxidos
de colesterol estimulam a agregagcdo de plaquetas nas paredes das artérias
porque inibem as prostaglandinas que sao essenciais para a integridade
vascular (RONG et al.,, 1998; 1999). PENG et al. (1991) reportaram que o
colestanotriol inibiu a biossintese de prostaglandinas em aortas de coelhos.
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Os Oxidos de colesterol podem ser componentes da LDL-colesterol
tornando-a LDL-colesterol oxidada que exerce um potencial efeito aterogénico
(BERLINER et al., 1996). Estudos em humanos verificaram a presenga dos
oxidos 26-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7a e 7p-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 4o e 4p-hidroxicolesterol nas lesbes das artérias
(CARPENTER et al., 1995). O 26-hidroxicolesterol € o 6xido dominante das
placas ateroscleréticas e o aumento de sua concentracao eleva a severidade
das les6es (GARCIA-CRUSET et al., 2001). Os 6xidos 26-hidroxicolesterol, 7-
cetocolesterol, 7o e 7B-hidroxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol foram
determinados em abundéancia na LDL oxidada (PATEL et al., 1997; CRISBY et
al., 1997).

OSADA et al.,, (2000) observaram a acdo dos Oxidos no sistema
imunolégico. Segundo, os pesquisadores, 0os 0xidos provocam uma depressao
na producao de imunoglobulina (IgM).

A citotocidade dos produtos de oxidacao do colesterol estimula o
mecanismo de morte celular denominado de apoptose (BEST et al., 1998).
Pesquisas recentes evidenciaram que o Oxido 7-cetocolesterol induz a
apoptose na via mitocrondrial e em conjunto com o 7fB-hidroxicolesterol séo
habeis na inducao da apoptose nas células endoteliais, células da musculatura
lisa e ocasionam a necrose de fibroblastos (LIZARD et al., 1999; YAO &
TABAS, 2000). ARES et al. (2000) relataram que os éxidos produzidos pela
oxidagdo da cadeia lateral do colesterol como o 25 e 26-hidroxicolesterol sdo
mais potentes na inducdo da apoptose do que os 7f-hidroxicolesterol e
epdxidos.

Os oOxidos de colesterol estao relacionados a outros efeitos biol6gicos
como na inibicdo da sintese enddgena de colesterol através da atividade da
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril Coenzima A (HMG-CoA redutase) e ainda
estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas degenerativas como o mal
de Alzheimer, catarata e o cancer. ZHANG et al. (1997) afirmaram que o 25-
hidroxicolesterol e o colestanotriol abaixaram a atividade da HMG-CoA
redutase em fibroblastos. O 6xido 24(S)-hidroxicolesterol foi negativamente
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associado com a as injurias causadas nas células neurais e ao agravamento
da deméncia na enfermidade neurodegenerativa de Alzheimer (KOLSCH et al.,
1999; LUTJOHANN et al., 2000). A presenga de varios 6xidos como o 753-
hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 20o-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol em catarata humana levaram a associagao
que a degradagcdo da membrana lipidica através de radicais livres contribuem
para a producdo dos Oxidos de colesterol que por sua vez participam no
desenvolvimento da catarata (GIRAO ET AL., 1998). YAMASAKI et al. (1999)
encontraram produtos de fotooxidagdo do colesterol por irradiagdo ultravioleta

em cancer de pele.
7. METODOLOGIAS DE DETERMINACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL

Na literatura existem inimeras metodologias para determinacdo de
Oxidos de colesterol em alimentos e suas concentracdes variam largamente o
que pode ser atribuido em grande parte a metodologia utilizada.

Devido a instabilidade do colesterol € necessario uma metodologia
analitica branda para evitar a formagao de artefatos, pois a presenca do ar, luz,
solventes contendo peréxidos ou tratamento térmico podem promover a
formacdo de tais compostos (ROSE-SALIN et al.,, 1995). Nesse sentido, a
saponificacdo a frio das amostras tem sido preferida por muitos autores
(GUARDIOLA et al., 1995; LAl et al., 1995; RAZZAZI-FAZELI et al., 2000).

A maioria dos métodos de andlise de 6xidos de colesterol em alimentos
envolve primeiramente a extragdo da gordura seguido pela saponificagdo
(SANDER et al., 1989; GUARDIOLA et al., 1995). No entanto, DIONISI et al.
(1998) demonstraram que o método de saponificacao direta das amostras foi
mais preciso e exato do que os métodos que utilizaram primeiramente a
extracado da gordura.

A separagdo e quantificagdo de oOxidos de colesterol € em geral
realizada por CLAE (ZUNIN et al., 1996; CARBONI et al., 1997; LAKRITZ &
JONES, 1997; CARERI et al.,, 1998; LERCKER & RODRIGUEZ-ESTRADA,
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2000; BAGGIO et al., 2005; RAITH et al., 2005) e por CG (HUBER et al., 1995;
ZUNIN et al., 1995; DIONISI et al., 1998; BOSELLI & CARBONI, 2004). No
entanto, de acordo com LERKER et al. (1996) a instabilidade térmica dos
hidroperéxidos impede que os Oxidos sejam analisados por CG. Por estes
motivos, a CLAE tem sido a mais utilizada, pois, trabalha com temperatura
mais baixa e o procedimento de quantificacdo é simplificado por ndo ser
necessario a derivacdo das amostras, reduzindo o tempo de analise (TSAI &
HUDON, 1981; RAITH et al., 2005).

Na CLAE a coluna ciano (CN), fase normal (NILESEN, et al., 1995;
CARBONI et al., 1997) é a coluna mais utilizada na separacao de 6xidos de
colesterol originados da oxidacao da cadeia lateral do colesterol uma vez que
reduz os tempos de retencao, inclusive do colestanotriol, diminuindo desta
maneira o tempo de analise cromatogréfica. Coluna de fase reversa também
pode ser utilizada e parece ser mais apropriada na separagdo de
hidroperdxidos por proporcionar uma boa resolu¢cdo dos picos devido a alta
polaridade destes compostos (KORYTOWSKI et al., 1995).

Os Oxidos de colesterol podem ser detectados por varios sistemas
sendo o mais utilizado o detector UV-Visivel. No entanto, alguns éxidos de
colesterol como o 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B3-epoxicolesterol e o colestanotriol
nao possuem ligacdes m e por isso ndo apresentam caracteristicas adequadas
de absorcdo na luz UV (CSALLANY et al., 1989; SMITH, 1993). A deteccao
destes 6xidos pode ser realizada pelo detector por indice de refracdo, embora,
este detector seja universal e, portanto, menos sensivel que o detector por UV.

Segundo RODRIGUEZ-ESTRADA & CARBONI (2002) nos ultimos anos
a CLAE acoplada ao detector de massas (CLAE-MS) tem sido a técnica
analitica mais sensivel e precisa na quantificacao e identificacao dos éxidos de
colesterol em amostras bioldgicas e de alimentos. Pesquisas recentes relatam
que a CLAE com interface de ionizagdo quimica a pressao atmosférica e
espectro de massas (CLAE-APCI-MS) tem sido capaz de detectar amostras
tracos tao polares ou labeis quanto as que sdo analisadas por GC ou GC-MS

(cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa) (CRERI et al., 1998;
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MANINI et al., 1998; RAZZAZI-FAZELI et al., 2000; RAITH et al., 2005). A
deteccao dos Oxidos de colesterol por espectrometria de massas pode ser
realizada em modo scan universal coletando os fragmentos massa/carga ou
modo seletivo de ions, sendo este ultimo altamente sensivel e seletivo
(SEVIAN et al., 1994).

8. ACIDOS GRAXOS EM OVOS

A composicdo de acidos graxos da gema pode ser influenciada pelas
fontes de acidos graxos utilizadas nas racoes das aves.

O aumento do conteldo de acidos graxos poliinsaturados émega-3
(AGP-n3) em ovos tem sido realizado através da suplementagéao da dieta das
galinhas poedeiras com 0leo de peixe, sementes vegetais ou dleos ricos em
AGP-n3 (BAUCELLS et al., 2000; MAZALLI et al., 2004). No entanto,
pesquisas demonstraram que o0s acidos graxos saturados da gema,
principalmente, os acidos palmitico (C16:0) e esteéarico (C18:0), séo resistentes
as mudancas, independentes da composicao dietética (LI-CHAN et al., 1995;
SIMOPOULQS, 2000).

Os AGP-n3, como os acidos o-linolénico (LNA, C18:3 n3),
eicosapentaendico (EPA, C20:5 n3) e acido docosahexaendico (DHA, C22:6
n3) sdo importantes na prevencado das doencgas cardiovasculares pois sao
precursores de eicosanbdides como prostaglandinas, prostaciclinas,
leucotrienos e tromboxanos que exercem acdo antitrombocitaria sobre as
plaquetas (HAGLUND et al.,, 1998; SIMOPOULOS 1991, SIMOPOULOS,
2000). Os AGP-n3 também demonstraram efeitos benéficos sobre o nivel de
lipidios sérico, reduzindo os triacilglicerdis nas lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL) que dao origem as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
e aumentando as lipoproteinas de alta densidade (HDL) (LAYNE et al., 1996).
Além disso, o DHA é essencial para o desenvolvimento funcional do sistema
nervoso, cerebral e retinal, refletindo sua importancia na nutricao de criancas e
gestantes (LESKANICH & NOBLE 1997; LEWIS, 2000).
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As enzimas que originam os AGP-n3 através dos processos de
dessaturacao e elongamentos sdo as mesmas que dao origem aos AGP-n6
gerando uma competicdo entre as duas series n-3 e n-6, onde o consumo
excessivo de n6 da dieta limita a formacao dos AGP-n3 (WATKINS, 1991).
Assim, para que os beneficios dos AGP sejam alcangados, uma ingestao
balanceada entre n-6 e n-3 é necessaria, sendo geralmente aceito que a
relagédo ideal n6:n3 € em torno de 4:1 (SCHAEFER, 2002).

Entretanto, o maior teor de acidos graxos insaturados nos ovos aumenta
a susceptibilidade a oxidagdo, especialmente quando os ovos sofrem
processamento térmico ou quando sao estocados por periodos prolongados. A
oxidagcao lipidica € uma das principais reacdes que ocorrem durante o
aquecimento dos alimentos a altas temperaturas, na presenca de metais,
sensibilizadores naturais e oxigénio (SMITH, 1996).

Atualmente, os alimentos industrializados como massas e produtos de
panificagcdo utilizam ovo em pé em sua fabricacdo devido a facilidade de
manipulacao e principalmente por este apresentar maior tempo de estocagem.
O processo de producdo de ovo em po por “spray-dryer” utiliza altas
temperaturas através do aquecimento do ar pela combustao de gas. Porém,
durante a combustdo do gas sao produzidos Oxidos de nitrogénio que sao
catalisadores da transformacdo dos acidos graxos insaturados cis em seus
estereoisomeros frans, quando aquecidos (WHEELER, 1980). Além disso, o
oxido nitroso é considerado um radical livre, iniciador da oxidacao de lipidios
insaturados em sistemas modelos (PRYOR & LIGHTSEY, 1981).

Estudos indicam que o consumo de acidos graxos saturados, assim
como o de acidos graxos trans, podem contribuir no desenvolvimento de
enfermidades cardiovasculares, devido ao aumento de LDL-colesterol e Lp(a)
sanguineo que atuam tanto na formagdo quanto na inibicdo dos coagulos
(CLEVIDENCE et al., 1997; OH et al., 2005). Segundo ASCHERIO et al. (1999)
e SUBBASIAH et al. (1998) os acidos graxos trans reduzem o teor de HDL-

colesterol, representando um fator de risco a aterosclerose.
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9. METODOLOGIAS DE DETERMINAGCAO DE ACIDOS GRAXOS

O preparo da amostra para a determinacao de acidos graxos em ovos é
usualmente realizada através da extracao de lipidios com cloroférmio:metanol
de acordo com FOLCH et al. (1957) e conversao dos acidos graxos em ésteres
metilicos segundo METCALFE et al. (1966), a qual é adotada pelos métodos
oficiais da AOCS (1989) e da AOAC (1995). No entanto, ACKMAN (1998)
constatou que o processo de saponificagcao preconizado por METCALFE et al.
(1966) nao é o mais adequado. Em meio basico, a transesterificacdo de
gorduras € muito rapida produzindo ésteres metilicos em poucos minutos, os
quais por causa do tempo e do calor sdao novamente saponificados
convertendo-se em &acido graxo livre. Além disso, a metilacdo com BF;
metandlico por 2 a 5 minutos ndo é suficiente para a total esterificacdo dos
acidos graxos livres, necessitando pelo menos 20 minutos para a metilacao de
99% dos acidos graxos. Em adicdo, concluiu-se que a saponificagdo nao €
necessaria.

De acordo com LEPAGE & ROY (1986) a extragdo com
cloroférmio:metanol e saponificacdo apenas consome tempo, eleva o custo
das analises e gera maior numero de erros devido aos multiplos passos
envolvidos.

WANG et al. (2000), para verificar a melhor determinacdo de &cidos
graxos em gema de ovos realizaram um estudo comparativo entre os métodos
de metilacdo direta, saponificacdo, extracdo com cloroférmio-metanol e
saponificacdo pos-extracdo. No método da metilagdo direta houve menor
variacdo dos resultados em relagdo aos demais métodos e na saponificacao
ocorreu menor variagao para a maioria dos acidos graxos do que na extracao
com cloroférmio:metanol ou saponificacdo poés-extragdo, mas resultou em
menor teor de acidos graxos do que nos outros métodos. Segundo os autores,
a metilacao direta € mais precisa quando comparada com a extracao de

FOLCH et al. (1957), devido ao menor numero de etapas envolvidas na

21



extracdo e no processo preparativo da amostra, obtendo-se assim, melhor
recuperac¢ao do método.

Normalmente, os acidos graxos em alimentos sdo analisados por
cromatografia gasosa (CG) através de seus ésteres metilicos e detectados por
ionizagdo em chama (EDER, 1995).

Em muitos trabalhos os resultados da composicao dos acidos graxos
em alimentos sdo expressos em porcentagem de area, utilizando o método de
normalizacdo. Porém, nutricionalmente € importante saber o quanto existe de
cada acido graxo nos alimentos e portanto, a quantificacao deve ser realizada
por padronizacao interna.

O acido tricosandico (C23:0) € o padrao interno mais comumente
utilizado nas analises de metil ésteres (TIMMINS et al., 2000). Embora possua
baixa solubilidade, este é estavel. O &cido nervdnico (C24:1n-9) também &
bastante utilizado como padréo interno. Ambos padrdoes apresentam resposta
similar no detector por ionizagéo, sendo que o &cido nervénico tem a vantagem
da alta solubilidade, embora seja um composto instavel, podendo sofrer perdas
por autooxidagdo (SHANTHA & ACKMAN, 1990; JOSEPF& ACKMAN,1992).

Segundo JOSEPF & ACKMAN (1992), o detector por ionizacdo em
chama responde diferentemente entre as diferentes cadeias carb6nicas de
acidos graxos. Portanto, € necessario corrigir esta deficiéncia calculando o
fator resposta do detector por ionizacdo em chama para um acido graxo
saturado por ser mais estavel em relacdo ao padrao interno. Deste modo,
verifica-se se o0s parametros quimicos e instrumentais foram otimizados,
assegurando que erros oriundos destes parametros sejam eliminados. Além
disso, é necessario compensar a nao ionizacao do carbono carboxilico durante
a combustao através do uso de fatores de correcdo (SHANTA, 1992). A
utilizacao do fator de correcao tedrico nas determinacbes quantitativas de
acidos graxos poliinsaturados é recomendada pela AOCS (1997) e por alguns
pesquisadores (SHANTA & ACKMAN, 1990; JOSEPH & ACKMAN, 1992;
CRASKE, 1993).
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Geralmente, as colunas utilizadas nas analises de ésteres metilicos por
CG sao capilares de silica fundida variando de 25 a 100 metros. Mas, as
colunas de 100m com fases estacionarias polares, tais como as de
polietilenoglicéis que apresentam melhor resolugao na separagdo de acidos
graxos poliinsaturados (GUTNIKOV, 1995). Para a separagédo dos isdmeros do
C18:2 n6 e do C18:3 n3 tem sido recomendadas colunas de 100m com fase
estacionaria altamente polar como cianoalquilpolisiloxano (KRAMER et al.,
2002). Recentemente, as melhores resolucbes de acidos graxos trans foram
obtidas pela associacdao de CG com cromatografia de camada delgada com
nitrato de prata ou com CLAE e ion-prata (RATNAYAKE, 2004).

A identificacao de acidos graxos € realizada através da comparacao dos
tempos de retencado dos ésteres metilicos da amostra com os dos padrdes.
Alguns trabalhos utilizam valores de comprimento equivalente de cadeia (ECL)
para os compostos nao identificados (STRANSKY et al., 1997; BRAGAGNOLO
& RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA,
2002). No entanto, a identificacdo exata de compostos organicos complexos &
feita através das informacdes estruturais provenientes de espectrometro de
massas acoplado ao CG (KUKSIS & MYHER, 1995).

10. EFEITO DO PROCESSAMENTO TERMICO E TEMPO DE ESTOCAGEM
NA FORMACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL E NA ALTERACAO DA
COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS EM OVOS

O processamento, o tempo e as condicdes de estocagem dos ovos
podem contribuir para a oxidacdo do colesterol. A quantidade de éxidos de
colesterol em gema de ovo pode variar de 10 a 150 pg/g (SAVAGE et al.
2002).

A oxidacao do colesterol em ovos desidratados pelo processo de “spray-
dryer” tem sido extensivamente pesquisada (HUBER et al., 1995; GUARDIOLA
et al., 1996; LAl et al., 1996; Li et al., 1996; GUARDIOLA et al., 1997). Os

oxidos de colesterol normalmente encontrados em amostras de ovo em po6
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sdo: 7a-hidroxicolesterol,  7B-hidroxicolesterol,  7-cetocolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 20a-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol e colestanotriol (PANIANGVAIT et al., 1995; OBARA et al.,
2006). Por outro lado, na literatura existem poucos relatos sobre os tipos de
processamentos térmicos domésticos rotineiramente utilizados, como o
cozimento e fritura dos ovos.

As altas temperaturas utilizadas no processo de producao de ovo em po
por “spray-dryer” sdo responsaveis pela formagédo de 6xidos de colesterol por
acelerar as reacdes entre os lipidios e o oxigénio molecular (MORGAN &
ARMSTRONG, 1992). Estudos tém relacionado a temperatura no “spray-dryer”
com a oxidacao do colesterol (MORGAN & ARMSTRONG, 1992; GUARDIOLA
et al., 1995; GUARDIOLA et al., 1997). GUARDIOLA et al., (1997) verificaram
que a temperatura critica do “spray-dryer” é de 128 a 142 °C, onde ocorre um
aumento consideravel na formagao dos 6xidos de colesterol.

Além disso, a formacao de éxidos de colesterol € mais alta em “spray-
dryer” que utiliza o sistema de aquecimento direto. Neste sistema, éxidos
nitrico e nitroso sao produzidos pelo aquecimento direto do ar através da
combustdo de gas (MORGAN & ARMSTRONG, 1992; LAl et al., 1995).
MORGAN & ARMSTRONG (1992) demonstraram que o 6xido nitrico tem efeito
prooxidante, pois, quando aumentaram sua concentracdo nas amostras de ovo
em po, houve aumento dos 6xidos de colesterol. Em adicéo, ovos produzidos
usando “spray-dryer” com sistema de aquecimento direto mostraram um
incremento do total de 6xidos quando estocados por 6 meses em comparagao
com aqueles que foram produzidos por “spray-dryer” com sistema de
aquecimento indireto (LAl et al., 1995, 1996).

Varias pesquisas (GUARDIOLA et al., 1997; DU & AHN, 2000; OBARA
et al., 2006) verificaram que o tempo de estocagem ocasionou o0 aumento de
oxidos de colesterol em amostras de ovo em pé. Por outro lado, as condi¢cdes
de estocagem também influenciam na oxidacdo do colesterol. AHN et al.
(1999) reportaram que a formacao de 6xidos de colesterol em ovo em pd

estocados por 8 meses a 4°C foi mais baixa do que nos ovos que foram
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estocados a 22°C. O teor de oxidos totais n&o foi alterado em amostras de ovo
em po que foram armazenadas de 3 a 8 meses a -20°C no escuro, mas
quando estes ovos foram estocados por 8 meses a temperatura ambiente, no
escuro, houve incremento na concentracao de 6xidos totais de 22,5 ug/g de
ovo em po.

SARANTINOS et al. (1993) relataram a formacdo dos O&xidos 7f-
hidroxicolesterol,  epdxidos,  4fB-hidroxicolesterol,  22-cetocolesterol e
colestanotriol em ovos fritos, totalizando 84 ug/100g de gema. Porém, quando
o tempo de fritura aumentou de 1 para 2 minutos o total de éxidos aumentou
para 124 ug/100g de gema. Similarmente, quando os ovos foram cozidos por 3
minutos, os mesmos oOxidos foram detectados além do 6éxido 7a-
hidroxicolesterol. Quando o tempo de cozimento foi prolongado de 3 para 10
minutos, houve formagao também do 20a-hidroxicolesterol e a concentragéo
total dos 6xidos aumentou de 128 para 203 ug/100g de gema.

Nos ovos, além do colesterol, a presenca de &acidos graxos
especialmente os poliinsaturados, aumenta a susceptibilidade a oxidagao
lipidica, originando principalmente radicais livres que promovem a formacao
dos 6xidos de colesterol. Pesquisas tém demonstrado que os valores de
hidroperéxidos e de acido tiobarbirtirico (TBA), os quais mensuram a oxidacao
lipidica, aumentam com o maior grau de insaturacao da gema (GALOBART et
al., 2001a; 2001b). WHALE et al. (1993) constataram o0 aumento da
concentracdo de produtos de peroxidacao lipidica (TBARS), acidos graxos
livres, oxidacdo de acidos graxos e formacao de Oxidos colesterol, como 25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7B- hidroxicolesterol, epoxidocolesterol e
colestanotriol em ovos desidratados por “spray dryer” estocados a temperatura
ambiente e expostos ao ar e a luz por 18 meses.

Nos ultimos anos, a oxidagao do colesterol principalmente em amostras
de ovo em po, tem sido extensivamente pesquisada. No entanto, ha uma
grande variagdo tanto nas concentragdes determinadas como no tipo de éxido
de colesterol encontrado em ovos. Além disso, na literatura existem poucas

pesquisas que realizem um estudo integrado entre colesterol, lipidios totais,
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acidos graxos e formagcdo de Oxidos de colesterol em ovos quando sao
estocados ou quando sofrem processamento térmico. Sendo a oxidagdo de
lipidios uma das principais causas de perda de valor nutricional em alimentos,
estando o ovo dentro deste contexto, merece ser investigado, especialmente
para ampliar o entendimento dos mecanismos da formagéo de oéxidos de

colesterol em alimentos.
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CAPITULO 2

HPLC METHOD FOR QUANTIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF CHOLESTEROL AND ITS OXIDATION
PRODUCTS IN EGGS

EM PREPARACAO PARA SER ENVIADO PARA A REVISTA
LIPIDS

39



ABSTRACT

A new method was developed for the simultaneous determination of
cholesterol and its oxidation products in eggs, using high performance liquid
chromatography with ultra-violet (UV) and refractive index (RIl) detectors, and
interfaced with atmospheric pressure chemical ionisation coupled to mass
spectrometry (APCI-MS). The best conditions for sample saponification and
extraction of the non-saponifiable material were defined using complete
factorial designs with central points. The method was shown to be precise and
exact with a detection limit between 0.002 and 0.079 ug/g. Some oxides
identified by HPLC-UV-RI were not confirmed by HPLC-APCI-MS. Applicability
of the method was tested in eggs, eggs enriched with polyunsaturated fatty

acids omega-3 (PUFA-n3) and commercial spray-dried whole egg powder.
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INTRODUCTION

Cholesterol takes part in essential functions of the human organism, but
it is unstable especially in the presence of light, heat, oxygen, moisture,
radiation, low pH and metals, producing oxides that have adverse effects on
human health. Cholesterol oxides are considered to be atherogenic and are
related to inflammatory processes, rheumatoid arthritis, cytotoxicity,
carcinogenesis, alterations in cell membrane properties (1), diabetes and
degenerative diseases such as Parkinson and Alzheimer (2, 3). In food,
cholesterol oxides are formed by a non-enzymatic oxidation process or auto-
oxidation, which occurs by way of complex chain reactions based on the
formation of free radicals with triplet and singlet oxygen (4). The consumption of
these oxides and their possibly damaging effects have led to the need to
develop methodology to identify and quantify these compounds in foods.

The cholesterol oxide contents found in the literature vary widely, due
mainly to the analytical methodology used. HPLC and gas chromatography
(GC) are frequently used to analyze the oxides. However with GC, the samples
need to be derivatized, which increases the time of analysis; heat destruction of
cholesterol and hydro peroxides can also occur, with the formation of artifacts
(5). Thus HPLC has been used more frequently, since it is carried out in a
shorter time, and at relatively low temperatures. In particular, HPLC interfaced
with atmospheric pressure chemical ionization coupled to mass spectrometry
(HPLC-APCI-MS) is capable of detecting trace samples that are too polar or too
labile. (6-8).

The simultaneous determination of cholesterol and its oxides is complex,
especially since the oxides are present in food in minute amounts and show
very similar structures (9). Some cholesterol oxides of biological importance
such as 5,6-a-epoxy-5a-cholestan-33-ol  (5,6a-epoxy), 5,6-B-epoxy-5p-
cholestan-3B-ol (5,6B-epoxy) and cholestan-3B-5a-6-triol (triol) do not possess
adequate characteristics for UV absorption (10,11). Although the refractive

index detector is less sensitive than the UV and GC, is useful for the detection
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of these oxides. Due to the instability of cholesterol, a mild analytical
methodology is required to avoid the formation of artifacts, since the presence
of air, light, solvents containing peroxides and heat treatment can promote the
formation of such compounds (12).

The majority of the methods used to analyze cholesterol oxides in foods
involve an initial extraction of the fat followed by saponification (13,14). Using
the values for standard deviation, the coefficient of variation, the formation of
artifacts and linearity, Dionisi et al. (15) showed that direct saponification of the
samples was more efficient than the methods where the fat was extracted first.

In the present study, a new method was developed for the simultaneous
determination of cholesterol and its oxides using HPLC with UV and RI
detectors and confirmed by HPLC-APCI-MS. The pre-chromatographic steps
were evaluated by response surface methodology. In addition, after validating
the method, it was applied to samples of eggs, eggs enriched with
polyunsaturated fatty acids omega-3 (PUFA-n3) and commercial spray-dried

whole egg powder.

MATERIAL & METHODS

Solvents and chemicals: The HPLC grade solvents used were came from
Mscience (Darmstadt, Germany) and the analytical grade solvents were
obtained from Merck (Darmstadt, Germany). The HPLC grade solvents were
vacuum filtered through 0.22 um Millipore membranes (Cork, Ireland), before
use. The cholesterol, cholest-5-ene-3B,19-diol (19-OH), cholest-5-ene-3,200-
diol (200-OH), cholest-5-ene-33,22[R]-diol (22(R)-OH), cholest-5-ene-38,22[S]-
diol (22(S)-OH), cholest-5-ene-3p3,25diol (25-OH), 3B-hydroxycholest-5-ene-7-
one (7-keto), cholest-5-ene-3p,7p-diol (7p-OH), 5,6a-epoxy, 5,6B-epoxy and
cholestan-3B-5a-63-triol standards were purchased from Sigma (Miliford, MA,
USA). Cholest-5-ene-3f3,24[S]-diol (24(S)-OH) and cholest-5-ene-38,7a-diol

(70-OH) were obtained from Steraloids (Newport, Rl, USA) and the reference
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material (SRM 1846, whole egg powder) from NIST (Gaithersburg, MD,

Canada).

Samples: Commercial spray-dried whole egg powder purchased directly from
the factory, stored in the dark at a temperature of 25+2°C, was used to optimize
the methodology for the simultaneous determination of cholesterol and its
oxides. After optimization and validation, the method was applied to fresh eggs,
eggs enriched with omega-3, and recently prepared commercial spray-dried
whole egg powder. The fresh eggs and eggs enriched with PUFA-n3 were

purchased directly from a local egg-processing plant.

Optimization of the saponification and extraction procedure: The simultaneous
determination of cholesterol and its oxides was based on the sample
saponification methodology of Dionisi et al. (15), using experimental designs to
verify the best conditions for saponification and to extract the non-saponifiable
matter. The effects of the factors involved in the saponification and extraction of
the non-saponifiable matter, such as: concentration of KOH in ethyl alcohol,
saponification time, type of solvent and number of extractions, were determined
using three complete factorial designs with central points. Subsequently a
fourth complete factorial design was developed with the significant factors, to

optimize the methodology.

HPLC Equipment and Conditions. The HPLC system used was a Shimadzu
(Japan) composed by a ternary pump (LAD10), a vacuum solvent delivery
degasser, a thermostatted column compartment with cooling, a UV (SPD-
10AV,p) and a Rl (RID-10A) detectors. The analytical column used was a Nova
Pack CN HP, 300 mm x 3.9 mm x 4 um (Waters, Millford, MA, USA) column
and the oven temperature was set at 32°C. A mobile phase of
hexane:isopropanol (96:4 v/v) with an isocratic flow rate of 1 ml/min and a 20
minute analysis time, was used to separate cholesterol from the following
oxides: 19-OH, 20a-OH, 22(R)-OH, 24(S)-OH, 22(S)-OH, 25-OH, 7-keto, 7p-
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OH, 7a-OH, 5,6a-epoxy and 5,6B-epoxy. Hexane:isopropanol (90:10 v/v) was
used to separate triol, with a flow rate of 1 ml/min and analysis time of 15
minutes. Triol, 5,6a-epoxy and 5,63-epoxy were determined by the Rl detector,
whilst the UV detector was used to determine cholesterol and the other oxides,
with the absorbance fixed at 210 nm. ldentification of the cholesterol and
cholesterol oxide peaks was done by comparison of the retention times of the
sample peaks with those of the standards and by co-chromatography.
Quantification was done by external standardization, the standard curves being
constructed with 6 points using solutions of the standards, with concentrations
varying from 1 to 100 ug/ml for the oxides and from 2 to 2.5 mg/ml for

cholesterol.

Mass spectrometry. HPLC-APCI-MS was used to confirm the identity of
cholesterol and its oxides in the egg samples. HPLC was carried out using a
Waters Alliance 2695 pump (Millford, MA, USA) and the same chromatographic
conditions as above. The mass spectrometer used was a Qtrap (Applied
Biosystems, Concord, Ontario, Canada) with a QgQ (linear ion trap)
configuration. Injections of cholesterol and cholesterol oxide standards were
used to optimize the conditions. The optimum conditions were: positive mode
APCI, scan range m/z 250-500, temperature 375 °C, nitrogen as carrier gas (70
L/min), sheath gas (60 L/min) and curtain gas (30 L/min), nebuliser current set
at 3000 V, declustering potential at 30 V and entrance potential at 9 V.
Chromatograms were obtained in the selective ion monitoring (SIM) mode for
the ions m/z 367, 369, 385, 401 and 403. To verify the accuracy of results
found by HPLC-UV-RI, a comparison with the results obtained by HPLC-APCI-
MS were realized. For this purpose, 10 commercial spray-dried whole egg
powder samples were prepared and injected for both, HPLC-UV-RI and HPLC-
APCI-MS.

Method validation: ~ The analytical method was validated for recovery,

repeatability, detection limits (DL) and quantification limits (QL) (16). Certified
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reference material (SRM 1846, NIST) was also used to validate cholesterol,

since no certified reference material exists for the cholesterol oxides.

Statistical analysis. The experimental designs were analyzed by response
surface methodology using the Statistic 5.5 software (Statsoft 2000). The
analysis of variance (ANOVA) was used for the HPLC results, also using the
Statistic 5.5 software and the means were compared by Tukey’s test,

significance being based on a 0.05 probability level.

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of the conditions for saponification and extraction: Saponification
of the samples with KOH in methanol 15% was not efficient for the total
dissolution of the samples of powdered eggs. Thus KOH in ethanol was tested,
obtaining complete dissolution of the samples. The conditions for saponification
and extraction of the non-saponifiable matter were first optimized using a
complete 28 factorial design with central points, the variables and levels studied
being: concentration of the KOH in ethanol (15, 20 and 25%), type of solvent
(hexane or ethyl ether) and number of extractions (2, 3 and 4). An analysis of
the results showed that ethyl ether was more efficient than hexane to extract
the oxides. Thus a second complete 22 factorial design with central points was
carried out under the same conditions as the first, but using only ethyl ether as
the extracting solvent for the non-saponifiable matter.

An analysis of the results of the second design showed that all the
factors evaluated were significant (p<0.05), with significant interaction (p<0.05)
between the concentration of KOH and the number of extractions for the oxides
70-OH and 5,6B-epoxy (Figure 1).
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FIG. 1. Response surface for the relative area of 7a-hydroxycholesterol and 5,63-epoxycholesterol as a
function of the extraction number and per cent KOH.

A concentration of 15% KOH and four extractions showed a positive
effect on the response for 5,6B-epoxy, but the interaction between the factors
was shown to be negative. For 7a-OH, concentration of KOH of 15% also
positively influenced the response for oxide, but the greatest number of
extractions showed the opposite effect. The interaction between the factors
showed a positive effect for 7a-OH. There was a significant effect (p<0.05) for
the number of extractions with the cholesterol results, that is, a positive
response was obtained with the greatest number of extractions. However, the
KOH concentration (%) did not influence the cholesterol results and there was

no interaction between the factors evaluated (Figure 2).
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FIG. 2. Response surface for the relative area of cholesterol and reference standard as a function
of the extraction number and per cent KOH.

For 5,6B-epoxy, the best results were obtained by reducing of the KOH
concentration and increasing the number of extractions. The sensitivity of
epoxides to alkaline pH has been already reported (17). In the present work
was not observed loss of 7-keto, although alkaline hydrolysis, even when
carried out at room temperature and in the dark, can result in severe losses
(18,19). Despite the greater number of extractions having impaired the values
of 7a-OH, a reduction in the number of extractions would negatively affect 5,63-
epoxy and cholesterol. Thus based on the responses obtained in the second
design, a third complete 22 experimental factorial design with central points was
carried out, fixing the number of extractions at four, reducing the KOH
concentration (25, 15 and 10%) and also varying the saponification time (16, 18
and 22 hours).

However, in the third experimental design, complete sample dissolution
did not occur during saponification when the KOH concentration was reduced
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to 10%. With respect to the saponification time, there was no significant
difference (p>0.05) between the results at the different times tested, nor
significant interaction (p>0.05) between the factors. Thus a saponification time
of 18 hours was chosen, according to Dionisi et al. (15), with a KOH
concentration not below 15%, evaluating the greatest possible number of
extractions.

A fourth complete 22 factorial design with central points was then
developed with the significant factors to optimize the methodology, using
standard reference material for cholesterol. Optimum saponification conditions
were obtained with 15% KOH and 5 extractions of the non-saponifiable matter,
corresponding to the central points of the design (Figure 2). Only the results for
the central points were similar to the value specified on the certificate (19 + 0.2
mg cholesterol/g yolk).

Thus the optimum methodology was established as follows: 1.0 g of
sample plus 10 ml 15% potassium hydroxide in absolute ethanol was shaking
at 118 rpm on a shaker in the dark for 18 hours. The solution was transferred to
a 100 ml screw-topped test-tube, and 40 ml distilled water and 10 ml ethyl ether
added and mixed on a vortex mixer for one minute. After phase separation, the
upper layer was transferred to a 125 ml separating funnel, and the extraction
with ethyl ether was repeated 4 more times. A volume of 15 ml potassium
hydroxide (0.5 mol/L) was added to the combined ethereal phases in a
separating funnel, and the ethereal solutions washed with 15 ml aliquots of
aqueous sodium sulphate (0.47 mol/L). The upper phase was filtered through
common filter paper containing anhydrous sodium sulphate, transferred to a 70
ml screw-topped tube and the ether evaporated off with a stream of N,. The dry
extract was dissolved in 1 ml of the mobile phase used for HPLC, filtered
through a 0.45 um pore-size polyethylene filter, and immediately injected into
the HPLC.

Simultaneous determination of cholesterol and cholesterol oxides by HPLC-UV-

RI: Under the chromatographic conditions used by Baggio et al. (20), it was
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possible to separate cholesterol from the following oxides: 19-OH, 20a-OH,
22(R)-OH, 24(S)-OH, 22(S)-OH, 25-OH, 7-keto, 70-OH, 7B-OH, 5,60-epoxy
and 5,6B-epoxy. A more polar mobile phase, hexane:isopropanol (90:10 v/v),
had to be used to separate triol. The oxides 5,6a-epoxy, 5,6B-epoxy and triol
were determined by Rl since they contain no & electrons in their structures and
do not therefore absorb in the UV region. Both the UV and RI detectors can be
used to determine cholesterol and the other oxidation products, but UV was
used since it is more sensitive and selective. Figures 3 and 4 show the
chromatograms of the standards and of the powdered egg samples, using the
UV and RI detectors respectively. Figure 3b shows that only 5 of the 12 oxides
studied were found in the samples of commercial spray-dried whole egg
powder. The retention times of the peaks obtained by HPLC-UV-RI of the
samples coincided with the retention times of 20a-OH and 25-OH, and were
spiked by the respective standards solutions. However in the HPLC-APCI-MS
chromatograms of the same samples, the fragmentation patters of the peaks
observed with the same retention time as 20a-OH and 25-OH did not
correspond to those of these oxides. Therefore the presence of 20a-OH and
25-OH was not confirmed by their mass spectra.

The same five oxides were also found by Fontana et al. (21). Besides
when the powdered egg samples were heated at 90°C for 24 hours, the
formation of triol and 25-OH was observed, plus a product with a retention time
similar to the 20a-OH, what was not confirmed by high resolution nuclear
magnetic resonance (21). Other studies either failed to find (22, 23) or failed to
analyze (24, 25) the oxides triol, 25-OH and 20a-OH.

Characterization, quantification and confirmation of cholesterol and cholesterol
oxides by HPLC-APCI-MS: Table 1 presents the main molecular and/or
fragment ions of cholesterol and its oxides produced in APCI (+)-MS.
Cholesterol, 19-OH, 25-OH and 7-keto showed distinctive ion distributions, but
200-OH, 22(R)-OH, 24(S)-OH and 22(S)-OH are structurally very similar

isomers, resulting in small differences in their ion distributions. Nevertheless,

49



these differences, coupled to their characteristic retention times since the
chromatographic peaks of these compounds were clearly resolved, were

sufficient to confirm the identity of these oxides.
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FIG. 3. Chromatogram of (A) cholesterol and choleterol oxides standards and (B)
the egg sample, determined using HPLC-UV. The numbered peaks correspond to:
(1) 19-hydroxycholesterol, (2) cholesterol, (3) 20a-hydroxycholesterol, (4) 22(R)-
hydroxycholesterol, (5) 24(S)-hydroxycholesterol, (6) 22(S)-hydroxycholesterol, (7)
25-hydroxycholesterol, (8) 7-ketocholesterol, (9) 7p-hydroxycholesterol, (10) 7o-
hydroxycholesterol.

The 5,6a-epoxy, 5,6B-epoxy and triol oxides also displayed similar
fragmentation patterns. However, the epoxy oxides showed well-resolved
chromatographic peaks and could therefore be distinguished by their retention
times. The triol oxide could be clearly distinguished from the other oxides as it
eluted at the end of the chromatographic run using the specific mobile phase

(Figure 5). The 70-OH and 7B-OH also displayed similar fragmentation
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patterns, but well resolved chromatographic peaks, and could therefore be
distinguished by their retention times.
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FIG. 4. Chromatogram of (A) cholesterol and choleterol oxides standards and (B)
the egg sample, determined using HPLC-RI. The numbered peaks correspond to:
(1) 19-hydroxycholesterol, (2) cholesterol, (3) 20a-hydroxycholesterol, (4) 22(R)-
hydroxycholesterol, (5) 24(S)-hydroxycholesterol, (6) 22(S)-hydroxycholesterol, (7)
25-hydroxycholesterol, (8) 5,6a-epoxycholesterol, (9) 5,6B-epoxycholesterol, (10) 7-
ketocholesterol, (11) 7p-hydroxycholesterol, (12) 7a-hydroxycholesterol.

When analyzing the egg samples, the high cholesterol concentration
difficulted the recognition of the other oxides. This problem was avoided by
removing the m/z 369 ion from the SIM run. Thus cholesterol could still be
identified from its less intense fragment ions of m/z 367 and 385 and the peaks

of the other oxides could also be observed. Figure 5b shows the absence of
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triol in the samples and in Figure 6 it is possible to clearly see the presence of
cholesterol, 7-keto, 73-OH, 7a-OH, 5,60-OH and 5,63-OH.

TABLE 1
Relative intensity of the main ions of cholesterol and cholesterol
oxides in HPLC-APCI(+)-MS

Relative intensity (m/z)

Compounds’ 367 385 369 401 403
19-OH 50 100 10 - -
Cholesterol 5 5 100 - -
200-OH 100 95 10 - -
22(R)-OH 100 100 10 - -
24(S)-OH 100 100 10 - -
22(S)-OH 85 100 10 - -
25-OH 100 30 10 - -
7-keto - - - 100 10
5,60-epoxy 50 100 10 - 20
5,6B-epoxy 25 100 10 - 10
7B-OH 100 30 10 - -
70-OH 100 30 10 - ,
Triol 16 100 - - 13

" order of elution

Besides the identification on the cholesterol oxides, a comparison
between the results obtained by HPLC-APCI-MS and HPLC-UV-RI was carried
out. As can be seen in the Table 2, the results obtained by different detectors
showed no significant difference, demonstrating that both these detector
systems can be used to quantify cholesterol and the oxides found in this study.
The methodology was validated using the HPLC-UV-RI system and was

applied to determine the cholesterol oxides in egg samples.

Method validation: Recovery was carried out at two levels of addition; 50 and
100 ng for the oxides found in the samples and 0.1 and 0.2 mg for cholesterol.
Each level of addition was carried out in duplicate. Table 3 shows the mean

values
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for the recovery of cholesterol and cholesterol oxides in commercial spray-
dried whole egg powder. The method showed good results for recovery, from
92 to 102% for the oxides and from 93 to 96% for cholesterol. Studies using the
direct saponification method gave a higher recovery value for cholesterol (26),
a lower value for 7-keto and similar values for the oxides 7p-OH and 7a-OH
(15).

FIG. 5. Chromatogram of (A) cholestan-33-5a-6B-triol standard and (B)
the egg sample, determined using HPLC-APCI-MS. The number peak
correspond to : (1) cholestan-33-5a.-63-triol.
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DL and QL were carried out according to Long & Winefordner (16). The
low values found for DL and QL (Table 4) demonstrate the adequate sensitivity
of the method used in the analyses of cholesterol and its oxides.

Repeatibility, verified from the CV (%) values (Table 5), varied from 4.3
to 15.2% for the oxides and 2.5 to 3.7% for cholesterol. According to Horwitz
(27), these values are considered acceptable for analytical repetitions, although
Morgan & Armstrong (24) reported lower CV values (3.1 to 8.0%) for the

oxides.
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FIG. 6. Chromatogram of (A) cholesterol and choleterol oxides standards and (B)
the egg sample, determined using HPLC-APCI-MS. The numbered peaks
correspond to: (1) 19-hydroxycholesterol, (2) cholesterol, (3) 20o-
hydroxycholesterol, (4) 22(R)-hydroxycholesterol, (5) 24(S)-hydroxycholesterol, (6)
22(S)-hydroxycholesterol, (7) 25-hydroxycholesterol, (8) 5,6a-epoxycholesterol, (9)
5,6B-epoxycholesterol, (10) 7-ketocholesterol, (11) 7B-hydroxycholesterol, (12) 7a-
hydroxycholesterol.
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The cholesterol content determined in the standard reference material
(SRM 1846, NIST) was 19.0+0.2 mg/g in the whole egg powder, identical to the
value declared on the certificated (19.0+0.2 mg of cholesterol/g in whole egg

powder), showing that the methodology used was very precise.

TABLE 2

Cholesterol oxides levels (ug/g) in spray-dried whole egg powder by
HPLC-UV-RI and HPLC-APCI-MS

Compounds HPLC-UV-RI HPLC-APCI-MS
M + SD? M + SD?
7-keto 0.34+0.08°2 0.35+0.062
7B-OH 32.87 +4.63° 32.83+3.56°
70-OH 24.64 +£3.55° 23.97+2.89°
5,60-epoxy 35.93+5.90° 35.21+2.80°%
5,6B-epoxy 51.24 +6.08 ° 50.88 +5.88 °

®Means and estimated standard deviation n=10
Means in the same row bearing same letters do not differ significantly (P>0.05).

TABLE 3
Recovery (%) of cholesterol and cholesterol oxides in spray-dried whole
egg powder

Compounds Level of addition Recovery (%)
(ug) M + SD*
Cholesterol 100 93+5
200 96 +5
7-keto 50 9%6+5
100 95+4
7B-OH 50 97 +4
100 92+5
70-OH 50 91+5
100 101 £8
5,60-epoxy 50 94 +4
100 95+5
5,6B-epoxy 50 92+4
100 97+6
Triol 50 8916
100 103+9

®Mean and estimated standard deviation for triplicate
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TABLE 4

Detection (DL) and quantification limits (QL) for cholesterol and
cholesterol oxides

Compounds DL (ug/9) QL (ug/9)
19-OH 0.031 0.042
Cholesterol 0.026 0.088
20a-OH 0.002 0.005
22(R)-OH 0.021 0.035
24(S)-OH 0.021 0.030
22(S)-OH 0.021 0.041
25-OH 0.002 0.006
5,60-epoxy 0.020 0.050
5,6B-epoxy 0.020 0.064
7-keto 0.006 0.002
7B8-OH 0.025 0.079
7a-OH 0.010 0.062
Triol 0.031 0.065

n=10
TABLE 5

Mean values for cholesterol (mg/100g dry weigh base) and cholesterol
oxides (ug/g dry weigh base) in eggs

Compounds Spray-dried whole egg fresh egg yolk Fresh egg yolk -3
powder

M+SD* CV (%) Mz8SD* CV(%) Mz£SD* CV(%)

Cholesterol  1715+63  3.69 2481 +62 250 2401+68 2.84
7-keto 250+0.38 1515 0.36+0.02 6.25 nd -
70-OH 518+050 9.64 1590+1.12 7.04 3.88+0.19 5.02
7B-OH 6.17+0.88 1422 373+0.19 513 3.02+0.13 4.31

5,60-epoxy 9.73+1.09 11.29 nd ° - nd® -

5,6p-epoxy 17.63+1.87 10.64 nd ° - nd ° -
®Mean and estimated standard deviation for triplicates.
®nd = not detected (detection limits are given in Table 3).
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Application of methodology on eggs samples: Of the 12 oxides studied, the
following 5 oxides were identified, quantified and confirmed in commercial
spray-dried whole egg powder: 7-keto, 7a-OH, 7B-OH, 5,6a-epoxy and 5,6B3-
epoxy. The following three oxides were found in fresh eggs: 7-keto, 7a-OH and
7B-OH, and only 7a-OH and 78-OH were found in fresh eggs enriched with
PUFA-n3 (Table 5). A great variety of values for the amounts of cholesterol
determined in spray-dried whole egg powder can be found in the literature,
varying from not detected to 37 ug/g for 7-keto, from not detected to 65 ng/g for
7B-OH, from not detected to 35 ug/g for 7a-OH, from 12 to 111 ug/g for 5,60-
epoxy and from 5 to 46 pg/g for 5,6B-epoxy (28, 29). Lower values were found
for all the oxides in the present study. The discrepancies found in the amounts
of the oxides are probably due to differences in the spray-drying processes
used and in part due to the different methodologies used to determine the
oxides.

Similar values were found by Van de Bovenkamp et al. (19) for 7-keto in
fresh egg yolk. Nourooz-Zadeh (30) quantified 7-keto (2.2 ng/g of lipid) and 7o-
OH (2.7 pg/g of lipid) in fresh eggs. On the other hand, none of the eight
cholesterol oxides commonly found in foods were detected in fresh eggs (31).

Although enriched eggs containing significant amounts of PUFA-n3,
compounds extremely susceptible to oxidation, giving rise mainly to free
radicals and peroxides, which accelerate the formation of cholesterol oxides.
However, the eggs enriched with omega-3 only presented 2 oxides, 7a-OH and
7B-OH, with smaller amounts than those found in fresh eggs. Normally, when
birds are fed on diets rich in PUFA-n3, antioxidants such as vitamin E must be
added to increase the oxidative stability of the PUFA-n3, and also to prevent
the formation of cholesterol oxides (32)

The mean values found for cholesterol were greater for both egg and
enriched egg samples and similar for whole egg powder than those reported by
the USDA (33).

In summary, the factors studied in the extraction design influenced the

cholesterol and cholesterol oxide contents. It was possible to establish the best
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conditions for saponification and extraction of non-saponifiable matter using
response surface methodology. The proposed method was shown to have high
sensitivity, precision and recovery and to be easy to apply in the separation of
cholesterol and cholesterol oxides in eggs. Confirmation of the oxides 200-OH
and 25-OH is required, since the presence these oxides were not confirmed by
HPLC-APCI-MS.
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CAPITULO 3

COMPARATIVE STUDY BETWEEN METHODS AND
VALIDATION OF THE METHOD TO DETERMINE FATTY ACIDS
IN EGGS

EM PREPARACAO PARA SER ENVIADO PARA A REVISTA
LIPIDS
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ABSTRACT

A comparative study was carried out between lipid extraction according
to Folch et al. (1957) (1) followed by the preparation of methyl esters according
to Joseph & Ackman (1992) (2) by saponification and methylation with boron
trifluoride in methanol, and direct sample methylation according to Wang et al.
(2000) (3). The method involving lipid extraction followed by esterification
presented more accurate and precise results and was validated using
powdered egg certified reference material (SRM 8415, NIST). After validation,
the method was applied to the determination of fatty acids in eggs, eggs
enriched with polyunsaturated omega-3 fatty acids (n-3 PUFA) and spray-dried
egg powder.
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INTRODUCTION

Fatty acids in foods are mostly analysed by gas chromatography (GC) of
their methyl esters and detected by flame ionisation (4).

Of the sample preparation methods used for the determination of fatty
acids in eggs, the most common is lipid extraction with chloroform:methanol
(2:1, v/v) (1) followed by conversion of the fatty acids into methyl esters (5). The
methodology proposed by Metcalfe et al. (5) involves two steps. In the first step
the oil is heated with NaOH in methanol, breaking the triacylglycerol molecules
into glycerol and free fatty acids in approximately 5 minutes. In the second step
the free fatty acids are esterified with methanolic boron trifluoride (BF3) for 2
minutes at 97°C. This method has been adopted by the official methods (6, 7).

Ackman (8) affirmed that the saponification process is the last thing
wanted since transesterification of fat can be very quick in the presence of
alkali in methanol, even at room temperature, producing methyl esters in 2 to 3
minutes. Thus with the time or heat, the base will start saponifying the already
formed esters, and part of the sample will convert into free fatty acid.
Additionally it was observed that heating with BF3 for only 2 to 5 minutes was
too short, only esterifying from 85 to 90% of the free fatty acids, requiring 20
minutes to esterify 99% of the fatty acids. Apart from this, recommended that
no alkali transesterification is needed.

Over the years the work of Metcalfe et al. (5) has suffered modifications,
giving birth to methods using other methanolic bases and acids with different
times of heating at 97°C (9, 10, 11). According to Craske (11), a collaborative
study aimed at identifying instrumental and chemical errors during the analysis
of fatty acids by GC, indicated the methylation methods using methanolic BF3
as being amongst those presenting the best results.

Recently, different methods (direct methylation, saponification, extraction
with chloroform:methanol and post-extraction saponification) were compared
for the determination of fatty acids in egg yolk (3). The results showed less

variation in the direct methylation method than in the other methods. Direct
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methylation was more precise than extraction according to Folch et al. (1), due
to the smaller number of steps involved in the extraction and sample
preparation processes. It consequently presented better recovery and was also
quicker and less costly. In addition the extraction with chloroform:methanol only
consumed more time and increased the costs of the analysis, giving rise to a
greater number of errors due to the multiple number of steps involved (12).

The analysis of methyl esters by GC requires high resolution in order to
separate the positional and configurational isomers. The fused silica capillary
columns typically used in this type of analysis normally vary from 25 to 100 m
(13), 100 m columns with highly polar stationary phases, such as those filled
with cyanoalkyl polysiloxane being the most recommended for the separation of
isomers of conjugated, monounsaturated and polyunsaturated linolenic fatty
acids and many of the 18:2n6 and 18:3n3 isomers (14). A more accurate
analysis of frans fatty acids can be obtained from the association of gas
chromatography with silver-nitrate thin-layer chromatography or silver-ion liquid
chromatography (15).

Identification of the fatty acids present in foods is carried out by
comparing the retention times of the methyl esters of the sample with those of
the standards. For the non-identified compounds, some studies use equivalent
chain length (ECL) values (16, 17, 18). However, the combination of
parameters such as retention time with structural information obtained from
mass spectrometry constitutes one of the most decisive methods to identify
complex organic compounds (13, 19, 20).

An internal standard is used to quantify the fatty acids in mg/100g
sample, and this standard should be a homologue of the compounds analysed,
eluting separately from them (10). The fatty acids nervonic (24:1n-9) and
tricosanoic (23:0) acids are the most used as internal standard, due to the
similar response obtained by both with the ionisation detector, nervonic acid
having the additional advantage of being highly soluble, although it is an

unstable compound and can suffer losses by auto-oxidation in addition to
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containing impurities in the form of position isomers, as found in commercial
standards (21). Tricosanoic acid is stable but of limited solubility (2, 21).

In the present study the method involving lipid extraction with
chloroform:methanol followed by the preparation of methyl esters according to
Joseph & Ackman (1992) (2) by saponification and methylation with BF3;, was
compared with direct sample methylation according to Wang et al. (3), using
GC with internal standardisation. The more precise and accurate methodology
was validated with reference material (SRM 8415, NIST) and applied to
samples of egg, egg enriched with polyunsaturated omega-3 fatty acids (n-3
PUFA) and commercial spray-dried whole egg powder.

MATERIAL & METHODS

Solvents and chemicals. The solvents sodium hydroxide (NaOH), methanol,
isooctane and methanolic boron trifluoride (BF3) were of analytical grade,
acquired from Merck (Darmstadt, Germany) and n-hexane was HPLC grade,
from Mscience (Dramstadt, Germany). A total of 37 fatty acid methyl ester
(FAME) standards from 4:0 to 24:0, of the brand Supelco (Bellefonte, PA, USA)
were used for identification. The internal standards used for quantification were
the methyl esters of tricosanoic acid (23:0) and tridecanoic (13:0) acid from
Sigma (Miliford, MA, USA) with 99% purity. The reference material SRM 8415,
acquired from NIST (Gaithersburg, MD, USA) was used to verify the accuracy
and precision of the method.

Samples. Fresh egg enriched with n-3 PUFA was used for the comparative
study between the methods. One 2 dozen batch of eggs was used for the
analysis, the yolks being separated and homogenised in beakers with a glass
rod. For the direct methylation method according to Wang et al (2000) (3), ten
0.05g samples were analysed. For the lipid extraction method, ten 2 g samples
were used and approximately 0.1 g of the oil obtained weighed for
saponification and methylation according to Joseph & Ackman (2). Samples of

recently prepared eggs, eggs enriched with n-3 PUFA and commercial spray-
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dried whole egg powder, were acquired directly from the producers for

application of the method.

Experimental correction factor for the fatty acids EPA and DHA. The chemical
and instrumental parameters were optimised to verify the detector response for
a saturated fatty acid (16:0) in relation to the internal standard (23:0). The
experimental correction factors for the fatty acids EPA and DHA were
calculated in relation to the internal standard and compared to the theoretical

correction factor.

Comparison of the methods and validation of the method to determine the fatty
acid composition. A comparative study between lipid extraction according to
Folch et al. (1) followed by preparation of the methyl esters according to Joseph
& Ackman (2) by saponification and methylation with BF3, and direct sample
methylation according to Wang et al. (3), was carried out. The method
presenting the best results with respect to accuracy and precision was
validated using powdered egg certified reference material (SRM 8415, NIST)
and applied to samples of egg, egg enriched with n-3 PUFA and commercial

spray-dried whole egg powder.

CG equipment and conditions. A Varian 3400 CX gas chromatograph (Walnut
Creek, California, USA) was used, equipped with a flame ionisation detector,
split injector, CP-SIL 88 column (100 m, 0.25 mm, 0.20 um) (Chrompack,
Netherlands) and star workstation. The chromatographic conditions were:
detector temperature 280°C; injector temperature 250°C; initial column
temperature 120°C for 8 minutes, programmed to increase at 15°C per minute
up to 160°C and then at 4°C per minute up to 195°C, maintaining this
temperature for 12 minutes and then increasing again at 152 per minute up to
the final temperature of 220°C, maintained for 12 minutes. The stripping gas
was hydrogen at 1 ml/min, make-up gas of nitrogen at 30 ml/min and synthetic
air at 300 ml/min. The split 1:50 injection mode was used. The fatty acids were
identified by comparison of the retention times of the standards with those of
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the sample, and quantification by internal standardisation using the methyl
esters of tricosanoic and tridecanoic acids as the internal standards. The AOCS
methodology was used for the calculations (7).

Determination of the lipid and moisture contents. Total lipids were determined
using the gravimetric method of Folch et al. (1) and moisture content using the
AOAC (1997) methodology (6).

Statistical analysis. The Statistica 5.0 programme (Statsoft, 1995) was used to

analyse the experimental data.

RESULTS & DISCUSSION

Experimental correction factor for the fatty acids EPA and DHA. The methyl
ester of palmitic acid (16:0) was used to verify the detector response for a
saturated fatty acid in relation to the internal standard (23:0). The experimental
correction factor for the detector response was 1.004 + 0.03, this result being
similar to the theoretical correction factor, demonstrating that the conditions for
the application of the methodologies were optimal. The experimental correction
factors for EPA and DHA obtained in relation to the methyl ester of tricosanoic
acid, used as the internal standard, were 1.07 = 0.12 and 0.97 + 0.01,
respectively, values considered to be satisfactory since the theoretical
correction factors (7) were 0.99 for EPA and 0.97 for DHA. Thus the theoretical
correction factors were used for the calculations of mg/100g EPA and DHA in

relation to the internal standard used.

Comparison of the methodologies of Joseph & Ackman (2) and Wang et al. (3)
for the determination of fatty acids in egg. Table 1 shows the results of the
comparative study between extracting the lipids according to Folch et al. (1)
followed by preparation of the methyl esters according to Joseph & Ackman (2)
and direct methylation of the sample according to Wang et al. (3). Direct

methylation of the samples using Wang’s method (3) resulted in significantly
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lower fatty acid contents and greater variation in the results as compared to the
method extracting the lipids (1) with chloroform:methanol followed by
saponification and methylation (2). Despite the fact that the method of Joseph &
Ackman (2) presented a greater number of steps, consequently increasing the
time and cost of the analysis, it presented better repeatability, observed from
the coefficient of variation (Table 1). The low repeatability observed for the
direct methylation method proposed by Wang et al. (3) was probably due to a
less efficient conversion of the fatty acids into their methyl esters as compared
to the same procedure but starting with the lipid extract. The results of Wang et
al. (3) disagreed with the present results, observing less variation for the
majority of the fatty acids when using direct methylation of the samples, than
when extracting with chloroform:methanol. Lepage & Roy (12) also observed
that extraction with chloroform:methanol followed by saponification led to a

greater number of errors due to the multiple steps involved.

Validation of the methodology for the determination of fatty acids in eggs by gas
chromatography using internal standardisation. Since the method of Joseph &
Ackman (2) was shown to be more precise, this method was validated using
powdered egg certified reference material (SRM 8415, NIST). Table 2 shows
the results obtained for the fatty acids of the powdered egg certified reference
material and for the application of the Joseph & Ackman method (2). Observe

that the results obtained were same to that specified for the reference material.

TABLE 1
EPA and DHA contents of fresh eggs enriched with n-3 PUFA,
determined by different methods

Fatty acid JOSEPH & ACKMAN WANG et al.
(1992) (2000)
M + SD? CV M + SD? cVv
(%) (%)
EPA 9.56+0.4 a 4.2 478+09b 18.8
DHA 118.20+4.8a 4.1 77.10+15.0 b 19.5

# Mean * standard deviation with n=10, Means followed by the same letter do not differ
according to the Tukey test (P>0.05).° (mg/100g, dwb), CV (%) = Coefficient of variation.
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Determination of the total lipid and moisture contents. Table 3 shows the results
for total lipids (g/100g yolk on a dry weight basis) and moisture content (g/100g
yolk) in eggs, eggs enriched with n-3 PUFA and whole spray-dried egg powder.
The values for lipids in the egg yolk and those of the eggs enriched with n-3
PUFA were lower and the values of the whole spray dried powder higher, than
the values cited by USDA (22). The results for moisture content for all the egg
samples were similar to those found by USDA (22).

TABLE 2

Comparison between the results obtained for fatty acids and total lipids
using the method of JOSEPH & ACKMAN (1992) for powdered egg
certified reference material (SRM 8415, NIST) and the values declared on

the certificate

Fatty acids (SRM 8415, NIST) JOSEPH &
(% weight, dwb) ACKMAN (1992)

14:0 0.191 £0.013 0.189+£0.016
15:0 0.050 £ 0.03 0.051 £0.03
16:0 12.36 £ 0.45 12.36 £ 0.45
16:1 1.59 + 0.37 1.50+£0.46
17:0 0.156 £ 0.029 0.156 + 0.027
18:0 4.21+0.26 4.19+0.29
18:1n-9 23.0+24 23.5+22
18:2n-6 4.69 +0.38 4.67 £0.40
20:3 0.064 £ 0.007 0.064 = 0.005
20:4 0.496 + 0.045 0.499 + 0.040
22:6n-3 0.266 £ 0.062 0.262 + 0.064
Lipids (% weight, dwb) 48.0£5.0 48.1£5.2

TABLE 3

Mean values for total lipids and moisture in eggs enriched with n-3 PUFA,

egg and whole spray dried egg powder

Sample Total lipids® Moisture®
n-3 PUFA egg® 69.01 50.02
EggP 61.59 50.87
Whole spray-dried egg 36.72 2.98

powder®

®Mean with n=3, °mg/100g yolk, dwb, °mg/100g, dwb
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Application of the methodology to eggs. Table 4 shows the results obtained for
the composition of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids
and of frans fatty acids in eggs, eggs enriched with n-3 PUFA and whole spray-
dried egg powder. Twenty-nine fatty acids were identified, and in all the
samples the major ones found were: 14:0, 16:0, 18:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-
6, 18:3n-3 and 20:4n-6. The fatty acid 18:1n-9 frans was the major principle in
whole spray-dried egg powder. The following fatty acids were not identified in
any of the egg samples: 4:0; 6:0; 8:0; 10:0; 11:0; 12:0, 13:0 and 23:0 and only
traces (< 1 mg/100g) of the following: 15:1n-9, 22:1n-9 and 22:2n-6 were found.

The eggs enriched with n-3 PUFA presented the highest values for
16:1n-7, 17:1n-7, 20:1n-9, 20:2n-6 and 18:3n-3 and lower values for 16:0, 17:0,
20:0, 22:0, 24:0, 20:3n-6, 20:4n-6 and 18:1n-9 frans than eggs. In addition, the
concentration of 18:3n-3 and 22:6n-3 in the eggs enriched with n-3 PUFA
showed 30% and 100% higher, respectively, of the amounts found in eggs. The
monounsaturated fatty acids were similar and the PUFA showed a value 45%
higher than the other eggs. A reduction of 22% in the total saturated fatty acid
content was found in the eggs of chickens receiving higher concentrations of n-
3 PUFA in their diet, although the concentration of these acids in the eggs are
little influenced by the lipid content of the diet (23).

The ideal ratio between n-6 and n-3 in the daily diet has still not been
quite established, but the recommendation is from about 4-10:1 and the ideal
ratio about 4:1 (24, 25). Thus the ratio of 3.2 found in the yolks of eggs
enriched with n-3 PUFA can be considered satisfactory. In eggs the n-6/n-3
ratio was 7.3, a value much higher than that of the eggs enriched with n-3
PUFA, due to the higher concentration of fatty acids n-6 in eggs. However,
these values are also within the recommended values (24).

High concentrations of 18:1n-9 trans were observed in the whole spray
dried egg powder, probably due to the high temperature required for the
processing of these eggs, which could lead to the formation of trans fatty acids
(26). In addition, higher contents of 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 21:0, 22:0,
24:0, 14:1n-9, 18:1n-9, 24:1n-9 and 18:3n-6 were found in eggs and eggs

71



enriched with n-3 PUFA. On the other hand, the samples of powdered egg also
presented higher contents of 20:3n-3, 20:5n-3 and 22:6n-3 than found in eggs
and eggs enriched with n-3 PUFA.

In summary, quantification of the fatty acids by internal standardisation
according to the method of Joseph & Ackman (1992) was shown to be more
accurate and precise than the direct methylation method. Although necessary
to extract the total lipids, this is easily carried out. By applying this
methodology, it was shown that eggs enriched with n-3 PUFA showed a better
lipid profile from the nutritional point of view than eggs. On the other hand, high
contents of trans fatty acids were found in the whole spray dried egg powder,
however this samples presented lower ratio of n6/n3 than the other eggs.
Considering that whole spray dried egg powder is used in the formulation of a
variety of products, mainly infant foods, the presence of trans fatty acids
represents a public health problem.
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TABLE 4
Concentration (mg/100g sample, dwb)® of saturated, monounsaturated
and polyunsaturated fatty acids and trans fatty acids (trans FA) in eggs

Fatty acid n-3 PUFA Egg® Whole spray-
egg® dried egg
powder®
14:0 640 + 11 660 £ 10 939+ 18
15:0 902 1002 157 £ 6
16:0 4250 + 61 6520 + 74 5951 + 60
17:0 280 + 11 350+9 428 +19
18:0 1750 + 19 1340 4197 + 101
20:0 100+ 2 180+ 4 124 + 3
21:0 tracos® tracos® 174+ 3
22:0 100+ 2 120+ 2 203+ 4
24:0 160 26 *+ 1 67 £2
14:1 n-9 110+ 3 100+ 3 169 £ 2
16:1 n-7 4690 + 62 3040 1206 = 16
17:1 n-7 240+ 4 110+ 2 tracos
18:1 n-9 6640 + 75 4850 + 55 7986 + 88
20:1 n-9 340+9 110+ 3 39 +1
24:1 n-9 tracos® tragos® 62+ 2
18:2 n-6 5310+ 74 9296 4161 £ 50
18:3 n-6 16 £ 0 16 £0 34 +1
20:2 n-6 290+ 3 48 +2 38 +1
20:3 n-6 25+0 35+1 33+1
20:4 n-6 200+ 3 340+ 8 343+ 10
18:3 n-3 1630 + 38 1250 £ 23 680 £ 13
20:3 n-3 tragos® tracos® 36+ 1
20:5 n-3 14+0 tracos 55 +1
22:6 n-3 170+ 3 85+2 806 + 16
18:1 n-9 trans 48 + 2 95+3 1500 £ 23
18:2 n-6 trans ? 17 £1 16+0 3141
Saturated (SAT) 7226 9270 12239
Monoinsaturated 12020 8236 9462
Polyunsaturated 7655 11070 6186
(PUFA)
Unsaturated 19675 19306 15648
FA tran 65 111 1531
PUFA n-6 5841 9735 4609
PUFA n-3 1814 1335 1577
PUFA / SAT 1.1 1.2 0.5
PUFA n-6/PUFA n-3 3.2 7.3 2.9

¥Mean * standard deviation with n=3, bmg/1 00g yolk, dwb, *mg/100g, dwb, d(90, 12t + 9¢, 120),
°tr = traces (less than 1mg/100g)
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CAPITULO 4

EFEITO DA ESTOCAGEM NA FORMACAO DE OXIDOS DE
COLESTEROL E ALTERACAO DE ACIDOS GRAXOS EM OVO
EM PO

EM PREPARACAO PARA SER ENVIADO PARA A REVISTA
JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY
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RESUMO

Os teores de colesterol, 6xidos de colesterol, lipidios totais e acidos
graxos foram determinados em duas marcas comerciais (A e B) de ovo em pé.
De cada marca foram analisados dois lotes com diferentes datas de producéao
e as amostras foram analisadas no tempo zero e mensalmente até os seus
prazos de validade. O valor médio de colesterol da marca A foi de 1716 e da
marca B de 1570 mg/100g de ovo. Os Oxidos de colesterol identificados e
quantificados foram 7-cetocolesterol, 7p-hidroxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol,
5,6a-epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol, os quais elevaram-se durante o
periodo de estocagem. Na marca A, as concentracoes de 7-cetocolesterol
aumentaram de 2,5 para 20,6 ug/g, de 7B-hidroxicolesterol de 2,9 para 31,8
ug/g, de 7a-hidroxicolesterol de 5,1 para 28,2 ug/g, de 5,6a-epoxicolesterol de
5,7 para 43,4 ug/g e de 5,6B-epoxicolesterol de 5,4 para 20,3 ug/g. Na marca
B, as concentracdes de 7-cetocolesterol aumentaram de 1,3 para 29,9 ug/g, de
7B-hidroxicolesterol de 4,9 para 50,7 ug/g, de 7a-OH de 4,2 para 35,1 ug/g, de
5,6a-epoxicolesterol de 3,2 para 33,9 ug/g e de 5,6B-epoxicolesterol de 8,8
para 77,1 ug/g. Os valores de lipidios totais de 35 g/100g e de umidade de 3
g/100g foram constantes durante o periodo de estocagem. Os principais
acidos graxos determinados em todas as amostras foram: C14:0, C16:0,
C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6, C20:4 n6, C18:3 n3 e C18:1 n9 trans. A
estocagem ocasionou reducao dos acidos graxos poliinsaturados evidenciando
que ocorreu oxidagao lipidica com producao de radicais livres que contribuiram

para o aumento dos 6xidos de colesterol.
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INTRODUCAO

O grande consumo de alimentos industrializados que utilizam ovos em
sua fabricagdo, como produtos de panificagdo e massas, impds a necessidade
da obtencdo de matéria-prima que apresente maior tempo de estocagem, o
que resultou no uso do ovo em p6. No entanto, o0 ovo é um alimento rico em
colesterol e lipidios e o processo de producao de ovo em po6 por “spray-dryer”
utiliza altas temperaturas que aceleram as reacbdes entre os lipidios e o
oxigénio molecular, ocasionando a formacdo de Oxidos de colesterol (1,2).
Além disso, os acidos graxos poliinsaturados presentes nos ovos sao
compostos extremamente suscetiveis a oxidagao, originando principalmente
radicais livres que promovem a formagao dos éxidos de colesterol. Em adigéo,
as condi¢des de transporte e estocagem do ovo em pd, também contribuem
para a degradacao do colesterol e dos acidos graxos.

Os o6xidos de colesterol normalmente encontrados em amostras de ovo
em pd sao: 7oa-hidroxicolesterol (7a-OH) e 7B-hidroxicolesterol (7-OH) e seu
produto de desidrogenacao, o 7-cetocolesterol (7-ceto). Além desses, o 5,60-
epoxicolesterol (5,6a-epoxi) e o 5,6B-epoxicolesterol (5,6B-epoxi) e seus
produto de hidratagédo, o colestanotriol, assim como, os 6xidos formados pela
oxidagao da cadeia lateral do colesterol tais como o 20a-hidroxicolesterol (200
OH) e o 25-hidroxicolesterol (25-OH) foram determinados (3,4).

Os 6xidos de colesterol sdo aterogénicos, citotoxicos, mutagénicos e
carcinogénicos (5,6) e estdo também relacionados com doencas
degenerativas, como Parkison e Alzheimer e o diabetes (7,8). Dentre estes
oxidos, 0 25-OH e o triol sdo descritos como sendo os mais aterogénicos (9).

Acidos graxos trans tém sido associado ao desenvolvimento de
enfermidades cardiovasculares, devido ao aumento de LDL-colesterol e Lp(a)
sanguineo, de forma similar ao que acontece com o consumo de &cidos graxos
saturados (10,11). Por outro lado, os acidos graxos trans sdo considerados
mais preocupantes que os acidos graxos saturados por diminuirem o teor de
HDL-colesterol (12). Em adicdo, a resolucdo RDC n° 360 da ANVISA (13),
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estabelece que o valor de gordura trans seja declarado no rétulo, considerando
significativo acima de 0,2 g/100 g.

Embora, os efeitos prejudiciais a saide com o consumo continuo de
alimentos contendo niveis significativos de éxidos de colesterol e &acidos
graxos trans ainda sejam questdo de estudos, torna-se necessario o
aperfeicoamento dos sistemas de producéao e distribuicao, além das técnicas
de estocagem comercialmente utilizadas, visando minimizar a producao destes
compostos em alimentos processados. Em adicdo, € necessario o
desenvolvimento de pesquisas sobre as alteragdes ocorridas nos teores de
acidos graxos durante o processamento e estocagem destes alimentos. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi verificar a formagao de éxidos de colesterol e
a alteracao da composicao de acidos graxos em ovo em pd durante o periodo

de armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Material. Os padrdes de colesterol e 6xidos de colesterol: colest-5-ene-3f3,19-
diol (19-OH), colest-5-ene-3f3,200-diol (20a-OH), colest-5-ene-3p3,22[R]-diol
(22(R)-OH), colest-5-ene-3p,22[S]-diol (22(S)-OH), colest-5-ene-3[3,25diol (25-
OH), 3p-hidroxicolest-5-ene-7-one (7-ceto), colest-5-ene-3B,7B-diol (7B-OH),
5,6-a-epoxi-5a-colestan-3B-ol (5,6a-epoxicolesterol), 5,6-B-epoxi-5p-colestan-
3p-ol (5,6B-epoxicolesterol) e colestan-3B-5a-6p-triol (triol) foram obtidos de
Sigma (Miliford, MA, USA). Colest-5-ene-3p3,24[S]-diol (24(S)-OH) e colest-5-
ene-3P,7a-diol (7a-OH) foram adquiridos de Steraloids (Newport, RI, USA) e o
padrdao de referéncia de ovo integral em pdé (SRM 1846) de NIST
(Gaithersburg, MD, USA). Um total de 37 padrbes de éster metilico de acidos
graxos (FAME) do 4:0 ao 24:0 da marca Supelco (Bellefonte, PA, USA) foram
usados para identificagdo. Os padrdes internos utilizados para a quantificacao
foram os ésteres metilicos do acido tricosandico (23:0) e do acido tridecandico
(13:0) da marca Sigma (Miliford, MA, USA) com 99% de pureza e o padréao de
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referéncia de ovo integral em p6 (SRM 8415) de NIST (Gaithersburg, MD,
USA).

Amostras. Duas marcas comerciais (A e B) de ovo em p6 foram adquiridas
diretamente da fabrica. De cada marca foram analisados dois lotes com
diferentes datas de producdo. As amostras constituidas de 3 kg foram
homogeneizadas e embaladas a vacuo em sacos de polietileno contendo 100
g e armazenadas no escuro a 25 + 2°C. As amostras foram analisadas no
tempo zero e mensalmente até o prazo de validade de 6 meses para a marca
A e 12 meses para a marca B. Todas as amostras foram analisadas em

triplicata.

Extracao de Lipidios. Os lipidios foram extraidos de acordo com Folch et al.
(14). Aliquotas de 10 ml foram tomadas e os lipidios totais determinados

gravimetricamente.

Determinacao de Umidade. Aliquotas de 1 + 0,5 g foram secas em estufa a

110°C até peso constante, de acordo com metodologia da AOAC (15).

Determinacdo de Acidos Graxos. O extrato lipidico foi seco em rota
evaporador e 25 + 0,1 mg do 6leo obtido foram metiladas de acordo com
Joseph and Ackman (16). Os ésteres metilicos de é&cidos graxos foram
separados em um cromatégrafo gasoso (Varian 3400 CX), com detector por
ionizacdo em chama, injetor split, coluna CP-SIL 88 (100 m, 0,25 mm, 0,20
um) e workstation star. As condi¢cdes cromatograficas foram de acordo com
Mazalli e Bragagnolo (17). Os acidos graxos foram identificados pela
comparagdo dos tempos de retencdo dos padrées com os da amostra e a
quantificagdo foi realizada por padronizacdo interna utilizando os ésteres
metilicos do acido tricosandico e do acido tridecandico como padrdes internos.
Os resultados foram calculados em mg/100 g de amostra de acordo com a

AOCS (18). O método foi validado utilizando padrdo de referéncia certificado
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de ovo em pd (SRM 8415, NIST), cujos resultados obtidos foram semelhantes

ao especificado pelo material de referéncia.

Determinacdo Simultanea de Colesterol e Oxidos de Colesterol por CLAE-
UV-IR (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultra-violeta e
indice de refracao). A separacao e quantificacdo do colesterol e dos 6xidos
19-OH, 200-OH, 22(R)-OH, 24(S)-OH, 22(S)-OH, 25-OH, 26-OH, 7-ceto, 7pB-
OH, 7a-OH, 5,6a-epoxi, 5,6B-epoxi e triol foi de acordo com Mazalli et al (19).
Resumidamente, foi realizada a saponiificacdo da amostra com KOH no escuro
por 18 horas e a matéria insaponificavel foi extraida 5 vezes com éter etilico. A
fragédo do éter etilico foi concentrada e o colesterol e os 6xidos de colesterol
determinados por cromatografia liquida. Um cromatégrafo liquido da marca
Shimadzu foi utilizado com detectors UV (SPD-10AV,,) e indice de refragcéo
(RID-10A) em série. A coluna analitica usada foi Nova Pack CN HP, 300 mm x
3.9 mm x 4 um (Waters, Millford, MA, USA) a temperatura de 32°C. A
quantificacdo foi realizada por padronizagdo externa e a confirmacao do
colesterol e dos 6xidos de colesterol foi baseada na identificagdo do ion
molecular e analise dos fragmentos usando cromatografo liquido com interface
de ionizacdo quimica a pressao atmosférica e detector de massas.

A recuperacdo do colesterol variou de 92 a 102% e dos O6xidos de
colesterol de 93 a 96%. Os limites de deteccao (LD) e limites de quantificacao
(LQ) foram calculados de acordo com Long et al (20). Os LD encontrados para
os 6xidos de colesterol variaram de 0,002 a 0,031 ug/g e para o colesterol o
LD foi de 0,026 pg/g. Os LQ encontrados para os 6xidos de colesterol variaram
de 0,002 a 0,079 pg/g e para o colesterol o LQ foi de 0,088 ug/g. O teor de
colesterol do material de referéncia certificado (SRM 1846, NIST) foi de 19 +
0,2 mg/g de gema, sendo igual ao valor referido no material de referéncia

certificado.

Analises estatisticas. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) dos dados
obtidos de lipidios totais, umidade, colesterol, éxidos de colesterol e acidos
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graxos utilizando o software Statistic 5.5. As médias foram comparadas pelo
teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teores de Lipidios Totais e Umidade em Ovo em P6. O teor de umidade
dos ovos em po ndo variou entre os lotes e as marcas durante a estocagem.
Mesmo assim, os resultados de lipidios totais, acidos graxos, colesterol e
oxidos de colesterol foram expressos na base seca. Os teores de lipidios totais
entre os lotes foram semelhantes e expressos como média dos dois lotes
analisados em triplicata (Tabela 1). Nao houve reducao significativa do teor de
lipidios totais durante o periodo de armazenamento tanto na marca A quanto
na marca B. Em ambas as marcas de ovo em po, o teor de lipidios totais foi
inferior e o teor de umidade foi semelhante aos valores relatados pelo USDA
(2000) (21).

Composicdo de Acidos Graxos em Ovo em P6. Os acidos graxos nhado
apresentaram resultados significativamente diferentes entre lotes analisados
tanto na marca A como na B e por isso foram expressos pela média do lote. A
composicao de acidos graxos em ambas as marcas foi determinado no tempo
zero e mensalmente até o tempo final de seus prazos de validade. De um total
de 29 acidos graxos identificados, os principais determinados nos ovos em po6
das marca A e B foram: C14:0, C16:0, C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6,
C20:4 n6, C18:3 n3 e C18:1 n9 trans. Nos ovos ndo foram identificados os
acidos graxos C4:0; C6:0; C8:0; C10:0; C11:0; C12:0, C13:0 e C23:0 e os
acidos graxos C15:1 n9; C17:1 n7, C22:1 n9 e C22:2 n6 foram encontrados em
quantidades de tracos (menos que 1 mg/100 Q).
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Tabela 1. Valores médios de lipidios totais (g/100g, base seca) e umidade
(g/100g) de ovo integral desidratado armazenados no escuro a 25°C e
analisados no tempo zero e mensalmente até o prazo de validade de 6 meses
para a marca A e 12 meses para a marca B.

LIPiDIOS UMIDADE

TEMPO MARCA A MARCA B MARCA A MARCA B
(meses)

MED + DP? MED + DP? MED + DP? MED + DP?

0 35+x1a 35+1a 28+0,3a 3,1+0,6a

1 35+0a 35+1a 3,1+0,2a 28+03a

2 35+1a 35+0a 29+0,3a 3,1+0,1a

3 35+x1a 35+x1a 2,7+0,1a 3,1+0,2a

4 36+0a 35+1a 3,0+0,4a 3,1+0,2a

5 35+x1a 34+t1a 29+0,2a 28+0,3a

6 34+1a 34+1a 3,1+0,1a 3,3+0,3a

7 - 35+0a 29+0,0a 3,2+0,3a

8 - 34+0a - 28+0,1a

9 - 34t1a - 28+t0,3a

10 - 34+1a - 28+0,0a

11 - 34+1a - 3,1+0,0a

12 - 34+1a - 28+0,1a

4 Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em ftriplicata). Valores
seguidos de mesma letra mindscula em cada coluna nao diferem (P> 0.05).

Em geral, para os acidos graxos saturados (Tabela 2) e 4cidos graxos
monoinsaturados (Tabela 3) ndo foram observadas diferencas significativas
entre os meses de estocagem. Somente o0s &cidos graxos poliinsaturados
C18:2 n6 e C20:4 n6 (Tabela 4) e acidos graxos poliinsaturados C18:3 n3 e
C22:6 n3 (Tabela 5) de ambas as marcas reduziram significativamente no
periodo de estocagem. Nas marca A e B, o C18:2 n6 reduziu até 3 meses e 6
meses e 0 C20:4 n6 reduziu até 3 meses e 6 meses, respectivamente. Na
marca A, o C18:3 n3 e 0 C22:6 n3 reduziram até o més final de estocagem. Na
marca B, 0 C18:3 n3 reduziu até 12 meses e 0 C22:6 n3 até 6 meses.

Nas amostras de ovo em p6 tanto na marca A, quanto na marca B, os

acidos graxos insaturados foram os majoritarios (Tabela 6).
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Tabela 2. Concentragéo de acidos graxos saturados (mg/100g, base seca) em ovo integral desidratado armazenado a 25°C e analisado no tempo
zero e mensalmente até o prazo de validade de 6 meses para a marca A e 12 meses para a marca B.

Marca A
TEMPOS C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C21:0 C22:0 C24:0
0 947 +8 a 160+ 3 a 5906 + 44 a 414+ 15a 4049+ 139 a 129+ 4 a 178+ 4 a 201 £3a 64+2a
1 944+ 6 a 158+ 4 a 5935+ 36 a 399+18a 3998*+115a 131+3a 176+t 2 a 200+ 4 a 64+3a
2 948+ 5a 161+3a 5888+ 45a 421 +17a 4015%+108 a 127+4 a 180+4a 198+ 4 a 60x3a
3 942+5a 160+ 4 a 5889+ 39 a 414+ 4 a 4049+ 100 a 129+4 a 177+ 4 a 200+ 2a 61+2a
4 943+ 6 a 155+5a 5905+ 52 a 425+11a 4102+130a 129+4 a 181+4a 201 +3a 64+2a
5 944+ 4 a 162 + 4a 5913+ 48 a 415+12a 4111+132a 130+2a 177+2a 204+2a 62+3a
6 941 +8a 162+ 2a 5891+ 31 a 409+ 11 a 4171 +71a 131+4a 178+ 3 a 203+ 3 a 64+3a
MED + DP? 944 + 2 160 + 2 5904 + 16 414+8 4071 + 56 129 + 1 178 £ 2 201 +2 63+ 2
Marca B
TEMPOS C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C21:0 C22:0 C24:0
0 988+ 6 a 162+2a 6150+ 40 a 472+ 5a 4230+ 70 a 292+ 3a 231+4a 103+ 4 a 42+1a
1 990+4a 161+2a 6155+ 45a 469*+5a 4234+ 74 a 290+ 3 a 228+5a 102+5a 40+2a
2 984 +6a 160+ 3 a 6152+ 38 a 475+ 4 a 4198+ 75a 290+ 2a 225+ 6 a 100+ 4 a 40+2a
3 988+ 5a 165+ 3 a 6148 £+ 45 a 471+ 4 a 4241 +55a 296+ 4 a 232+4a 100+ 4 a 41+2a
4 991+6a 164+ 3 a 6170+ 47 a 464+ 7 a 4222 +78 a 292+3a 231+4a 104+5a 39+2a
5 984 +4a 162+ 3 a 616942 a 470+ 6 a 4196+ 81 a 295+ 3 a 228+ 5a 101+4 a 41+2a
6 990+4a 165+ 4 a 6160+ 28 a 465+ 5a 4223+ 62 a 296+ 4 a 226+5a 103+ 2a 42+2a
7 991 +6a 164+ 3 a 6145+ 32 a 467+ 6 a 4235+ 65 a 291+4a 225+5a 102+ 3 a 40+2a
8 984 +7a 160+ 3 a 6148+ 40 a 464+ 6 a 4244 + 68 a 291+ 3a 235+3a 102+ 3 a 41+1a
9 990+4a 159+4a 6161+ 36 a 463+ 7 a 4242 + 74 a 295+4a 229+4a 98+ 3a 40+1a
10 985+ 6 a 159+4a 6154+ 39 a 470+ 6 a 4255+ 55 a 292+ 3a 230*x4a 100+ 3 a 41+2a
11 983+ 6a 161+ 3a 6172+ 51 a 472+5a 4224 + 60 a 297+5a 230+5a 101+4a 40+1a
12 992+4 3 158+ 3 a 6161+ 32 a 463+ 8a 4238 + 58 a 293+ 3a 233+ 8a 102+ 4 a 42+2a
MED + DP? 988+ 3 162+ 2 6157+ 9 468 + 4 4229+ 16 293+ 2 229+ 3 101+2 41 +1

@ Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos de mesma letra mintscula em cada coluna n&o diferem (P>

0.05).
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Tabela 3. Concentracao de acidos graxos monoinsaturados (mg/100g, base seca) em ovo integral desidratado (marca A) armazenado a

25°C e analisado no tempo zero e mensalmente até o prazo de validade de 6 meses para a marca A e 12 meses para a marca B.

Marca A

TEMPOS C14:1 n9 C16:1 n7 C18:1 n9 C20:1 n9 C24:1 n9
0 130+ 2a 1153 +£53 a 4804+ 111 a 38+2a 59+4a
1 130+ 3a 1139 +£50 a 4789+ 95 a 36*x2a 56+2a
2 128+ 3 a 1168+ 45a 4825+ 115a 35+1a 56+ 3a
3 132+1a 1160+ 39 a 4789+ 126 a 36+2a 57+1a
4 130+ 2a 1142+ 41 a 4832+ 115 a 35+2 a b5+2a
5 130+ 2a 1159 £ 52 a 4792 + 98 a 33+2a 54+2a
6 128+ 2a 1150 £ 60 a 4815+ 105 a 35+2a 55+2a

MED + DP? 130 + 1 1153+ 10 4807 £ 16 35+1 56+2

Marca B

TEMPOS C14:1 n9 C16:1 n7 C18:1 n9 C20:1 n9 C24:1 n9
0 121+5a 1368 £ 65 a 8977 + 454 a 81+3a 43+2a
1 117+4a 1422 + 58 a 8679 £ 423 a 79+2a 43+2a
2 126 £ 4 a 1378 £ 46 a 8704 +434 a 80+3a 42+1 a
3 118+ 5a 1391 £70a 8529 + 421 a 82+2a 44+ 2 a
4 123+3a 1402+ 54 a 8666 + 359 a 80+3a 40+2a
5 121+4a 1359 £48 a 8821 +418 a 79+2a 44+ 2 a
6 119+4a 1374 £85a 8784 +443 a 79+3a 40+1a
7 125+5a 1415+ 49 a 9201 +£417 a 83+3a 41+2a
8 118+4 a 1343 +41 a 8915+ 392 a 83+3a 44 +2 a
9 123+ 5a 1395+ 54 a 9222 + 389 a 81+3a 41+2a
10 125+ 4 a 1411+ 62 a 8724 + 367 a 79+2a 41+2a
11 119+5a 1409 £ 63 a 8888 +412 a 80*+3a 43+ 2a
12 124+ 1a 1347 £ 52 a 8909 +479 a 78+ 3 a 42+1 a

MED= DP? 121+ 3 1386 + 25 8848 + 195 80+2 42 +1

4 Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em ftriplicata). Valores seguidos de mesma letra mintiscula em cada coluna néo
diferem (P> 0.05).
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Tabela 4. Concentracédo de acidos graxos poliinsaturados né (mg/100g, base seca) em ovo integral desidratado (marca A) armazenado a
25°C e analisado no tempo zero e mensalmente até o prazo de validade de 6 meses para a marca A e 12 meses para a marca B

Marca A

TEMPOS C18:2 n6 C18:3 n6 C20:2 n6 C20:3 n6 C20:4 n6
0 3986 + 166 a 34+1a 38+1a 33x1a 319+15a

1 3929+ 131 a 33x1a 39+2a 32+1a 323 +15a

2 3955+ 158 a 34+1a 37+2a 33x1a 340+ 18a

3 3300+60b 33+1a 37+2a 32+1a 206+8Db

4 3318+ 74D 34+1a 37t2a 32+0a 195+11b

5 3329+52b 33+1a 38+2a 33+2a 201 +£15D

6 3301+62b 34+1a 39+1a 32+1a 194+ 17b
MEDIAS + DP? 3588 + 320 34+£0 38+ 1 3210 254 + 64

Marca B

TEMPOS C18:2 n6 C18:3 n6 C20:2 n6 C20:3 n6 C20:4 n6
0 3777 £ 226 a 26+1a 21+1a 22+1a 262+7a

1 3789 +211a 26t2a 21+t0a 20+2a 264 +9a

2 3868 + 187 a 25+1a 20+1a 20*+1a 265+9a

3 3855 + 225 a 25+1a 20+1a 21+1a 263+ 9a

4 3799+ 242 a 24+1a 21+0a 21+t1a 264 +8a

5 3844 + 121 a 25+1a 21+1a 20+1a 262+ 8 a

6 3440+ 75 ab 25+1a 20+1a 21+1a 234 +40Db

7 3432+ 54 Db 26+2a 20+1a 22+1a 232+4D

8 3411 £72b 26+t1a 20+t1a 20+1a 236+5Db

9 3369+85b 25+1a 21+1a 22+t1a 235+4D

10 3401 +£78b 25+1a 20+1a 20+1a 237 +8D

11 3396+90b 25+1a 20+ 1a 20+1a 233+8D
12 2845+ 74 b 25+2a 20+1a 20+1a 214+6Db
MEDIAS + DP? 3556 + 287 25+ 1 20+ 0 21 £1 246 £ 17

# Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em ftriplicata). Valores seguidos de mesma letra minGscula em cada coluna n&o diferem
(P> 0.05).
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Tabela 5 Concentragao de acidos graxos poliinsaturados n3 e acidos graxos trans (ovo integral desidratado (marca A) armazenado a 25°C e
analisado no tempo zero e mensalmente até o prazo de validade de 6 meses para a marca A e 12 meses para a marca B

Marca A
TEMPOS C18:3 n3 C20:3 n3 C20:5n3 C22:6 n3 C18:1 n9t C18:2 n6t
0 455+ 11 a 30+x1a 41+1a 774 £33 a 1777 £177 a 31+3a
1 458+ 10 a 32+2a 40+2a 800+ 41 a 1645+ 159 a 29+2a
2 460+9a 31+1a 41+2a 805+ 39 a 1802 + 132 a 30+t2a
3 390+9b 24+1b 39+1a 775+t12a 1735+ 155 a 32t2a
4 394+6Db 23x1b 36+1a 778+ 18 a 1836 £ 160 a 28+2a
5 386+5Db 23+1b 36+1a 764 14 a 1713 +£129 a 30+2a
6 321+6¢C 18+ 1D 37+1a 505+10Db 1702+ 134 a 30x2a
MEDIAS + DP? 409 + 48 26+5Db 39+2 743 + 98 1744 + 60 a 30+ 1
Marca B
TEMPOS C18:3 n3 C20:3 n3 C20:5n3 C22:6 n3 C18:1 n9t C18:2 n6t
0 672+ 14 a 26+1a 32+1a 817 46 a 2407+ 80 a 44+2a
1 662+ 16 a 26+1a 32+1a 815+ 44 a 2330+ 92 a 4312 a
2 675+12a 25+2a 31+1a 825+ 46 a 2458 + 85 a 44+1 a
3 677 +15a 26+1a 31+1a 829+ 39 a 2401 +91 a 42+2a
4 649+ 18 a 2541 a 31+1a 831+43 a 2333+ 75a 42+1a
5 655+17 a 25+1a 31+1a 818+ 52 a 2356+ 70 a 41+2a
6 607+ 10 a 26+1a 31+1a 543+ 32Db 2330+ 76 a 43+1a
7 607+ 11 a 26*+1a 31+1a 532+39Db 2410+ 81 a 41+2a
8 600+ 15a 26*+1a 31+1a 555+ 44D 2345+ 73 a 44+2a
9 611+11a 25+1a 31+1a 561+36Db 2444 +70 a 42+2a
10 615+ 12 a 25+1 a 31+1a 533+48Db 2423+ 68 a 41+2a
11 600+ 16 a 26*+1a 32+1a 496+500Db 2331+79a 43+2a
12 507+10b 25+1a 31t1a 544 +45Db 2260+ 79 a 43+1a
MEDIAS + DP? 626 + 45 26+ 0 31+0 669+ 143 Db 237155 a 43 + 1

4 Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos de mesma letra mintiscula em cada coluna néo diferem

(P> 0.05).
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Tabela 6. Concentracdo de acidos graxos saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados e acidos graxos trans em ovo integral desidratado analisado
no tempo zero (T0) e no ultimo periodo de estocagem de 6 meses (Tf) para
a marca A e 12 meses (Tf) para a marca B.

MARCA A MARCA B
mg/100 g
Saturados (SAT) T0 12048 12670
Tf 12150 12682
Monoinsaturados T0 6184 10590
(MONO)
Tf 6183 10500
PUFA n6 TO 4410 4108
Tf 3600 3124
PUFA n3 TO 1300 1547
Tf 881 1107
Poliinsaturados (PUFA) T0 5710 5655
Tf 4481 4231
Insaturados T0 11894 16245
Tf 10664 14731
Acidos graxos trans T0 1808 2451
Tf 1774 2303
Relacao
PUFA / SAT TO 0,47 0,45
Tf 0,37 0,33
PUFA n6 / PUFA n3 TO 3,39 2,71
Tf 4,08 2,82

# Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores
seguidos de mesma letra mindscula em cada coluna nao diferem (P> 0.05).

Na marca A, no tempo zero, a concentracdo meédia de saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados foram 12,0, 6,2 e 5,7 ¢g/100g de ovo,
respectivamente. No tempo final de estocagem de 6 meses houve reducao de
18% de poliinsaturados n6 e de 32% de poliinsaturados n3. Na marca B, a
concentracdo média de saturados e de monoinsaturados foi superior e
semelhante de poliinsaturados ao da marca A. No tempo final de estocagem
de 12 meses a redugao de poliinsaturados n6 foi de 24% e poliinsaturados n3
de 28%.
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No presente estudo, as amostras foram embaladas a vacuo e
armazenadas a 25 °C no escuro e mesmo assim ocorreram reducdes
significativas dos acidos graxos poliinsaturados. No entanto, Guardiola et al.
(22) observaram que ovos em p6 embalados a vacuo em folhas de aluminio e
sem exposicao a luz evitaram a perda de muitos acidos graxos poliinsaturados,
especialmente C20:4 n6 e C22:6 n3.

Os acidos graxos poliinsaturados apresentam baixa estabilidade
oxidativa (23). Além disso, todo o material de origem bioldégica contém
pequenas quantidades de metais de transicdo, como ferro e cobre, os quais
nao sao completamente removidos pelo processamento de alimentos. Estes
metais apresentam dois ou mais estados de valéncia, tornando-os susceptiveis
a oxidacao-reducao e podem ainda abstrair hidrogénio de acidos graxos, além
de controlar a velocidade de autooxidacdo. No entanto, para que os metais
tenham atividade devem estar no menor estado de valéncia que pode ser
mantido por doadores de elétrons, como por exemplo, a cisteina presente nos
ovos (24). Provavelmente, neste estudo, a oxidagdo dos acidos graxos
poliinsaturados também tenha sido favorecida pela presenca de ions metais
que sao potentes pré-oxidantes, associada a baixa atividade de agua do ovo
em po.

Altas concentragdes de &acidos graxos trans foram observadas em
ambas as marcas de ovo em p6 (Tabela 6) devido, provavelmente, a presenca
de Oxidos nitrico e nitroso produzidos no processo por “spray-dryer” pelo
aquecimento direto do ar através da combustdo de gas (25) que serviu de
catalisador. Acidos graxos insaturados cis quando aquecidos em presenca de
catalisadores, como oéxidos de nitrogénio, sao transformados em seus
estereoisbmeros trans. Além dissso, o0 0xido nitroso € considerado um radical

livre, iniciador da oxidagao de lipidios insaturados em sistemas modelos (26).
Teores de Colesterol e Oxidos de Colesterol em Ovo em P6. Nio houve

diferenca significativa no teor de colesterol entre os tempos analisados durante

a estocagem tanto para a marca A quanto para a marca B. No entanto, a
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marca A apresentou resultados maiores que a marca B (Tabela 7). Os valores
médios de colesterol da marca A foram de 1716 e da marca B de 1570
mg/100g de ovo sendo semelhantes e inferiores aos valores citados pelo
USDA, respectivamente (21).

Foram identificados e quantificados em ambas as marcas de ovo em pé 5
oxidos: 7-ceto, 7B-OH, 70-OH, 5,6B-epoxi e 5,6a-epoxi. Os o6xidos de
colesterol apresentaram resultados significativamente diferentes nos lotes
analisados tanto na marca A quanto na B e por isso foram expressos em
relagéo ao lote (Tabelas 8 e 9). No tempo zero, o teor dos 6xidos de colesterol
foi diferente entre os lotes e entre as marcas, 0s quais séo, provavelmente,
devido as diferencas nas temperaturas utilizadas durante o processamento e
principalmente pelas diferencas nas concentracées de oOxidos de nitrogénio
produzidos na combustdo do gas durante o processo de spray-drier. De acordo
com Morgan e Armstrong (2) a quantidade dos éxidos de colesterol em ovo em
pd aumenta proporcionalmente com a concentracao de 6xido nitrico produzido
na combustao do gas no processo de “spray-drying”.

Em ambas as marcas, o teor dos 6xidos de colesterol foi maior nos ovos
dos lotes 1 e elevaram-se significativamente com o aumento do tempo de
armazenamento. Na marca A (Tabela 8) no lote 1, o teor de 7-ceto aumentou
do tempo 0 até 3 meses e no 7a-OH e 5,6B-epoxi 0 aumento foi até 4 e 5
meses, respectivamente. No lote 2, houve aumento do 7-ceto até 5 meses e do
70-OH e 5,6B-epoxi até o tempo final de estocagem. Em ambos os lotes, o
oxidos 7B-OH e 5,6a-epoxi aumentaram do tempo 0 até o tempo 5.

Na marca B (Tabela 9) no lote 1, o0 7-ceto e 0 5,6a-epoxi aumentaram do
tempo 0 até 9 meses e o 7B-OH, 7a-OH e 5,6B-epoxi até 10 meses. No lote 2,
o teor de 7-ceto, 7B-OH e 5,6a-epoxi aumentaram do tempo 0 até 11 meses e
o 70-OH e 5,6a-epoxi elevaram-se até o tempo final de armazenamento.

Pesquisas em amostras de ovo em p6 também verificaram a presenca
dos Oxidos 7-ceto, 7a-OH, 78-OH, 5,6B-epoxi e 5,6a-epoxi (27, 28, 29). Além
disso, quantidade de tracos de 19-OH, 20-OH e 25-OH foram determinados em
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Tabela. 7. Valores médios de colesterol (mg/100g, base seca) de ovo integral
desidratado armazenados a 25°C, no escuro e analisados no tempo zero e
mensalmente até o prazo de validade de 6 meses para a marca A e 12 meses
para a marca B.

Marca A Marca B
TEMPOS MEDIAS + DP? MEDIAS + DP?
0 1717+ 3 a 1566 + 111 a
1 1713+ 3 a 1580 + 111 a
2 1719+ 6 a 1558 + 88 a
3 1712+ 11 a 1562 + 103 a
4 1720+ 2 a 1581 + 100 a
5 1720+ 7 a 1562 + 123 a
6 1710+ 13 a 1583 + 109 a
7 - 1575+ 84 a
8 - 1570+ 109 a
9 - 1571+ 119 a
10 - 1563 + 84 a
11 - 1576 +92 a
12 - 1564 + 78 a

% Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores
seguidos de mesma letra mindscula em cada coluna nao diferem (P> 0.05).

ovo em po (3). No entanto, estes Oxidos nao foram confirmados por
espectrometria de massas. Por outro lado, 25-OH e triol foram observados em
amostras de ovo em p6 que sofreram aquecimento (27).

Nos resultados deste estudo, todos os 6xidos em ambos lotes e marcas
de ovo em poéelevaram-se com o aumento do periodo de estocagem, o qual
pode-se atribuir a temperatura de armazenamento e a baixa atividade de agua
do produto que favorece a oxidagao lipidica. Soma-se ao fato que todos os
acidos graxos poliinsaturados reduziram suas concentragdes durante a
estocagem e, portanto, podem ter sofrido oxidacdo com a possivel formacao
de radicais livres e peréxidos que podem ter contribuido para o aumento dos
oxidos de colesterol.
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Tabela 8. Valores médios dos éxidos (1ug/g, base seca) de ovo integral desidratado (marca A) armazenadas a 25°C, no escuro e analisadas

no tempo zero e por 6 periodos mensais.

LOTE 1
7-ceto 7B-OH 70-OH 5,60-epoxi 5,6B-epoxi
TEMPOS MEDIAS + DP? MEDIAS + DP? MEDIAS + DP? MEDIAS + DP? MEDIAS + DP?
0 3+0c 6+1d 5+1d 10+1c¢c 18+2e
1 4+1Dbc 8+1d 7+1cd 10+1¢c 20+1e
2 8+1b 14+2¢ 10+1c¢c 11+2¢ 29+2d
3 17+2a 21+2D 17+2b 12+1¢ 31+3d
4 20+2a 24+3b 25+2a 16+1b 33+3cd
5 20+3a 30+2a 28+2a 18+ 2 ab 38+ 3 bc
6 21+3a 32+3a 28+2a 20+2a 43+5ab
MEDIA 13+8a 19+10a 17+10 a 14+4a 30+9a
LOTE 2
7-ceto 7B-OH 70-OH 5,60-epoxi 5,6B-epoxi
TEMPOS MEDIAS + DP? MEDIAS + DP? MEDIAS + DP? MEDIAS + DP? MEDIAS + DP?
0 8+1d 3+0e 6+1d 5+1c 6+1g
1 10+ 1cd 3+0e 6+1d 8+1c 9+1fg
2 10+ 1 cd 4+1de 7+1cd 8+0c 10+ 1 ef
3 13+1bc 6+1d 10+ 1c 11+1b 13+ 1de
4 13+ 2bc 10+£1b 11+1c 11+2b 23+2¢
5 16+ 2 ab 15+2a 17+2b 14+ 1 ab 29+3b
6 19+2a 16+1a 21+3a 16+1a 34+3a
MEDIA 13+4a 8+6a 11+6b 10+4b 18+11b

#Médias e desvio padrdo de amostras em triplicata. Valores seguidos de mesma letra mintscula em cada coluna n&o diferem (P> 0.05).
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Tabela 9. Valores médios dos éxidos (ug/g, base seca) de ovo integral
desidratado (marca B) armazenadas a 25°C, no escuro € analisadas no tempo
zero e por 12 periodos mensais.

LOTE 1

7-ceto 7B-OH 70-OH 5,6a-epoxi  5,6B-epoxi
TEMPOS MED +DP?® MED +DP? MED+DP? MED +DP? MED +DP?
0 1+0e 6+1g 9+1g¢g 7+t1¢9 16+2d

1 2*x0e 10+ 1 fg 15+2f 11+ 1 efg 17+1d

2 3t0e 17 + 2 ef 16 £ 1 ef 10+ 1 fg 18+3d

3 3t0e 18+1e 16t1ef 12+1defg 22+2cd
4 5x0e 20 = 2 cde 18 + 1 def 15+ 1 def 28+ 2cd

5 11+2d 20 £ 2 cde 19 + 2 def 16 £ 1de 29+2cd

6 16t1c 26+4cde 19+t1cdef 16%1cd 32+3c

7 21+2b 27 +4cd 21 £ 2 cde 21+2c¢ 36+t5¢c

8 24+3Db 29+3¢c 23+3cd 27+40D 53+6Db

9 28+ 2ab 33+3bc 24 + 3 bc 29+1ab 60+10b
10 28+1a 43+3a 30+2ab 33+3a 70+ 7 ab
11 31+2a 45+4a 33+x3a 34+3a 7011 ab
12 303 a 51+8a 35+4a 34+3a 77+6a
MEDIA 15+12a 26 +13 a 21+8a 20+10a 41+22a

LOTE 2

7-ceto 7p3-OH 70-OH 5,6a-epoxi  5,6B-epoxi
TEMPOS MED +DP?* MED+DP? MED+DP* MED+DP?® MED +DP?
0 2+0g 5+1h 4+1¢g 3tx0e 9+1g¢g

1 2+0g 5+1gh 5409 4+1e 12+2¢g

2 2+x0g 7+11g 6t1g 4t1e 13t 2fg
3 3+0g 10t1e 7+t19 5+1e 13+ 2fg
4 3+0¢ 10t1e 12+ 2f 11+2d 17 + 3 ef
5 6+1f 10t1e 14 +1 ef 14+ 2 cd 23+ 2de
6 7+1ef 17+2d 15+ 1 def 14+1c 23+ 2de
7 10+1d 18+2d 16 £ 2 de 15+1c 23+ 2de
8 13+1¢c 18+1d 18+ 1cd 15+1c 29 +2 cd
9 13+1c 24+3c 20t2c 21+2Db 31t4c
10 15+1b 34+3Db 20t1c 22+2Db 33+3¢c
11 18+ 1a 41+4a 26+1Db 23+3ab 40+3b
12 18+ 1a 40+2a 33+4a 27+2a 48+6a
MEDIA 9+6b 18+13b 15+9b 14+8b 24+12b

#Médias e desvio padrdo de amostras em triplicata. Valores seguidos de mesma letra mindscula
em cada coluna nao diferem (P> 0.05).
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Varios pesquisadores (2,3,28,30,31,32) também verificaram o aumento de
Oxidos de colesterol durante a estocagem de ovo em p6. Obara et al (3),
verificaram que em amostras de ovo em p6é armazenados a temperatura
ambiente por 3 meses ocorreu um acumulo de 6xidos de colesterol devido a
baixa atividade de agua.

Na literatura existem poucos estudos que relacionam a formagao de
Oxidos de colesterol com a oxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados em
ovos. Whale et al. (33) verificaram que ocorreram mudangas marcantes na
concentracao de produtos de peroxidacao lipidica (TBARS), acidos graxos
livres, oxidacao de acidos graxos e formacgao de 6xidos de colesterol como 25-
OH, 7-ceto, 7B-OH, epdxidos e triol em ovos desidratados por “spray drier”
estocados a temperatura ambiente e expostos ao ar e a luz por 18 meses.

Em conclusdo, nas amostras de ovo em pd nao houve formacao de
nenhum Oxido durante a estocagem, além daqueles identificados no tempo
zero. Por outro lado, os teores dos 6xidos 7-ceto, 73-OH, 7a-OH, 5,6a-epoxi e
5,6B-epoxi elevaram-se durante o0s periodos de armazenamento com
simultdnea diminuicdo dos &cidos graxos poliinsaturados. O teor de &cidos
graxos trans foi elevado em ambas marcas de ovo em po6. A presenca de
elevados teores de éxidos de colesterol e &cidos graxos trans é preocupante e
pode causar danos a saude, uma vez que estes ovos sao utilizados em varios
produtos alimenticios amplamente consumidos pela populacao, principalmente
a publico infantil. No entanto, cabe lembrar que todos os resultados estao
expressos em base seca e que a quantidade que sera utilizada nos produtos
alimenticios ir4 depender da composi¢ao do produto.
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CAPITULO 5

EFEITO DO PROCESSAMENTO TERMICO E TEMPO DE
ESTOCAGEM NA FORMACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL E
NA ALTERACAO DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS EM
OVOS ENRIQUECIDOS COM ACIDOS GRAXOS OMEGA-3

EM PREPARACAO PARA SER ENVIADO PARA A REVISTA
JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY
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RESUMO

Os teores de colesterol, éxidos de colesterol, lipidios totais e acidos graxos
foram determinados em ovos enriquecidos com acidos graxos 6mega-3. Dois
lotes constituidos de 30 duzias de ovos cada foram distribuidos do seguinte
modo: 15 duzias foram armazenadas a temperatura de 25 + 2°C, no escuro e
15 dlzias foram armazenadas a 5 + 1°C por 45 dias. As amostras foram
analisadas no tempo zero e a cada 15 dias. Em cada tempo (0, 1, 2 e 3) e nas
temperaturas de armazenamento (25°C e 5°C), foram separados 36 ovos que
foram divididos em 3 duzias de ovos. Uma das duzias de ovos foi analisada na
forma crua e as outras duas foram submetidas a dois tipos de tratamentos
térmicos, cozimento e fritura. O teor de colesterol nado foi reduzido durante os
tempos de estocagem, mas foi menor nos ovos que foram fritos. As
concentracoes dos 6xidos de colesterol 7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol e
7o-hidroxicolesterol elevaram-se durante o periodo de armazenamento e
foram maiores nos ovos fritos. Os lipidios totais foram reduzidos nos ovos que
sofreram fritura. Os principais acidos graxos determinados nos ovos foram:
C16:0, C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6, C20:4 n6, C18:3 n3 e C22:6 n3.
A maioria dos acidos graxos apresentou valores menores nos 0vos que
receberam tratamentos térmicos e pequenas alteracées foram observadas
durante o armazenamento. As diferentes condicoes de estocagem somente
influenciaram o 6xido 7-cetocolesterol, que foi maior nos ovos armazenados a
25<C.
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INTRODUCAO

Atualmente, nota-se um crescente interesse pelo consumo de alimentos
que incluem na sua composicao teores mais elevados de substancias capazes
de produzir beneficios a saude, como os acidos graxos poliinsaturados 6mega-
3 (AGP-n3).

Estudos tém demonstrado efeitos benéficos de acidos graxos
poliinsaturados principalmente da familia n3, como os acido a-linolénico (LNA,
C18:3 n3), acido eicosapentaendico (EPA, C20:5 n3) e 4&cido
docosahexaendico (DHA, C22:6 n3) sobre o nivel de lipidios séricos e acao
antitrombocitaria sobre as plaquetas, tornando-os importantes na prevencao
das doencas cardiovasculares (1,2). No entanto, as enzimas que originam o0s
AGP-n3 através de processo de dessaturacao e elongamentos sdo as mesmas
que dao origem aos AGP-n6 havendo competicdo no metabolismo das duas
series n-3 € n-6, e assim 0 excesso de n6 na dieta limita a formacao dos AGP-
n3 (3). Portanto, os beneficios dos AGP para a saude humana dependem da
ingestao balanceada destes acidos, sendo geralmente aceito que a relacao
ideal n6/n3 é em torno de 4:1 (4).

A industria nacional avicola, através do segmento de producdo de ovos
para consumo, consciente dos beneficios para a saude humana dos AGP-n3
tem se esforcado na elaboracdo de produtos diferenciados com maior valor
agregado, aumentando a oferta de ovos enriquecidos com AGP-n3. O aumento
do conteudo de AGP-n3 em ovos tem sido realizado através da suplementacao
da dieta das galinhas poedeiras com 06leo de peixe, sementes vegetais ou
6leos ricos em AGP-n3 (5,6,7,8). Entretanto, este aumento no grau de
insaturagcdo dos lipidios dos ovos pode conduzir ao aumento da
susceptibilidade a oxidacado. Por outro lado, € comum utilizar antioxidantes
como a vitamina E para a estabilizagdo oxidativa dos AGP nas racbes das
aves.

A oxidacao lipidica é uma das principais reacdes que ocorre durante o

aquecimento dos alimentos a altas temperaturas, na presengca de metais,
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sensibilizadores naturais e oxigénio. Desta forma, os &cidos graxos podem
sofrer alteragdes durante o preparo térmico e a estocagem dos alimentos com
consequente perda do valor nutricional e originar principalmente radicais livres
que aceleram a formacgao de 6xidos de colesterol.

Nos alimentos, os 6xidos de colesterol sdo formados pelo processo de
oxidagdo nao enzimatica ou autoxidacdao. A autoxidagdo ocorre através de
reagcdes em cadeia complexas baseadas na formacédo de radicais livres com
oxigénio triplete e singlete (9). Os compostos predominantes sao os originados
a partir da oxidagcdo do carbono C7, sendo eles: 7a-hidroxicolesterol, 7p-
hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 7-cetocolesterol,
colesta-3,5-dien-7-ona e 3B,5a,6B-colestanotriol (10). Os éxidos de colesterol
sdo considerados aterogénicos, citotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(11,12).

Diante do exposto, é necessario realizar estudos sobre as alteracoes
ocorridas nos teores de acidos graxos, colesterol e Oxidos de colesterol
durante o preparo térmico e a estocagem dos alimentos. Desta forma, os
objetivos deste estudo foram verificar o efeito do processamento térmico e
tempo de estocagem na formacao de 6xidos de colesterol e na alteracéo da
composicdo de &cidos graxos em ovos enriquecidos com &cidos graxos
6mega-3.

MATERIAL E METODOS

Material. Os padrdes de colesterol e 6xidos de colesterol: colest-5-ene-3f3,19-
diol (19-OH), colest-5-ene-3f,200-diol (20a-OH), colest-5-ene-3p,22[R]-diol
(22(R)-OH), colest-5-ene-3p,22[S]-diol (22(S)-OH), colest-5-ene-33,25diol (25-
OH), 3p-hidroxicolest-5-ene-7-one (7-ceto), colest-5-ene-3p3,7B-diol (7B-OH),
5,6-a-epoxi-5a-colestan-33-ol  (5,6a-epoxi),  5,6-B-epoxi-5B-colestan-3f3-ol
(5,6B-epoxi) e colestan-3B-5a-6-triol (triol) foram obtidos de Sigma (Miliford,
MA, USA). Colest-5-ene-3[3,24[S]-diol (24(S)-OH) e colest-5-ene-3p,7a-diol
(7a-OH) foram adquiridos de Steraloids (Newport, Rl, USA) e o padrdo de
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referéncia de ovo integral em p6 (SRM 1846) de NIST (Gaithersburg, MD,
USA). Um total de 37 padrdes de éster metilico de acidos graxos (FAME) do
4:0 ao 24:0 da marca Supelco (Bellefonte, PA, USA) foram usados para
identificacdo. Os padrbes internos utilizados para a quantificacdo foram os
ésteres metilicos do acido tricosandico (23:0) e do acido tridecandico (13:0) da
marca Sigma (Miliford, MA, USA) com 99% de pureza e o padrao de referéncia
de ovo integral em p6 (SRM 8415) de NIST (Gaithersburg, MD, USA).

Amostras. Dois lotes de ovos enriquecidos com acidos graxos 6mega-3 foram
comprados diretamente da granja no dia da postura para serem analisados no
dia seguinte. Os ovos com casca do lote 1 pesaram em média 51,5 g e a gema
15,4 g e do lote 2 pesaram 50,5 g e a gema 15,4 g. Todos os lotes foram
constituidos de 30 duzias de ovos, distribuidas da seguinte forma: 15 duzias
foram armazenadas a temperatura de 25 + 2°C, no escuro e 15 dlzias foram
armazenadas a 5 + 1°C por 45 dias. As amostras foram analisadas no tempo
zero e a cada 15 dias. Em cada tempo (0, 1, 2 e 3) e nas temperaturas de
armazenamento (25°C e 5°C), foram separados 36 ovos que foram divididos
em 3 duzias de ovos. Uma das duzias de ovos foi analisada na forma crua e as
outras duas foram submetidas a dois tipos de tratamentos térmicos, cozimento:
12 ovos foram cozidos durante 5 minutos apds a ebulicdo da agua (97°C) e
fritura: 12 ovos foram fritos em 6leo de soja a temperatura de 190°C, por 4
minutos, em um Master Grill (Britania, Brasil). Em ambos os tipos de preparo
térmico, assim como nos ovos crus, as gemas foram separadas e

homogeneizadas e as amostras foram analisadas em triplicata.
Extracao de Lipidios. Os lipidios foram extraidos de acordo com Folch et al.
(13). Aliquotas de 10 ml foram tomadas e os lipidios totais determinados

gravimetricamente.

Determinacao de Umidade. Aliquotas de 1 + 0,5 g foram secas em estufa a

110°C até peso constante, de acordo com metodologia da AOAC (14).
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Determinacdo de Acidos Graxos. Aproximadamente 25 mg de 6leo obtido do
extrato lipidico foi metilado de acordo com Joseph and Ackman (15). Os
ésteres metilicos de acidos graxos foram separados em um cromatografo
gasoso (Varian 3400 CX), com detector por ionizagdo em chama, injetor split
(1:50), coluna CP-SIL 88 (100 m, 0,25 mm, 0,20 um) e workstation star. As
condi¢des cromatograficas foram de acordo com Mazalli e Bragagnolo (16). Os
acidos graxos foram identificados pela comparagao dos tempos de retencao
dos padroes com os da amostra e a quantificagdo foi realizada por
padronizacdo interna utilizando os ésteres metilicos do &cido tricosandico
(23:0) e do &cido tridecandico (13:0) como padrées internos. Os resultados
foram calculados em mg/100 g de amostra de acordo com a AOCS (17). O
método foi validado utilizando padréo de referéncia certificado de ovo em pé
(SRM 8415, NIST), cujos resultados foram semelhantes ao especificado pelo

material de referéncia.

Determinacdo Simultanea de Colesterol e Oxidos de Colesterol por CLAE-
UV-IR (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultra-violeta e
indice de refracdao). As etapas pré cromatograficas e a separacdo e
quantificacao do colesterol e dos éxidos 19-OH, 20a-OH, 22(R)-OH, 24(S)-OH,
22(S)-OH, 25-0OH, 26-OH, 7-ceto, 73-OH, 7a-OH, 5,6a-epoxi, 5,6B-epoxi e triol
foi de acordo com Mazalli et al. (18). Um cromatégrafo liquido da marca
Shimadzu foi utilizado com detectores UV (SPD-10AV,,) e indice de refragcéo
(RID-10A) em série. A coluna analitica usada foi Nova Pack CN HP, 300 mm x
3.9 mm x 4 um (Waters, Millford, MA, USA) a temperatura de 32°C. A
quantificacao foi realizada por padronizacao externa e cromatografia liquida
acoplada com interface de ionizacdo quimica a pressao atmosférica e detector
de massas (APCI-MS) foi utilizado para a confirmacao do colesterol e dos
oxidos de colesterol.

A recuperacdo do colesterol variou de 92 a 102% e dos o6xidos de
colesterol de 93 a 96%. Os limites de deteccao (LD) e limites de quantificacdo

(LQ) foram calculados de acordo com Long et al. (19). Os LD encontrados para
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os 6xidos de colesterol variaram de 0,002 a 0,031 ug/g e para o colesterol o
LD foi de 0,026 pg/g. Os LQ encontrados para os 6xidos de colesterol variaram
de 0,002 a 0,079 ug/g e para o colesterol o LQ foi de 0,088 ug/g. O teor de
colesterol do material de referéncia certificado (SRM 1846, NIST) foi de 19,0 +
0,2 mg/g de gema, sendo igual ao valor referido no material de referéncia
certificado.

Determinacao de Vitamina E. A determinacdo de vitamina E foi realizada de
acordo com AOCS (20). Um cromatégrafo liquido (Perkin Elmer 250) foi
utilizado acoplado a um detector de fluorescéncia (Shimadzu RF-10 AXL) com
excitacdo a 290 nm e emissao a 330 nm. A coluna utilizada foi Li Chrosorb Si
60 (250 x 4 mm, 5 um, Merck), fase mével de hexano:isopropanol (99:1) e

fluxo de 1,1 ml/min.

Analises Estatisticas. Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) dos
dados obtidos de lipidios totais, umidade, colesterol, éxidos de colesterol e
acidos graxos utilizando o software Statistic 5.5 e as médias foram

comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Teores de Lipidios Totais e Umidade em Ovos Enriquecidos com Acidos
graxos Omega-3. Na andlise dos resultados de lipidios e umidade néo houve
interagé@o significativa entre os fatores avaliados: preparo, armazenamento e
tempo. O teor de lipidios totais foi significativamente menor somente nos ovos
que foram fritos. O menor teor de umidade, em ordem crescente foi encontrado
nas gemas fritas, cozidas e cruas (Tabela 1). Nao houve diferenca significativa
entre as condicbes de armazenamento tanto para os lipidios quanto para a
umidade.
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No USDA (21), estdo descritos valores inferiores de lipidios em gemas
cruas e semelhantes em gemas cozidas e fritas, assim como, valores

semelhantes de umidade em gemas cruas.

Composicdo de Acidos Graxos em Ovos Enriquecidos com Acidos
graxos Omega-3. Os principais &cidos graxos determinados nos ovos
enriguecidos com émega-3 de um total de 29 acidos identificados, foram:
C16:0, C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6, C20:4 n6, C18:3 n3 e C22:6 n3.
Nos ovos nao foram identificados os acidos graxos C4:0; C6:0; C8:0; C10:0;
C11:0; C12:0, C13:0 e C23:0 e os acidos graxos C21:0, C17:1 n7, C15:1 n9;
C22:1 n9, C24:1 n9 e C20:3 n3 foram encontrados em quantidades de tracos
(menos que 1 mg/100 g).

Na analise dos resultados de todos os acidos graxos nao houve
interacao significativa entre os fatores avaliados. O tipo de preparo da amostra
e o tempo de estocagem modificaram as concentragées de alguns &acidos
graxos. Por outro lado, as condicbes de armazenamento, ndo influenciaram
nos resultados dos acidos graxos.

Para os acidos graxos saturados (Tabelas 2 a 3), os teores de C14:0,
C15:0, C16:0, C17:0 e C20:0 foram menores tanto nas amostras cozidas como
nas fritas. Para os C18:0, C22:0 e C24:0 ndo houve diferenca significativa
entre amostras cruas e as que sofreram tratamentos térmicos. Os &cidos
graxos C14:0, C17:0, C18:0, C20:0 e C24:0 reduziram até o tempo 2. O C16:0
a 5°C, reduziu até o tempo 2 e o C22:0 foi reduzido até o tempo 3. Apenas a
concentracao do acido C15:0 n&o foi alterada pelos tempos de estocagem. Os
acidos graxos saturados sao estaveis a oxidacao, no entanto, sofrem oxidagao
guando aquecidos acima de 150°C. Estudos, citados por Crnjar (22), sugerem
que o principal mecanismo de oxidacao térmica dos acidos graxos saturados
presentes nos triacilglicerideos envolve a formagao de monohidroperoxidos e
que o ataque do oxigénio ocorre em todos os grupos metil dos acidos graxos
saturados e nas posicoes a, 3 e o’ das moléculas de glicerideos ou na porcao

central da molécula.
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Tabela 1. Valores médios de lipidios totais (g/100g de gema, base seca) e umidade (g/100g) em de ovos enriquecidos com émega-3
armazenadas a 25°C e a 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

LOTE 1
LIPIDIOS UMIDADE

25°C 25°C
Preparo T0 T T2 T3 Média® T0 T T2 T3 Média®
Cru 30,52 30,64 29,79 29,75 30,18 A 51,11 50,41 48,35 50,37 50,06 "
Cozido 30,51 29,73 30,15 29,25 29,914 47,60 46,56 50,85 48,33 48,338
Frito 28,48 29,03 28,30 27,41 28,318 44,79 47,83 45,35 43,65 45.40°
Média? 29,83 2 29,80 ? 29,412 28,80 2 29,46 47,832 48,27 2 48,182 47,452 47,937

5°C 5°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média?
Cru 30,52 30,35 30,07 31,30 30,56 * 51,11 50,68 49,88 51,12 50,69 *
Cozido 30,51 30,33 30,46 30,97 30,57 A 47,60 47,95 48,01 46,52 47,578
Frito 28,48 28,66 28,14 28,45 28,43 B 44,79 44,98 45,03 46,18 4525°
Média® 29,832 29,78 2 28,892 29,842 29,598 47,832 47,872 47,64 ° 47,9472 47,847

LOTE 2

25°C 25°C
Preparo T0 T T2 T3 Média® T0 T T2 T3 Média®
Cru 32,88 32,28 32,09 32,08 32,794 51,21 50,32 50,65 48,75 50,23"%
Cozido 32,37 30,97 33,72 32,04 32,744 48,20 47,68 49,01 47,55 48,118
Frito 30,83 32,60 30,24 29,80 31,458 4510 4468 45,81 45,32 4523 °€
Média® 32,032 31,952 32,012 31,312 32,334 48172 47 56 2 48,492 47,212 47,86~

5°C 5°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média® T0 T1 T2 T3 Média®
Cru 32,88 32,32 32,17 32,99 32,96 " 51,21 51,20 50,10 50,23 50,68 *
Cozido 32,37 31,66 32,50 31,58 32,524 48,20 49,15 47,55 48,04 48,238
Frito 30,83 32,00 30,97 30,45 31,06 ° 4510 4435 46,10 44,71 45,06 ©

Média® 32,03 ° 31,99° 31,88 ° 31,67° 31,89 " 48,172 48,23 2 47,922 47,66 2 47,99 A
¥Médias de amostras em duplicata seguidas da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha (coluna) ndo diferem entre si (P> 0,05).
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Tabela 2. Concentracdo de acidos graxos saturados (g/100g de gema, base seca) em ovos enriquecidos com acidos graxos
poliinsaturados dmega-3 armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

ACIDOS GRAXOS

C14:0 C15:0 C16:0
25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média

Cru 0,65 0,54 0,53 0,48 0,55 " 0,09 0,09 0,09 0,08 009" 422 384 369 386 390"
Frito 0,50 0,48 0,48 0,47 0,48 ° 0,07 0,07 0,07 0,07 007" 428 3,89 3,78 367 391"
Cozido 0,53 0,53 0,44 0,31 0,45 ° 0,08 0,05 0,06 0,06 0,06° 4,00 3,19 3,13 324 339°

Média® 0,562 0522 048> 042° 050" 0,082% 0,07% 0,072 0,072 007" 4,172 3652 3532% 3592 373"

5°C 5°C 5°C

Preparo  TO T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média

Cru 065 053 045 050 053" 009 008 006 005 007" 425 418 388 384 403"
Fito 050 050 044 043 046 007 008 007 006 007" 411 377 374 301 366"
Cozido 053 038 039 035 041° 008 007 007 006 007" 392 360 355 305 353°

Média® 0,562 0,472 042> 043° 047" 0,082% 0,072 0,07% 0,062 007" 4,09% 3852 372° 330° 3,74

C17:0 C18:0 C20:0
25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média

Cru 0,27 0,24 0,23 023 024" 1,69 1,36 1,41 1,28 144" 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09"
Frito 0,25 0,24 0,24 0,23 0,24 A 1,48 1,39 1,28 1,24 1,34* 0,01 0,08 0,07 0,07 0,08"8
Cozido 0,24 0,20 0,14 0,14 0,188 1,59 1,35 1,31 1,25 1,38% 0,08 0,07 0,07 0,07 0,078

Média® 0,252 0,23® 0,20° 0,20° 022" 159% 1,35° 131> {125° 138" 0,09% 0,08° 0,08° 0,08° 0,08"

5°C 5°C 5°C

Preparo  TO T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3  Média®

Cru 0,27 0,27 0,20 0,16 0,22* 1,69 1,45 1,24 1,22 1,40% 0,10 0,09 0,09 0,08 0,09"
Frito 0,25 0,24 0,20 0,20 0,22 1,48 1,41 1,33 1,24 1,36" 0,01 0,09 0,07 0,06 0,08"8
Cozido 0,24 0,22 0,20 0,14 0,20 ° 1,61 1,49 1,34 1,19 1,40% 0,08 0,07 0,07 0,07 0,078

Média® 0252 0242 020° 0,16° 021" 1592 1452 130° 121° 1397 0,09% 0,09° 0,08° 0,07° 008"

¥ Médias e desvio padrao de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha (coluna) néo diferem entre si
(P> 0,05).
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Tabela 3. Concentracao de acidos graxos saturados (g/100g de gema, base seca) em ovos enriquecidos com acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

ACIDOS GRAXOS
C22:0 C24:0
25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média® TO T1 T2 T3 Média®
Cru 0,10 0,09 0,08 0,07 0,09 % 0,016 0,015 0,015 0,014  0,015%
Frito 0,10 0,08 0,07 0,06 0,08 A 0,015 0,015 0,014 0,012 0,014 4
Cozido 0,10 0,08 0,08 0,05 0,08 A 0,015 0,014 0,013 0,011 0,014 4
Média® 0,102 0,08 ° 0,08 ° 0,06 ° 0,08" 0015% 00152 0,014* 0,013° 0,014"
5°C 5°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média® TO T1 T2 T3 Média®
Cru 0,10 0,09 0,09 0,07 0,09 % 0,016 0,015 0,015 0,014  0,015"
Frito 0,10 0,08 0,08 0,07 0,08 0,015 0,015 0,015 0,013 0,015
Cozido 0,10 0,08 0,08 0,06 0,07 A 0,015 0,014 0,013 0,011 0,013

Média? 0,102 0,08° 0,08° 0,07 ¢ 0,08 A 0,0152 0,052  0,014%® 0,012° 0,014"

@ Médias e desvio padréo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha
(coluna) nao diferem entre si (P> 0,05).
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Para os acidos graxos monoinsaturados (Tabela 4), os acidos graxos
C14:1 n9 e C18:1 n9 foram menores nas amostras fritas e do C17:1 n7 nas
cozidas. O C20:1 n9 foi menor tanto nas amostras que foram cozidas como
nas que foram fritas. A concentragcao do C16:1 n7 foi semelhante nas amostras
cruas, cozidas e fritas. Os C14:1 n9 e o0 C16:1 n7 reduziram até o tempo 1 e os
C17:1 n7,C18:1 n9 e 0 C20:1 n9 até o tempo final de armazenamento.

Para os acidos graxos poliinsaturados n6é (Tabela 5), os valores dos
C18:2 6, C18:3 n6 e C20:2 n6 foram menores nos ovos cozidos como Nnos
fritos e dos C20:4 n6 e C20:3 n6 foram nos ovos fritos. A reducédo do C20:3 n6
ocorreu até o tempo 1, do C18:2 n6 e C20:2 n6 até o tempo 2 e dos C18:3 n6 e
C20:4 n6 até o periodo final de estocagem.

Para os acidos graxos poliinsaturados n3 (Tabelas 6), os acidos C18:3
n3 e e C20:5 n3 foram menores tanto nos ovos cozidos como nos que foram
fritos. Para o C22:6 n3 o menor teor foi observado nos ovos fritos. Nos tempos
de estocagem o C18:3 n3 foi reduzido até o tempo 1 e os C20:5 n3 e C22:6 n3
até o tempo 3.

Para os acidos C18:1 n9t e C18:2 n6t (Tabela 6), ndo houve diferenca
entre os valores determinados nos ovos crus, cozidos ou fritos. O C18:1 n9t foi
reduzido até o tempo 1 € o0 C18:2 n6t até o ultimo periodo de armazenamento.

Nos resultados da concentracdo média de acidos graxos entre as
gemas cruas, cozidas e fritas (Tabela 7) verificou-se que o preparo térmico dos
ovos, assim como os tempos de estocagem, reduziram a concentragdo de
monoinsaturados e poliinsaturados. Nahtigal et al. (23) verificaram perdas
significativas no teor de acidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados quando ovos foram cozidos e fritos. Koo et al. (24) verificaram
que quando ovos enriguecidos com DHA foram estocados a 4°C por 3
semanas, o conteudo total de acidos graxos foi maior durante as duas

primeiras semanas e decresceu na terceira semana.
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Tabela 4. Concentragcdo de acidos graxos monoinsaturados (g/100g de gema, base seca) em ovos enriquecidos com acidos graxos
poliinsaturados émega-3 armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

ACIDOS GRAXOS

C14:1 n9 C16:1 n7 C17:1 n7
25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Cru 0,11 0,10 0,11 0,09 0,10 525 499 427 390 460" 024 0,17 0,14 0,10 0,16°%
Frito 0,09 0,08 0,08 0,06 0,088 492 4,58 4,19 382 438" 0,20 0,16 0,15 0,10 0,15%°
Cozido 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10* 4,71 435 396 3,17 405" 0417 015 0,12 0,12 0,148
Média® 0,102 0,09 0,09®° 0,08° 0,09” 4962 464 414° 363° 434" 020%® 0,6° 0,14° 0,11° 0,15%
5°C 5°C 5°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Cru 0,11 0,09 0,09 0,09 0,10 525 493 3,95 327 435 024 0,16 0,13 0,08 0,157
Frito 0,09 0,08 0,08 006 0,088 492 419 437 3,30 4,19 0,20 0,16 0,12 0,09 0,14
Cozido 0,10 0,10 0,10 0,09 0,10% 4,71 4,51 396 3,98 429 0,17 0,13 0,10 0,09 0,128
Média® 0,10% 0,09® 0,092 0,09° 0,09" 4962 454% 409° 352° 428% 0202 0,15° 0,12° 0,09¢ 0,14%
C18:1 n9 C20:1 n9
25°C 25°C 25°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média
Cru 6,64 6,06 5,74 5,40 5,96 " 0,38 0,35 0,35 0,31 0,35 "
Cozido 6,09 5,99 5,59 5,10 5,698 0,37 0,35 0,33 0,30 0,3378
Frito 5,97 5,05 4,54 4,37 4,98 °C 0,34 0,33 0,30 0,29 0,31°
Média® 6,23 2 5,70 ° 5,29 ° 4,96 ° 5,54 " 0,36 2 0,34 % 0,33 ™ 0,30 ° 0,33 "
5°C 5°C 5°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média® TO T1 T2 T3 Média
Cru 6,64 6,10 5,76 5,26 5,94 A 0,38 0,38 0,32 0,31 0,35 "
Cozido 6,09 5,96 5,51 4,88 5618 0,37 0,36 0,34 0,27 0,33 "8
Frito 5,97 4,87 4,63 4,12 4,90 © 0,34 0,32 0,31 0,28 0,31°
Média 6,23 2 5,64 ° 530 °¢ 4,75 ¢ 5,48 4 0,36 2 0,352 0,32 0,29 ° 0,334

#Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintiscula (maitscula) em cada linha (coluna)
nao diferem entre si (P> 0,05).
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Tabela 5. Concentracdo de acidos graxos poliinsaturados n6 (g/100g de gema, base seca) em ovos enriquecidos com

poliinsaturados 6mega-3 armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

acidos graxos

ACIDOS GRAXOS

C18:2 n6 C18:3 n6 C20:2 n6
25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Cru 5,31 494 469 450 486" 0,016 0,012 0,010 0,008 0,011* 029 028 0,26 0,25  0,27%
Frito 5,05 4,64 4,60 434 466" 0,012 0,012 0,009 0,007 0,010"® 0,28 0,25 0,23 0,22  0,25°
Cozido 5,13 443 408 443 4518 0,010 0,010 0,010 0,009 00108 025 025 0,22 0,20 0,23°
Média® 5,162 467° 4,46 443° 468° 0,013% 0,011% 0,010% 0,008° 0,010" 027° 0,26® 0,24 0,22° 0,25"
Preparo  TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3  Média?
Cru 5,31 464 460 434 472" 0,016 0,015 0,011 0,008 0,013* 029 026 0,22 0,21 024"
Frito 5,05 4,75 4,34 3,86 450”8 0,012 0,011 0,009 0,007 00108 028 0,25 0,22 021 024”8
Cozido 5,13 4,81 443 292 432% 0,010 0,008 0,009 0009 0,009®% 025 024 0,283 0,19 0,23°
Média® 5,162 476° 446> 371° 4518 0,013% 0,011 0,010 0,008° 0,010" 0,272 0,25° 0,22®°® 0,20° 0,24"
C20:3 n6 C20:4 n6
5°C 5°C

Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média

Cru 0,025 0,021 0,021 0,020 0,022 A 0,20 0,17 0,14 0,10 0,15%
Cozido 0,022 0,019 0,018 0,017 0,019 4 0,15 0,14 0,14 0,13 0,14"8

Frito 0,019 0,019 0,014 0,009 0,015 ° 0,13 0,10 0,09 0,07 0,018

Média? 0,022 2 0,020 2 0,018 % 0,015° 0,019% 0,16° 0,14 0,12° 0,10° 0,13"
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média
Cru 0,025 0,020 0,020 0,013 0,019 4 0,20 0,12 0,10 0,10 0,13%

Cozido 0,022 0,020 0,020 0,017 0,020 A 0,15 0,14 0,13 0,10 0,13*

Frito 0,019 0,016 0,014 0,014 0,016 2 0,13 0,10 0,10 0,08 0,108

Média® 0,022 2 0,019 ® 0,018 0,015° 0,018 0,162 0,12 0,11° 0,09 ° 0,12%

@ Médias e desvio padréo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maiGscula) em cada linha (coluna)
nao diferem entre si (P> 0,05).
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Tabela 6. Concentragao de acidos graxos poliinsaturados n3 e acidos graxos frans (g/100g de gema, base seca) em ovos enriquecidos com acidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

ACIDOS GRAXOS

C18:3 n3 C20:5 n3 C22:6 n3
25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Cru 1,82 1,69 1,65 1,56 1,68% 0,014 0,012 0,010 0,010 0,011* 026 0,24 0,23 0,19 0,23
Cozido 1,59 1,36 1,24 1,15 1,338¢ 0,010 0,009 0,008 0,005 0,008% 022 0,21 0,15 0,12 0,17°
Frito 0,83 0,71 0,53 057 066° 0,011 0,010 0,008 0,004 0,008% 0,14 0,13 0,13 0,12 0,13°
Média® 1,412 1252 114° 109° 122" 0,012% 0,010 0,009° 0,006° 0,009” 0,21* 0,19®° 0,17° 0,14° 0,18"
5°C 5°C 5°C
Preparo T0 T T2 T3 Média T0 T T2 T3 Média® T0 T T2 T3  Média®
Cru 1,82 1,67 1,60 1,16 156" 0,014 0,012 0,012 0,011 0,012* 0,26 0,21 020 0,20 0,22*°
Cozido 1,59 1,33 1,27 1,10 1,328% 0,010 0,009 0,008 0,005 0,008% 022 0,21 0,14 0,12 0,178
Frito 1,09 1,01 0,93 099 1,00° 0,011 0,010 0,006 0,004 0,007® 0,14 0,12 0,12 0,41 0,12°
Média® 1,502 1,342 127° 108° 1,29% 10,0122 0,010 0,009° 0,006° 0,009” 0,21* 0,18 0,15 0,15° 0,17 "
C18:1 n9t C18:2 n6t"
25°C 25°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média
Cru 0,034 0,027 0,024 0,020 0,026 A 0,013 0,012 0,010 0,009 0,011 A
Cozido 0,023 0,022 0,021 0,021 0,022 A 0,010 0,009 0,009 0,008 0,009 A
Frito 0,019 0,023 0,018 0,015 0,020 A 0,010 0,010 0,009 0,006 0,009 A
Média® 0,025 2 0,023 ® 0,021 ® 0,019° 0,023 4 0,0112 0,011 ® 0,010 ® 0,008 ° 0,010 %
5°C 5°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média?
Cru 0,034 0,031 0,020 0,019 0,026 A 0,013 0,013 0,011 0,010 0,011 A
Cozido 0,023 0,023 0,021 0,018 0,021 A 0,010 0,010 0,009 0,008 0,009 A
Frito 0,019 0,018 0,020 0,015 0,018 A 0,010 0,009 0,009 0,007 0,009 A
Média? 0,025 2 0,024 0,019 %® 0,017° 0,022 0,011 2 0,011 2 0,010 % 0,008° 0,010

# Médias e desvio padrao de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha (coluna)
nao diferem entre si (P> 0,05), b(9(:, 12t+ 9t, 12¢
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Teores de Vitamina E em Ovos Enriquecidos com acidos graxos Omega-
3. Os teores de vitamina E foram determinados uma vez que, sendo as aves
alimentadas com dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados, é importante a
adicdo de antioxidantes como a vitamina E para aumentar a estabilidade
oxidativa destes acidos, e, portanto torna-se necessario conhecer os niveis de
vitamina E nos ovos. O menor teor de vitamina E foi observado nos ovos fritos
e nao houve redugédo em funcdo do tempo de estocagem. Meluzzi et al. (25)
também observaram que a concentragdo de vitamina E nao foi alterada tanto
nos ovos enriquecidos com émega-3 e vitamina E, estocados a temperatura
ambiente de 20 a 25°C por 28 dias como nos ovos de 1 dia.

O valor médio de vitamina E nos ovos crus, no lote 1 foi de 12,04 e no
lote 2 de 10,89 mg/100g de ovo (Tabela 8). Os valores obtidos sdo elevados,
considerando-se que por ovo o valor médio de vitamina E variou de 5,00 a 5,53
mg e segundo USDA (21), o valor de vitamina E em ovos de 50 g € de 0,525
mg. Mazalli et al. (26) encontraram valores semelhantes de vitamina E em
ovos de poedeiras alimentadas com diferentes fontes de acidos graxos (6leo
de peixe, linhaca, canola, girassol e linhaga integral moida) e niveis de
vitamina E (50 e 100 Ul/kg de ragao).

Teores de Colesterol e Oxidos de Colesterol em Ovos Enriquecidos com
acidos graxos Omega-3. Nos resultados de colesterol, ndo houve interagéo
significativa entre os fatores avaliados e n&o ocorreu redugdo durante a
estocagem dos ovos. Mas houve diferenga no teor de colesterol entre os lotes
e nas amostras cruas em relacdo as que foram submetidas aos tratamentos
térmicos (Tabela 9).

Os valores superiores de colesterol foram no lote 2 e nas amostras cruas.
No lote 1, o menor teor de colesterol foi nas amostras fritas e no lote 2, ndo
houve diferenca significativa entre as amostras cruas e cozidas. Bragagnolo e
Rodriguez-Amaya (27) também n&o encontraram diferenga no teor de

colesterol em ovos crus e cozidos.
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Tabela 7. Concentracao média de acidos graxos saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados e acidos graxos frans em gema de ovos enriquecidos com
acidos graxos 6mega-3 analisada no tempo zero (T0) e no ultimo periodo de
estocagem de 45 dias (T3) armazenados a 25 e 5 °C.

CRU COzIDO FRITO

g/ 100g MED + DP? MED + DP? MED + DP?
Saturados TO 7,14+0,13 6,64 + 0,08 6,75+ 0,25
T3 6,00 £ 0,01 5,05 £+ 0,01 5,44 £ 0,00
Monoinsat. TO 12,83+ 1,14 11,58 £0,78 12,15 +1,77
T3 9,97 £ 0,67 8,07 £ 0,01 8,89 £ 0,01

PUFA n6 TO 6,14 + 0,42 5,65+0,16 5,94 + 0,61
T3 5,13+ 0,50 3,96 £ 0,01 4,46 + 0,01

PUFA n3 T0 2,04 £0,32 1,77 £ 0,50 1,21 £ 0,38
T3 1,54+ 0,38 0,62 + 0,01 0,61 +£0,01

PUFA T0 8,17 £0,74 7,43 +0,63 7,15+1,00
T3 6,67 + 0,89 4,58 + 0,01 5,06 + 0,01

Ag trans T0 0,02 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,06 £ 0,01
T3 0,04 + 0,00 0,03 + 0,00 0,03 + 0,01
Insaturados T0 21,00 £1,87 19,00 £ 1,41 19,30 £ 2,76
T3 16,64 + 1,56 12,65 + 0,01 13,96 + 0,01

Relacao

n6/n3 TO 3,04 £ 0,27 3,29 +0,79 5,08+ 1,10
T3 3,39 £ 0,51 6,44 £ 0,07 7,31 £0,18

PUFA/SAT TO 1,15+0,12 1,12+ 0,08 1,06 £ 0,11
T3 1,11+0,15 0,91 £ 0,00 0,93 + 0,00

#Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em ftriplicata)

Os valores médios de colesterol determinados em amostras cruas foram
inferiores aos valores citados pelo USDA (21). Resultados semelhantes de
colesterol em ovo cru foram encontrados em outros trabalhos (27,28).

Os éxidos de colesterol encontrados nos ovos dos lotes 1 e 2 foram: 7-
ceto, 7B-OH, e 7a-OH. Os maiores teores dos 6xidos foram observados no lote
2 e nas amostras que sofreram fritura. Apenas para o 7-ceto ndo houve

diferenca significativa entre os lotes (Tabela 10).
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Tabela 8. Valores médios de vitamina E (mg/100g de gema, base seca) de
ovos enriquecidos com &cidos graxos 6mega-3, armazenados a 25°C e a 5°C
e analisados no tempo zero e no tempo 3 de estocagem (45 dias).

Vitamina E (Lote 1)

Preparo Tempo 0 Tempo 3 Média®

Cru 12,22 11,47 11,854

25°C Cozido 11,51 11,60 11,55 AB
Frito 10,67 10,95 10,81 B

Média 11,47 @ 11,342 11,40 *
Cru 12,22 12,24 12,23 4

5°C Cozido 11,51 11,09 11,30 B
Frito 10,67 11,39 11,03 B

Média? 11,47 2 11,57 2 11,52 4

Vitamina E (Lote 2)

Preparo Tempo 0 Tempo 3 Média®

Cru 11,01 11,03 11,02 4

25°C Cozido 10,02 11,40 10,71 A
Frito 9,96 9,03 9,49 B

Média 10,33 2 10,49 @ 10,41 "
Cru 11,01 10,54 10,77 %

5°C Cozido 10,02 10,65 10,33 "8
Frito 9,96 10,00 9,98 B

Média? 10,33 2 10,40 2 10,36 *

®Médias de amostras em ftriplicata seguidas da mesma letra miniscula (maiGscula) em cada
linha (coluna) nao diferem entre si a (P> 0,05).

Entre os fatores avaliados: preparo, armazenamento e tempo houve
interacao significativa. As condigées de armazenamento ndo influenciaram os
oxidos 7B-OH e 7a-OH. Mas o teor de 7-ceto, no lote 1, foi maior nas amostras
que foram armazenadas a 25°C.

Nos tempos de armazenamento, em ambos os lotes, tanto a 25°C, quanto a
5°C, houve aumento da quantidade dos 6xidos 7-ceto e 7a-OH do tempo zero
até o tempo 3 nas gemas cruas e nas que sofreram processamento térmico.
Por outro lado, o teor de 7B-OH foi reduzido até o tempo 1, no lote 1, em
ambas condi¢des de armazenamento, nas amostras cozidas e cruas. Somente

nas amostras fritas, a quantidade deste éxido aumentou com o aumento do
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Tabela 9. Valores médios de colesterol (mg/100g de gema, base seca) de
ovos enriquecidos com acidos graxos Omega-3 crus, cozidos e fritos
armazenados a 25°C e a 5°C, analisados no tempo zero e quinzenalmente.

Colesterol (Lote 1)

25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média®
Cru 2401 2426 2423 2434 2421~
Cozido 2350 2349 2341 2344 2346 B
Frito 2213 2190 2198 2211 2203 °©
Média® 2321 2 2322 2 2321 2 2330 2 2323 °
5°C
Cru 2401 2430 2417 2441 2423 "
Cozido 2350 2342 2331 2347 23428
Frito 2213 2214 2210 2213 2212 °C
Média® 2321 2 2328 2 2319 2 2334 2 2326 °
Colesterol (Lote 2)
25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média®
Cru 2546 2536 2522 2512 2529 A
Cozido 2502 2499 2501 2510 2503 A
Frito 2444 2437 2429 2455 2441 ®
Média® 2497 2 2490 2 2484 2 2492 2 2491 *
5°C
Cru 2546 2540 2510 2521 2529 A
Cozido 2502 2504 2490 2515 2503 A
Frito 2444 2428 2439 2440 2438 ®
Média® 2497 2 2491 2 2480 2 2492 2 2490 *

4 Médias de amostras em triplicata seguidas da mesma letra mintscula (maitscula) em cada
linha (coluna) nao diferem entre si a (P> 0,05).

tempo de estocagem. No lote 2, nas amostras cruas ocorreu reducao de 753-
OH no maior tempo de armazenamento.

No lote 1, o decréscimo meédio de colesterol dos ovos crus em relagao
aos que foram fritos foi de 9% e no lote 2, de 4%. Enquanto que na média
geral, os teores dos 6xidos 7a-OH, 7-ceto e 73-OH aumentaram em 52, 81 e

82% nos ovos fritos em relacao aos ovos crus, respectivamente.
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Tabela 10. Valores médios dos éxidos de colesterol (ng/g de gema, base seca) em ovos enriquecidos com acidos graxos 6émega-3 armazenados a
25°C e a 5°C do tempo zero e por mais 3 periodos quinzenais.

LOTE 1

7-ceto 7B-OH 70-OH

25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Frito 0,447 104" 315% 3618 2214 55 744%° 89" 1328" 905" 880" 9,72 1455 16,92 1250"
Cozido 0,16"° 0,39%° 1,66% 378" 15782 550" 0,925 1,31%° 150%° 230% 4,09 438% 708% 847% 6,01°
Cru 0,00°° 0,86%° 0,98%* 149%@ 083° 302% 061%™ 0,86%° 058% 127° 388 417%° 431 g898% 534°
Média® 0,20° 1,06° 1,93° 2962 1542 503 299° 371° 511% 4218 559° 609° 865° 11,46 7,95°

5°C 5°C 5°C
Preparo  T0 T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média
Frito 0,44 0,44 186" 506" 1,95% 6,55 722" g§50°° 1129 790" 8,80 11,7%° 12,83 16,50 1247"
Cozido 0,16% 0,23%° 0,29%° 0,532 0,30 550" 1,055 1,45% 136%° 234% 4,09% 493%° 6,19%° 994%2 298
Cru 0,002 0,13%¢ 023% 0,33°® 0,17° 3,025 0,87%° 1,04% 244% 184° 388% 415°° 6098% 112188 g55°
Média® 0,20° 0,27° 0,79° 1,972 0,81® 5032 3,05° 3,00° 5,03 4,03°% 559° 695° 866° 1255° 8,43°

LOTE 2

25°C 25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Frito 1,230 223% 278 4560 270" 825% 841%° 902 16,65 10,58 10,23 10,69 13,58" 17,01 12,87"
Cozido 0,87°°¢ 1,028 1,10%%° 1258 1068 2,12°%° 1598 2158 49788 2718 30988 4128 go5B° {1121% g89°"
Cru 0,00 0,39°° 0,41°® 068°® 0,37° 431% 188°% 064° 068° 1,88° 4,08% 425 £33 7968 565°
Média® 0,70°  1,21° 1,43° 216% 1,37% 489° 271° 394° 743" 502" 6,09° 6,35 939° 1206 847"

5°C 5°C 5°C
Preparo  T0 T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média
Frito 1,23%¢ 22180 284" 520"  287%F  825°° 901" 932" 1641 10,74" 10,23 10,56"° 14,37 18,42" 13,38"
Cozido 0,87"° 0,98% 126% 152% 1168 212 133°% 2698 5028 2798 3098% 3968 95182 1284% 7578
Cru 0,005 0,41°® 054°® 0,95 047° 4318 211% 042°% 021% 176° 4,08% 501%° 628°° 12,05 6,85°
Média® 0,70° 1,20° 155° 2,562 1,50° 489° 415° 4,14° 721" 510" 6,09° 6,51° 10,03° 14,44® 926"

4Médias de amostras em triplicata seguidas da mesma letra mintiscula (maitscula) em cada linha (coluna) nao diferem entre si a (P> 0,05).
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Sarantinos et al. (29) relataram decréscimo de 14% do teor de colesterol
em ovos que foram cozidos, mas houve aumento consideravel na ordem de
75% de Oxidos de colesterol nestes ovos.

Durante a estocagem e o preparo térmico dos ovos verificou-se que
houve decréscimo no total de &cidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados, o0s quais sao susceptiveis a oxidagdo, originando
principalmente radicais livres e peréxidos que aceleram a formacao dos éxidos
de colesterol. De acordo com SMITH (9) a oxidac&o dos acidos graxos ataca a
porcao colesterii das moléculas de éster de colesterol. Além disso, o
processamento dos ovos realizados a elevadas temperaturas, acelera as
reacOes entre os lipidios e o oxigénio molecular, ocasionando a formacao de
oxidos (30,31).

Sarantinos et al. (29) determinaram em ovos fritos ou cozidos de 4 a 8
ug/g de 7a-OH e 34 a 59 ug/g de 7p-OH, mas nao encontraram o 7-ceto. Os
Oxidos 5,6a e 5,6B3-epoxidos sao comumente encontrados em concentracdes
significativas em ovo em po, variando de 1,0 a 6,10 ug/g (5,6a-epoxi) e de 4,1
a 27 ug/g (5,6B-epoxi) por causa do processamento por “spray-dried” que
utiliza temperaturas em torno de 180°C (32,33). No entanto, nos ovos que
foram fritos também a 180°C, ndo houve formacdo de epdxidos, sugerindo que
a temperatura ndo é o uUnico fator responsavel pela formacao dos éxidos. Em
adicao no processamento por spray dried dos ovos, a superficie de contato
com o oxigénio molecular é muito maior que no preparo dos ovos fritos. Além
disso, a atividade de agua presente nos ovos é muito maior do que no ovo em
po, protegendo os mesmos da oxidacao.

No presente estudo, observou-se a presenca de 6xidos de colesterol no
tempo zero e aumento dos 6xidos de colesterol durante 0 armazenamento dos
ovos. A presenca de 6xidos no tempo zero pode ser proveniente da racao
fornecida as aves e que continham O6xidos de colesterol ou produzidos por
oxidagdo enzimatica no metabolismo das aves. A casca dos ovos deveria
exercer protecao contra oxidagao lipidica durante a estocagem dos ovos (34).

No entanto, como foi verificado aumento dos 6xidos durante a estocagem é
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possivel que tenha ocorrido a penetracdo de oxigénio molecular através da
casca.

A vitamina E ndo foi reduzida durante a estocagem dos ovos e
simultaneamente observou-se aumento de 6xidos de colesterol e diminuicao
de &cidos graxos insaturados, demonstrando que a vitamina E nao teve efeito
antioxidante, provavelmente devido a presenca de grande quantidade de agua
nas gemas (50 g/100g) dos ovos, que impediu sua acdo. Segundo Gordon
(35), o mecanismo de quelacdo de metais pelos antioxidantes fendlicos, no
caso a vitamina E, é mais efetivo em 6leos do que em alimentos contendo
agua. Em adicdo, em ovos desidratados por “spray-dried” estocados a
temperatura ambiente por 18 meses, expostos ao ar e a luz, ocorreram perdas
gradativas de vitamina E, embora tenha ocorrido aumento simultaneo da
oxidagao de acidos graxos e formacgao de 6xidos de colesterol (36).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o
processamento térmico, especialmente a fritura reduz os teores de lipidios
totais, colesterol e acidos graxos e elevam as concentragcdes de Oxidos de
colesterol nos ovos. O periodo de armazenamento de 45 dias dos ovos
enriquecidos com acidos graxos 6mega-3 nao modificou os teores de lipidios
totais e colesterol, mas reduziu consideravelmente os acidos graxos,
principalmente os poliinsaturados e concomitantemente, houve aumento da
concentracdao dos o6xidos 7-ceto, 7a-OH e 7B-OH. Nas condicbes de
armazenamento, apenas o0 O6xido 7-ceto foi maior nos ovos que foram
armazenados a 25°C, demonstrando a importancia de se armazenar 0s ovos
sob refrigeracao para evitar a formacao deste 6xido. A concentracdo e o tipo
de antioxidantes adicionados em ragdes comerciais enriquecidas com fonte de
acidos graxos poliinsaturados dmega-3 deve ser reavaliada para garantir a

qualidade nutricional dos ovos.
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CAPITULO 6

EFEITO DO PROCESSAMENTO TERMICO E TEMPO DE
ESTOCAGEM NA FORMACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL E
NA ALTERACAO DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS EM
ovos

EM PREPARACAO PARA SER ENVIADO PARA A REVISTA
JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY
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RESUMO

Os teores de colesterol, 6xidos de colesterol, lipidios totais e acidos graxos
foram determinados em ovos. Dois lotes constituidos de 30 duzias de ovos
cada foram distribuidos do seguinte modo: 15 dlzias foram armazenadas a
temperatura de 25 + 2°C, no escuro e 15 duzias foram armazenadas a 5 + 1°C,
na geladeira por 21 dias. As amostras foram analisadas no tempo zero e
semanalmente. Em cada tempo (0, 1, 2 e 3) e nas temperaturas de
armazenamento (25°C e 5°C), foram separados 36 ovos que foram divididos
em 3 duzias de ovos. Uma das duzias de ovos foi analisada na forma crua e as
outras duas foram submetidas a dois tipos de tratamentos térmicos, cozimento
e fritura. O teor de colesterol ndo foi reduzido durante os tempos de
estocagem, mas foi menor nos ovos que foram fritos. Nos tempos de
armazenamento, em ambos os lotes, tanto nas amostras cruas quanto nas
cozidas e fritas os teores de 7-cetocolesterol e 7a-hidroxicolesterol
aumentaram do tempo zero até o tempo 1 e posteriormente foram reduzidos.
Para o 7B-hidroxicolesterol houve aumento do tempo zero até o tempo 2 e
manteve-se constante. As concentragdes dos 6xidos de colesterol 7-
cetocolesterol e 7a-hidroxicolesterol foram maiores nos ovos fritos. O 783-
hidroxicolesterol foi maior tanto nas amostras cozidas, quanto nas fritas em
comparagdo com as cruas. As condicdes de armazenamento apenas
influenciaram o teor de 7-cetocolesterol, que foi maior nas amostras
armazenadas a 25°C. O teor dos acidos graxos foi reduzido tanto nos ovos
fritos quanto nos cozidos e o teor de lipidios totais foi reduzido apenas nos

ovos que foram fritos.
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INTRODUCAO

Luz, oxigénio, radiacao, calor, acidos graxos poliinsaturados e metais de
transicdo sao considerados responsaveis pela oxidagdao do colesterol (1,2,3).
Deste modo, o mecanismo de oxidagdo do colesterol nos alimentos vai
depender de sua composicao, do processamento utilizado e do seu tempo de
estocagem.

O ovo é um alimento que contém alto teor de lipidios e colesterol e por
isso, é potencial fonte de 6xidos de colesterol na dieta. Soma-se ao fato que os
acidos graxos insaturados também presentes em sua composicado podem
sofrer alteracbes durante o preparo térmico e a estocagem originando
principalmente radicais livres que aceleram a formacao de 6xidos de colesterol.

Os éxidos de colesterol mais freqlientemente encontrados em alimentos
sdo o 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e colestanotriol (4,5).

A oxidagdo do colesterol é considerada um fator de risco a saude
humana (6). Varias pesquisas relatam que os Oxidos de colesterol causam
efeitos biologicos adversos, especificamente nas funcdes celulares, o que
pode levar ao desenvolvimento de aterosclerose e cancer (7,8) e de doencgas
degenerativas, como Parkison e Alzhaimer (9,10). Além disso, estes
compostos estdo associados a mutagenicidade, citotocidade, alteragdo das
propriedades das membranas celulares e inibicdo da atividade da enzima 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase envolvida na sintese do colesterol
(11,12,13).

Considerando que o processamento e 0 armazenamento de alimentos
ricos em colesterol e acidos graxos insaturados podem levar a formagao de
oxidos de colesterol, os ovos estando dentro deste contexto devem ser
investigados. Desta forma, os objetivos deste estudo foram verificar o efeito do
processamento térmico e tempo de estocagem na formacdo de Oxidos de

colesterol e na alteracdo da composicao de 4cidos graxos em ovos.
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MATERIAL E METODOS

Material. Os padrdes de colesterol e 6xidos de colesterol: colest-5-ene-3f3,19-
diol (19-OH), colest-5-ene-3p3,200-diol (20a-OH), colest-5-ene-3p3,22[R]-diol
(22(R)-OH), colest-5-ene-3p,22[S]-diol (22(S)-OH), colest-5-ene-33,25diol (25-
OH), 3p-hidroxicolest-5-ene-7-one (7-ceto), colest-5-ene-33,7B-diol (7B-OH),
5,6-a-epoxi-5a-colestan-3B-ol  (5,6a-epoxi),  5,6-B-epoxi-5B-colestan-3p3-ol
(5,6B-epoxi) e colestan-3B-5a-6-triol (triol) foram obtidos de Sigma (Miliford,
MA, USA). Colest-5-ene-383,24[S]-diol (24(S)-OH) e colest-5-ene-3p,7a-diol
(70-OH) foram adquiridos de Steraloids (Newport, RI, USA) e o padrdo de
referéncia de ovo integral em pé (SRM 1846) de NIST (Gaithersburg, MD,
USA). Um total de 37 padrbes de éster metilico de acidos graxos (FAME) do
4:0 ao 24:0 da marca Supelco (Bellefonte, PA, USA) foram usados para
identificacdo. Os padrbes internos utilizados para a quantificagdo foram os
ésteres metilicos do acido tricosandico (23:0) e do acido tridecandico (13:0) da
marca Sigma (Miliford, MA, USA) com 99% de pureza e o padréo de referéncia
de ovo integral em p6 (SRM 1846) de NIST (Gaithersburg, MD, USA).

Amostras. Dois lotes de ovos comuns foram comprados diretamente da granja
no dia da postura para serem analisados no dia seguinte. Os ovos com casca
do lote 1 pesaram em média 50,6 g e a gema 16,3 g e do lote 2 pesaram 56,3
g € a gema 16,5 g. Todos os lotes foram constituidos de 30 duzias de ovos,
distribuidas da seguinte forma: 15 duzias foram armazenadas a temperatura
de 25 + 2°C, no escuro e 15 dlzias foram armazenadas a 5 + 1°C por 21 dias.
As amostras foram analisadas no tempo zero e semanalmente. Em cada
tempo (0, 1, 2 e 3) e nos tipos de armazenamento (25°C e 5°C), foram
separados 36 ovos que foram divididos em 3 duzias de ovos. Uma das duzias
de ovos foi analisada na forma crua e as outras duas foram submetidas a dois
tipos de tratamentos térmicos, doze ovos foram cozidos durante 5 minutos
apds a ebulicao da agua (97°C) e outros doze foram fritos em 6leo de soja a
temperatura de 190°C, por 4 minutos, em um Master Grill (Britania, Brasil). Em
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ambos os tipos de preparo térmico, assim como, Nnos OVOS Crus, as gemas
foram separadas e homogeneizadas e as amostras foram analisadas em

triplicata.

Extracao de Lipidios. Os lipidios foram extraidos de acordo com Folch et al.
(14). Aliquotas de 10 ml foram tomadas e os lipidios totais determinados

gravimetricamente.

Determinacao de Umidade. Aliquotas de 1,0 + 0,5 g foram secas em estufa a
110°C até peso constante, de acordo com metodologia da AOAC (1997) (15).

Determinacdo de Acidos Graxos. O extrato lipidico (25 + 0,1 mg) foi metilado
de acordo com Joseph and Ackman (16). Os ésteres metilicos de acidos
graxos foram separados em um cromatdgrafo gasoso (Varian 3400 CX), com
detector por ionizacdo em chama, injetor split (1:50), coluna CP-SIL 88 (100 m,
0,25 mm, 0,20 um) e workstation star. As condi¢gdes cromatogréaficas foram de
acordo com Mazalli e Bragagnolo (17). Os acidos graxos foram identificados
pela comparacao dos tempos de retencado dos padrdes com os da amostra e a
quantificacdo foi realizada por padronizagdo interna utilizando os ésteres
metilicos do &cido tricosandico (23:0) e do &cido tridecandico (13:0) como
padrdes internos. Os resultados foram calculados em mg/100 g de amostra de
acordo com a AOCS (18). O método foi validado utilizando padréo de
referéncia certificado de ovo em p6 (SRM 8415, NIST), cujos resultados foram

semelhantes ao especificado pelo material de referéncia.

Determinacdo Simultanea de Colesterol e Oxidos de Colesterol por CLAE-
UV-IR (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultra-violeta e
indice de refracao). As etapas pré-cromatograficas, separagdao e
quantificacao do colesterol e dos éxidos 19-OH, 20a-OH, 22(R)-OH, 24(S)-OH,
22(S)-OH, 25-0OH, 26-OH, 7-ceto, 7B-OH, 7a-OH, 5,6a-epoxi, 5,63-epoxi e triol

foram de acordo com Mazalli et al. (19). Um cromatégrafo liquido da marca
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Shimadzu foi utilizado com detectors UV (SPD-10AV,,) e indice de refragéo
(RID-10A) em série. A coluna analitica usada foi Nova Pack CN HP, 300 mm x
3.9 mm x 4 um (Waters, Millford, MA, USA) a temperatura de 32°C. A
quantificagdo foi realizada por padronizacdo externa e CLAE-APCI-MS foi
utilizado para a confirmagéo do colesterol e dos 6xidos de colesterol.

A recuperacao do colesterol variou de 92 a 102% e dos oéxidos de
colesterol de 93 a 96%. Os limites de deteccao (LD) e limites de quantificacao
(LQ) foram calculados de acordo com Long et al. (20). Os LD encontrados para
os 6xidos de colesterol variaram de 0,002 a 0,031 ug/g e para o colesterol o
LD foi de 0,026 pg/g. Os LQ encontrados para os 6xidos de colesterol variaram
de 0,002 a 0,079 pg/g e para o colesterol o LQ foi de 0,088 ug/g. O teor de
colesterol do material de referéncia certificado (SRM 1846, NIST) foi de 19,0 +
0,2 mg/g de gema, sendo semelhante ao valor referido no material de
referéncia certificado.

Andlises Estatisticas. Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) dos
dados obtidos de lipidios totais, umidade, colesterol, éxidos de colesterol e
acidos graxos utilizando o software Statistic 5.5 e as médias foram

comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teores de Lipidios Totais e Umidade em Ovos. Na analise dos resultados
de lipidios e umidade nao houve interagdo significativa entre os fatores
avaliados: preparo, armazenamento e tempo. O teor de lipidios totais foi
significativamente menor somente nos ovos que foram fritos. O maior teor de
umidade foi nas amostras cruas e o0 menor nas amostras fritas (Tabela 1). Nao
houve diferencga significativa entre as condi¢des de armazenamento tanto para

os resultados de lipidios totais como para a umidade.
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Tabela 1. Valores médios de lipidios totais (g/100g de gema, base seca) e umidade (g/100 g de gema) em ovos armazenados a 25 e 5°C do tempo
zero e mais 3 periodos semanais.

LOTE 1
LIPIDIOS UMIDADE
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média?
Cru 31,80 31,65 31,36 31,17 31,507 50,87 50,86 50,90 50,93 50,89 A
25°C Cozido 31,71 31,90 31,08 31,01 31,434 47,89 47,72 47,95 47,93 47,878
Frito 30,18 28,59 27,59 27,36 28,438 45,00 45,26 45 52 46,01 4544 °
Média® 31,332 31,362 31,03° 30,99 ° 30,45 " 47,922 47,9532 48,122 48,29 2 48,07 A
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média?
Cru 31,80 31,53 31,50 31,09 31,484 50,87 50,85 50,89 50,95 50,89 A
5°C Cozido 31,71 31,93 30,84 31,31 31,454 47,89 47,58 47,96 48,00 47,858
Frito 30,18 29,42 27,14 27,00 28,448 45,00 46,59 45,69 45,96 4581 C
Média® 31,332 31,572 30,94 2 31,04° 30,45 " 47,922 48,342 48,18 2 48,30 2 48,18 A
LOTE 2
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média?
Cru 31,73 30,38 32,09 31,40 31,40 % 51,00 50,87 50,81 50,92 50,90 A
25°C Cozido 31,97 30,77 30,71 31,10 31,148 47,99 47.83 47,77 48,00 47,908
Frito 30,91 28,11 27,45 26,89 28,34 C 46,02 46,51 45,65 45,36 45,88°
Média® 31,542 30,50 2 31,20° 30,96 ° 30,29 A 48,33 48,40 48,07 48,09 48,22 A
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média?
Cru 31,73 30,73 31,39 31,11 31,244 51,00 50,85 50,89 50,95 50,92 A
5°C Cozido 31,97 30,80 30,76 31,32 31,218 47,99 47,58 47,96 48,00 47,888
Frito 30,91 28,84 27,01 26,97 28,43 C 46,02 46,29 45,29 45,82 45,85 C
Média® 31,542 30,46 2 30,83° 30,99 ° 30,30 ° 48,332 48,242 48,042 48,25° 48,214

®Médias de amostras em duplicata seguidas da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha (coluna) ndo diferem entre si (P> 0,05).



Valores inferiores de lipidios em gemas cruas e semelhantes em gemas
cozidas e fritas, assim como valores semelhantes de umidade em gemas cruas
estdo descritos no USDA (21).

Composicdo de Acidos Graxos em Ovos. De um total de 29 A&cidos
identificados, os principais acidos graxos determinados nos ovos foram: C16:0,
C18:0, C16:1 n7, C18:1 n9, C18:2 n6, C20:4 n6, C18:3 n3 e C22:6 n3. Nos
ovos nao foram identificados os acidos graxos C4:0; C6:0; C8:0; C10:0; C11:0;
C12:0, C13:0 e C283:0 e os acidos graxos C21:0, C17:1 n7, C15:1 n9; C22:1
n9, C24:1 n9 e C20:3 n3 foram encontrados em quantidades de tracos (menos
que 1 mg/100 g). Na analise dos resultados de todos os &cidos graxos nao
houve interacéo significativa entre os fatores avaliados. Os tipos de preparo da
amostra e o tempo de estocagem modificaram as concentragdes de alguns
acidos graxos. Por outro lado, as condicbes de armazenamento nao
influenciaram nos resultados dos &cidos graxos.

Para os acidos graxos saturados (Tabelas 2 e 3), observou-se
menores teores destes acidos nos ovos fritos. Considerando que os teores de
lipidios nas amostras fritas também foram menores em relagdo aos crus e
cozidos, a perda dos acidos graxos saturados deve-se principalmente a
reducéo de lipidios.

Os menores valores do C14:0, C15:.0, C16:0, C17:0 e C18:0
ocorreram nas amostra fritas. Os C20:0, C22:0 e C24:0 nao foram
influenciados pelos dois tipos de preparos térmicos. Nos tempos de
estocagem, apenas os acidos graxos C14:0 e C16:0 reduziram até o tempo 1.

Para os acidos graxos monoinsaturados (Tabela 4) os C14:1n9,
C16:1n7 e C18:1n9 foram menores nas amostras fritas enquanto que os C17:1
n7 e C20:1 n9 foram menores tanto nas amostras cozidas como nas fritas. Nos
tempos de estocagem C14:1n9 C16:1n7 e C18:1n9 reduziram até o tempo 2 e
C17:1 n7 e C20:1 n9 até o tempo final.
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Tabela 2. Concentracdo de acidos graxos saturados (g/100g de gema, base seca) em ovos armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3

periodos semanais.

ACIDOS GRAXOS

C14:0 C15:0 C16:0

25°C 25°C 25°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média®  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média?
Cru 0,66 0,60 0,58 057 060" 010 009 0,09 0,09 009" 552 540 549 550 548"
Cozido 0,62 0,60 0,64 060 062" 007 006 006 005 006° 560 548 500 551 540°
Frito 0,51 0,40 0,34 035 040% 005 004 004 004 004° 6,18 450 450 3,88 4,77°
Média® 0,60% 053® 052° o051° 054" 007° 006° 006°% 0,062 007" 576% 513> 500° 496° 521"

5°C 5°C 5°C

Preparo TO T1 T2 T3 Média®  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média?
Cru 0,66 0,58 0,62 061 062" 0,10 0,09 0,09 0,09 009" 552 543 555 552 551"
Cozido 0,62 0,60 0,55 053 058" 007 007 006 005 006° 560 48 550 558 539°
Frito 0,51 0,46 0,38 039 044% 005 005 004 0,02 004° 6,18 478 400 3,95 473°
Média® 060% 055® 0,52° 051° 054* 0,07% 0,07% 0062% 0052 007" 57628 503° 502° 502° 521°

C17:0 C18:0 C20:0

25°C 25°C 25°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média®  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média?
Cru 0,35 0,28 0,30 025 030" 134 140 1,29 1,30 1,33% 0,18 0,16 0,5 0,46 0,16"
Cozido 0,36 0,26 0,22 029 028" 121 119 1,28 127 124" 017 0,15 0,43 0,13 0,15%
Frito 0,17 0,17 0,17 016 0,178 1,06 1,04 0,81 091 09° 016 009 011 014 0,13%
Média® 0,292 0,242 0,232 0,232 025" 1,20® 121% 1,13* 1,162 1,18* 0,17% 0,13% 0,132 0,142 0,14"

5°C 5°C 5°C

Preparo TO T1 T2 T3 Média®  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média?
Cru 0,35 0,27 0,25 029 0,29 1,34 1,17 1,21 120 123%* 0,18 0,16 0,14 0,14 0,16"
Cozido 0,36 026 024 025 028" 121 124 {122 122 122" 017 013 0,5 0,14 05"
Frito 017 017 o016 0415 016° 106 107 103 09 103° 016 040 o008 009 O11°"
Média® 0,298 0,232 0,222 0,232 024" 120* 1,162% 1,15% 1,13® 116" 0,17% 0,13% 0,122 0,122 0,14"

@ Médias e desvio padrio de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maiGscula) em cada linha (coluna)
nao diferem entre si (P> 0,05).
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Tabela 3. Concentracao de acidos graxos saturados (g/100g de gema, base seca) em ovos armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e

por mais 3 periodos semanais.

ACIDOS GRAXOS

C22:0 C24:0
Preparo TO T1 T2 T3 Média® TO T1 T2 T3 Média®
Cru 0,12 0,09 0,09 0,09 0,10 0,026 0,025 0,025 0,024 0,025 "
25°C  Cozido 0,11 0,10 0,08 0,09 0,104 0,025 0,025 0,024 0,024 0,025
Frito 0,10 0,09 0,08 0,08 0,094 0,024 0,024 0,024 0,023 0,024 "
Média® 0,112 0,09 2 0,09 2 0,09 2 0,09" 00252 0,025% 0,024% 0,024@ 0,024 "
Preparo TO T1 T2 T3 Média® TO T1 T2 T3 Média®
Cru 0,12 0,10 0,09 0,09 0,10 % 0,026 0,026 0,026 0,023  0,025"
5°C Cozido 0,11 0,09 0,09 0,08 0,094 0,025 0,025 0,024 0,023 0,024
Frito 0,10 0,09 0,09 0,08 0,094 0,024 0,024 0,023 0,023 0,024
Média® 0,112 0,09 2 0,092 0,082 0,09 00252 00252 0,024%* 0,023° 0,024"

@ Médias e desvio padréo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maiGscula) em cada linha (coluna)

nao diferem entre si (P> 0,05).
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Tabela 4. Concentracéo de acidos graxos monoinsaturados (g/100g de gema, base seca) em ovos, armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por
mais 3 periodos semanais.

ACIDOS GRAXOS

C14:1 n9 C16:1 n7 C17:1 n7
25°C 25°C 25°C
Preparo  TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média
Cru 0,10 0,09 0,07 0,06 008" 304 233 2,17 1,49 226" 0,11 0,09 0,08 0,06 0,08%
Cozido 0,09 0,09 0,07 0,05 008" 2,82 2,64 1,93 1,61 225" 0,08 0,08 0,07 0,04 0,078
Frito 0,07 0,06 0,04 0,04 0,05% 221 2,19 1,20 1,719 1,83% 0,08 0,08 0,08 0,04 0,078
Média® 0,092 0,08% 0,06° 0,05° 007" 2692 2392 177° 161° 211% 0,092 0,082 0,07° 0,05° 007"
5°C 5°C 5°C
Preparo  TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média
Cru 0,10 0,10 0,08 0,06 0,09% 304 260 237 1,56 2,39% 0,11 0,08 0,08 0,07 0,097
Cozido 0,09 0,09 0,07 0,05 0,08% 282 2,40 1,96 1,76 223" 0,08 0,09 0,06 0,05 0,078
Frito 0,07 0,07 0,05 0,04 006° 221 2,12 1,61 146 1,85°% 0,08 0,08 0,08 0,03 0,078
Média® 0,092 0,09% 0,07° 0,05° 007" 2692 237% 198™ 159° 216" 0,092 0,082 0,07° 005° 0,07"
C18:1 n9 C20:1 n9
25°C 25°C 25°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média
Cru 4,85 3,74 3,55 3,47 3,907 0,11 0,09 0,08 0,06 0,09 *
Cozido 4,57 3,39 3,05 2,72 3,43 18 0,10 0,07 0,07 0,06 0,08 A8
Frito 3,35 3,11 2,60 2,11 2,798 0,09 0,08 0,06 0,05 0,07 ®
Média? 4,262 3,41° 3,06 ™ 2,76 °¢ 3,37 A 0,10° 0,08 ° 0,07 “ 0,06 ° 0,08 A
5°C 5°C 5°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média® T0 T1 T2 T3 Média
Cru 4,85 4,14 3,63 3,32 3,08 A 0,11 0,11 0,09 0,07 0,10 %
Cozido 4,57 3,05 3,06 2,79 3,37 "8 0,10 0,09 0,07 0,06 0,08 &
Frito 3,35 2,98 2,57 2,26 2,798 0,09 0,09 0,06 0,05 0,07 ®
Média 4,26° 3,39° 3,08 279° 3,38 " 0,10° 0,10° 0,08° 0,06 ° 0,08

4 Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha (coluna)
nao diferem entre si (P> 0,05).
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Para todos os acidos graxos poliinsaturados n6 (Tabela 5) e acidos
graxos poliinsaturados n3 (Tabela 6) os menores teores destes acidos foram
observados em ambos tipos de preparo térmico. Todos os &cidos graxos
poliinsaturados n6 e n3 reduziram gradativamente até o final do tempo de
estocagem. Para os acidos C18:1 n9t e C18:2 n6t (Tabela 6), ndo houve
diferenca entre os valores determinados nos ovos crus, cozidos ou fritos. O
C18:1 n9t e C18:2 n6t foramreduzidos até o tempo 1.

Nos resultados da concentracdo média de acidos graxos entre as
gemas cruas, cozidas e fritas (Tabela 7) verificou-se que o preparo térmico dos
ovos teve maior influéncia na reducdo de saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados.

Na média geral, o tempo de estocagem contribuiu para a redugcdo de 38% de
monoinsaturados e 65% de poliinsaturados. A casca dos ovos, por ser porosa,
facilita a entrada de oxigénio dentro dos ovos, ocasionando principalmente a
oxidagdo dos acidos graxos insaturados. Embora, Galobart e Guardiola (22)
sugeriram que a casca do ovo exerce protecao contra a oxidagao lipidica.

Na média geral, o cozimento e a fritura pouco influenciaram a reducédo de
acidos graxos saturados nos ovos. Para os insaturados houve reducao de 3%
com o cozimento e de 17% com a fritura. Segundo Nahtigal et al. (23) quando
0S 0VO0s sao cozidos e fritos ocorrem perdas significativas nos teores de acidos

graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.

Teores de Colesterol e Oxidos de Colesterol em Ovos. Nos resultados de
colesterol ndo houve interagdo significativa entre os fatores avaliados e nao
ocorreram diferencas significativas entre as condicbes de armazenamento,
tipos de preparo e tempo de estocagem (Tabela 8).

Bragagnolo e Rodriguez-Amaya (24) também ndo encontraram
diferenga significativa no teor de colesterol em ovos crus e cozidos. Resultados
semelhantes de colesterol em ovo cru foram obtidos por outros pesquisadores
(24,25).
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Tabela 5. Concentracao de acidos graxos poliinsaturados n6 (g/100g de gema, base seca) em ovos armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por
mais 3 periodos semanais.

ACIDOS GRAXOS

C18:2 n6 C18:3 n6 C20:2 n6
25°C 25°C 25°C

Preparo TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média

Cru 9,34 7,91 565 2,32 630" 0,016 0,016 0010 0,006 0,012% 0,048 0,037 0,021 0,013 0,030
Cozido 9,42 7,93 444 228 6,02* 0,014 0,013 0,008 0,005 0,009 0,043 0,031 0,026 0,016 0,029

Frito 8,70 8,20 517 3,02 627" 0,011 0,012 0,007 0,005 0,009 0,038 0,036 0,023 0,015 0,028°
Média® 9,152 8,02° 509° 254°¢ 620" 0,014® 0,014*> 0,008° 0,005° 0,010" 0,043% 0,034° 0,023° 0,015 0,029"
Preparo TO T1 T2 T3 Média  TO T1 T2 T3 Média TO T1 T2 T3 Média?

Cru 9,34 8,08 539 328 652 0,016 0017 0,015 0,007 0,014* 0,048 0,037 0,030 0,019 0,034
Cozido 9,42 7,20 386 248 574 0,014 0,014 0,012 0,005 0,011® 0,043 0,034 0,025 0,016 0,030°

Frito 8,70 7,79 505 337 622 0,011 0,012 0,008 0,006 0,009 0,038 0,037 0,022 0,016 0,028°
Média® 9,152 7,69° 477° 3,04° 6,16" 0,014* 0,014* 0,011° 0,006° 0,011" 0,043% 0,036° 0,026° 0,017 0,030"

C20:3 n6 C20:4 n6
5°C 5°C

Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média

Cru 0,035 0,025 0,017 0,012 0,022 A 0,34 0,29 0,25 0,20 0,27 %
Cozido 0,033 0,016 0,015 0,011 0,019 8 0,28 0,28 0,18 0,17 0,238

Frito 0,022 0,018 0,014 0,013 0,017 °C 0,35 0,25 0,23 0,15 0,248
Média? 0,030 2 0,020° 0,015° 0,012¢ 0,019% 0,33° 0,27 ° 0,22° 0,18°¢ 0,25%
Preparo T0 T1 T2 T3 Média® T0 T1 T2 T3 Média

Cru 0,035 0,027 0,016 0,013 0,023 A 0,34 0,31 0,24 0,21 0,27 4
Cozido 0,033 0,016 0,015 0,011 0,019 8 0,28 0,24 0,21 0,19 0,238

Frito 0,022 2 0,018° 0,016 ° 0,013¢ 0,0188 0,35° 0,25° 0,20° 0,18° 0,258

#Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintiscula (maitscula) em cada linha (coluna)

nao diferem entre si (P> 0,05).
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Tabela 6. Concentracao de acidos graxos poliinsaturados n3 e acidos graxos frans (g/100g de gema, base seca) em ovos armazenados a 25 e
5°C do tempo zero e por mais 3 periodos semanais.

ACIDOS GRAXOS

C18:3 n3 C22:6 n3
25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Cru 1,25 1,22 1,81 1,48 1,44 % 0,085 0,085 0,054 0,035 0,065 A
Cozido 1,14 0,74 0,51 0,14 0,63 ° 0,078 0,056 0,039 0,028 0,050 ©
Frito 1,10 0,88 0,51 0,28 0,692 0,010 0,045 0,039 0,021 0,051 B
Média® 1,162 0,95° 0,94 ° 0,63 ° 0,92 " 0,088 2 0,062 ° 0,044 ° 0,028 ° 0,055 A
5°C 5°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média® T0 T1 T2 T3 Média®
Cru 1,25 1,10 0,44 0,22 0,75 " 0,085 0,082 0,070 0,033 0,067 A
Cozido 1,14 1,01 0,43 0,19 0,698 0,078 0,058 0,040 0,031 0,052 8
Frito 1,10 0,89 0,50 0,35 0,718 0,010 0,048 0,050 0,031 0,056 ©
Média? 1,162 1,00 ° 0,45° 0,25° 0,72 0,088 2 0,062 ° 0,052 ° 0,032¢ 0,058 #
C18:1 n9t C18:2 n6t"
25°C 25°C
Preparo T0 T1 T2 T3 Média T0 T1 T2 T3 Média
Cru 0,095 0,082 0,083 0,061 0,080 0,016 0,014 0,011 0,009 0,013
Cozido 0,093 0,063 0,033 0,040 0,057 0,017 0,011 0,010 0,005 0,011
Frito 0,049 0,023 0,025 0,022 0,030 0,013 0,010 0,008 0,006 0,009
Média® 0,079 2 0,056 * 0,047 ° 0,041 ° 0,055 A 0,016 2 0,011 ® 0,010° 0,007 ° 0,011 A
5°C 5°C
Preparo TO T1 T2 T3 Média? TO T1 T2 T3 Média®
Cru 0,095 0,088 0,082 0,061 0,081 0,016 0,015 0,010 0,009 0,013
Cozido 0,093 0,062 0,032 0,021 0,052 0,017 0,011 0,008 0,006 0,011
Frito 0,049 0,025 0,026 0,012 0,028 0,013 0,009 0,008 0,006 0,009
Média? 0,079 2 0,058% 0,047 ° 0,031° 0,054 * 0,016 2 0,012 0,009 ° 0,007 ° 0,011 %

# Médias e desvio padrao de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em triplicata). Valores seguidos da mesma letra mintscula (maitscula) em cada linha (coluna)
nao diferem entre si (P> 0,05), b(9(:, 12t+ 9t 12

138



Tabela 7. Concentracao média de acidos graxos saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados e acidos graxos tfrans em gema de ovos analisada no tempo
zero (T0) e no ultimo periodo de estocagem de 21 dias (T3) armazenados a 25

eb °C.

CRU COzIDO FRITO
g/ 100g MED + DP? MED + DP? MED + DP?
Saturados T0 8,30+ 0,38 8,17 + 0,42 8,25+ 0,17
T3 7,97 £0,14 7,91 +0,11 5,62 £ 0,30
Monoinsat. TO 8,24 +0,98 7,66 £ 0,33 5,80 + 0,59
T3 5,11+ 0,47 4,60 £ 0,01 3,90 + 0,01
PUFA n6 TO 9,74 £ 0,09 9,79+0,23 9,12+0,65
T3 3,04 + 0,41 2,59 + 0,01 3,39 + 0,01
PUFA n3 TO 1,34 £ 0,11 1,22 +0,34 1,11+ 0,21
T3 0,88 +0,47 0,19+ 0,15 0,34 + 0,39
PUFA T0 11,08 £ 0,21 11,01 £ 0,11 10,23 £ 0,87
T3 3,92 +£ 0,06 2,78 £ 0,01 3,73+ 0,38
Ag trans T0 0,06 £ 0,05 0,11 £0,04 0,11 + 0,02
T3 0,02 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,07 £ 0,01
Insaturados TO 19,32 + 1,17 18,67 + 0,44 16,03 + 1,46
T3 9,03 +£0,40 7,38 £ 0,01 7,63 £0,37
Relacao
n6/n3 TO 7,27 £ 0,41 8,02+ 1,71 8,22+ 0,77
T3 3,45+ 0,09 13,63 = 5,06 9,97 + 4,36
PUFA/SAT TO 1,33+ 0,03 1,35+ 0,05 1,24 £ 0,08
T3 0,49 £ 0,02 0,35+ 0,00 0,66 + 0,02

#Médias e desvio padrdo de n=6 (2 lotes de amostras analisadas em ftriplicata)

Os Oxidos de colesterol encontrados nos ovos foram: 7-ceto, 7B-OH, e
70-OH (Tabela 9). Entre os fatores preparo e tempo houve interacado
significativa. Os maiores teores dos 6xidos 7-ceto e 7a-OH foram observados
nas amostras fritas. O 7B-OH foi maior tanto nas amostras cozidas, quanto nas
fritas, em comparacdo com as cruas. As condigcdes de armazenamento apenas
influenciaram o teor de 7-ceto, que foi maior nas amostras armazenadas a
25°C.

Nos tempos de armazenamento, em ambos os lotes, tanto nas amostras

cruas quanto nas cozidas e fritas os teores de 7-ceto e 7a-OH aumentaram do
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tempo zero até o tempo 1 e depois foram reduzidos. Para o 78-OH houve
aumento do tempo zero até o tempo 2 e manteve-se constante. Durante a
estocagem e o preparo térmico dos ovos observa-se que ocorreu decréscimo
no total de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados. Estes acidos
graxos sao susceptiveis a oxidagao e uma vez oxidados formam radicais livres
e peroxidos, os quais desencadeiam a oxidacao do colesterol (1,3). Além
disso, as altas temperaturas utilizadas no processamento dos ovos, catalisam
as reacoes entre os lipidios e o oxigénio molecular, ocasionando a formacao
de éxidos (26,27).

Tabela 8. Valores médios de colesterol (mg/100g de gema, base seca) de
ovos crus, cozidos e fritos armazenados a 25°C e a 5°C, analisados no tempo
zero e semanalmente.

Colesterol (Lote 1)

25°C
Preparo T0 T T2 T3 Média®
Cru 2481 2481 2481 2481 24814
Cozido 2387 2385 2387 2387 2387 A
Frito 2241 2242 2239 2244 2241 8
Média® 236972 2369 @ 2369 @ 23712 2370 #
5°C
Cru 2481 2480 2481 2480 2481 4
Cozido 2387 2386 2385 2386 2386 *
Frito 2241 2242 2239 2241 2241 8
Média® 2369 2 23692 2368 2 2369 2 2369 *
Colesterol (Lote 2)
25°C
Preparo T0 T T2 T3 Média®
Cru 2480 2481 2481 2480 24827
Cozido 2387 2385 2387 2387 2386 *
Frito 2240 2242 2239 2243 2241 B
Média® 2369 2 2369 2 2369 2 2370 2 2370 *
5°C
Cru 2481 2480 2481 2480 2480 A
Cozido 2387 2385 2385 2385 2385 A
Frito 2240 2242 2241 2240 2241 B
Média® 2369 2 2369 2 2369 2 2368 2 2369 A

# Médias de amostras em triplicata seguidas da mesma letra minGscula (maitiscula) em cada
linha (coluna) nao diferem entre si a (P> 0,05).
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Tabela 9. Valores médios dos 6xidos de colesterol (ug/g de gema, base seca) em ovos armazenados a 25 e 5°C do tempo zero e por mais 3

periodos semanais.

LOTE 1

7-ceto 73-OH 70-OH

25° 25° 25°
Preparo  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média®
Frito 20,13"™ 35,16"® 4,89"° 0,36%° 15,14% 17,30" 13,92"° 20,23% 27,03 19,62" 36,33"° 57,06 22,88°® 16,05"° 33,08"
Cozido 0,485 34,74%% 146%° 204" 9628 14,61%° 17,47 2317 24.92% 20,04 20,42%% 14,24% 1320%° 5,708 17,36°
Cru 0,36%° 0,75 0,23°® Nd°® 0,33° 3,73%° 13,82 123282 1472%% 11158 15090°° 16,04%% 16,34"% 16,82 16,27°
Média® 6,91° 23558 2,19° 0,80 836" 11,88° 1507® 18,572 22,222 16,94 24,222 29118 17,47° 12,86° 22,23"

5°% 5°% 5°%
Preparo  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média®
Frito 20,13" 11,07%° 0,53% 0,315 8,02% 17,30" 16,49"° 24,83 2945" 2252% 36,33 4502% 2577 30,77"° 3447"
Cozido 0,48%° 1942" 078" 0,58 5318 1461%° 15,10 27,03" 2226" 19,75 20,42% 2288%% 11,508 1550% 17,58°
Cru 0,36%° 2,10°® 0,86"° Nd°® 0,91 3,73% 842% 6,00% 492°® 577 1590 842° 2442% 14 40% 15,78
Média® 7,10° 10,862 0,72° 0,30° 4,75° 11,88° 13,34° 19,29 18,882 16,01" 24,222 2544 2056° 20,22° 2261"

LOTE 2

25° 25° 25°
Preparo  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média®
Frito 20,11"° 35,09" 490" 5,17°° 18:81" 16,66 18,85"° 2558% 2905 2254" 3904 56,92% 12,90°® 16,08"° 31,23"
Cozido 0,40%¢ 34,08%% 1,48% 203 945% 1457 18,49 16,17% 2584 18,77" 35,85 14,34%° 1303% 566 17,228
Cru 0,36%° 0,73 0,23°° Nd 0,33° 3,68% 780% 732 789% 667° 15092%° 16,06°® 16,38"* 16,78 16,28°
Média® 6,89° 26,632 2,05° 240° 953" 11,64° 1505° 16,36 20,93 1599" 30,27° 29,10° 14,10° 12,84° 2157*

25° 25° 25°
Preparo  TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média® TO T1 T2 T3  Média®
Frito 20,11 11,05%° 0,55°° 0,30%¢ 8,00 16,66"° 20,37"° 36,85 4241 29,07" 36,66"° 30,37"° 36,85 2241 39,07"
Cozido 0,40%¢ 19,44" 0,76"° 0,60"° 526% 1457% 1511 17,035% 20,25% 16,74" 34,57 15,118 17,038 20,25%° 21,758
Cru 0,36%° 2,09°® 084" Nd 0,90° 3,68% 844%% 602% 388% 5518 368% 844%® 602°° 288°° 527
Média® 6,89° 10,872 0,71° 0,309 472% 1164° 1464° 19972 2218 17,11% 2497°% 17,97° 19,97° 15,18° 22,03"

®Médias de amostras em triplicata seguidas da mesma letra mintscula (maitiscula) em cada linha (coluna) nao diferem entre si (P> 0,05). ® ndo detectado
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Van de Bovenkamp et al. (28) encontraram teores de 7-ceto em gemas
de ovos frescos inferiores ao do presente estudo (0,2 ug/g). Por outro lado, em
outro estudo, nenhum dos oito éxidos de colesterol comumente encontrados
em alimentos foi detectado em ovos frescos (29).

Sarantinos et al. (30) utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectro de massa, determinaram valores inferiores de 73-OH (34 a 59 ug/g
de gema) em ovos fritos e cozidos e de 7a-OH (4 a 8 ug/g de gema) em ovos
cozidos. No entanto, ndo detectaram 7-ceto em ovos cozidos e fritos e 7a-OH
em ovos fritos, mas encontraram também triol, 4B-OH, 22-ceto e 5,6a-epoxi em
ovos fritos e cozidos.

Na literatura n&o foi encontrado nenhum estudo sobre O&xidos de
colesterol e colesterol durante a estocagem de ovos in natura. No entanto, em
amostras de ovo em po, varias pesquisas verificaram que os O6xidos
aumentaram durante a estocagem (31,32,33). De acordo com os resultados
obtidos pode-se concluir que o periodo de armazenamento de 21 dias dos
ovos nao modificou os teores de lipidios totais e colesterol, mas reduziu
consideravelmente os acidos graxos, principalmente os poliinsaturados, com
concomitante aumento da concentracao dos éxidos 7-ceto, 7a-OH e 73-OH.
Nas condi¢cbes de armazenamento, apenas o 6xido 7-ceto foi maior nos ovos
que foram armazenados a 25°C, demonstrando a importancia de se armazenar
0s ovos sob refrigeracdo para evitar a formagdo deste Oxido. A fritura
ocasionou maior reducdo nos teores de lipidios totais, colesterol e acidos

graxos e elevou as concentracdes de 6xidos de colesterol nos ovos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os fatores estudados no planejamento experimental influenciaram os
teores de colesterol e 6xidos de colesterol. Com o uso da metodologia de
superficie de resposta foi possivel estabelecer as melhores condi¢cdes de
saponificacdo e extracdo da matéria insaponificavel. O método proposto
mostrou ter alta sensibilidade, precisao, recuperacédo e ser de facil aplicagao
na separacao e quantificacao de colesterol e 6xidos de colesterol em ovos. No
entanto, é necessaria a confirmagao dos 6xidos de colesterol, visto que alguns
oxidos identificados por HPLC-UV-RI nédo foram confirmados por HPLC-APCI-
MS.

A quantificacao dos acidos graxos por padronizagéo interna de acordo
com o método de Joseph and Ackman (1992), mostrou-se mais exata e precisa
do que o método da metilagédo direta de Wang (2000). Embora seja necessaria
a extracao dos lipidios totais, é de facil execugao.

Nas amostras de ovo em po6 foram identificados 5 Oxidos, os 7-
cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol e
5,6B-epoxicolesterol, os quais elevaram-se durante o periodo de estocagem.
As altas temperaturas utilizadas no processo de desidratacao dos ovos por
“spray-dryer” e a presenca de 6xido nitrico produzido durante o processamento
elevaram consideravelmente os teores de éxidos de colesterol e de acidos
graxos trans nos ovos.

Nos ovos comuns € nos ovos enriquecidos com acidos graxos 6mega-3
foram identificados 3 Oxidos, os 7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7o-
hidroxicolesterol, onde o processamento térmico, especialmente a fritura
aumentou as concentracdes destes Oxidos e reduziu os teores de colesterol,
lipidios totais e acidos graxos nos ovos. O periodo de estocagem dos ovos
comuns e dos ovos enriguecidos com acidos graxos 6mega-3 de 21 e 45 dias,
respectivamente, ndo modificou os teores de colesterol e lipidios totais, mas
reduziu expressivamente as concentragées de acidos graxos, principalmente

os poliinsaturados, com concomitante aumento das concentragdes dos éxidos
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7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol nos ovos. Nas
condi¢des de armazenamento de 5 e 25°C, apenas o 6xido 7-cetocolesterol foi
maior nos ovos que foram armazenados a 25°C, demonstrando a importancia
de se armazenar o0s ovos sob refrigeracédo para evitar a formagao deste 6xido.
Considerando que os ovos em pO desidratados sdo utilizados na
formulacdo de varios produtos alimenticios amplamente consumidos pela
populacao, principalmente a infantil, a presenca de elevados teores de éxidos
de colesterol e acidos graxos frans torna-se um problema de saude publica.
Apesar dos ovos enriquecidos com &cidos graxos Omega-3 terem
apresentado melhor perfil lipidico sob o aspecto nutricional em relagdo aos
OVvOS comuns € ovo em po, ainda assim apresentaram Oxidos de colesterol.
Desta forma, a concentracdo e o tipo de antioxidante adicionado em racdes
comerciais de aves, enriquecidas com fonte de acidos graxos poliinsaturados
O6mega-3, deve ser reavaliada para garantir a qualidade nutricional dos ovos.
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