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Resumo

RESUMO

No presente estudo objetivou-se avaliar a influéncia de diferentes métodos
de coccdo na composi¢do quimica e na oxidagdo do colesterol em duas espécies de
peixe. Os métodos de coccao e as espécies de peixe foram selecionados tendo como
base a maior utilizacdo em unidades de alimentacdo e nutricdo brasileiras. Foram
determinadas a composicado centesimal, o teor de colesterol e de 7-cetocolesterol em
filés de merluza (Merluccius hubbsi) e de pescada-branca (Cynoscion leiarchus) crus e
depois de submetidos aos seguintes métodos de cocg¢do: assado em um forno elétrico
e em micro-ondas; cozido, grelhado e assado em forno combinado; cozido em fogao
convencional; grelhado em chapa elétrica e frito em fritadeira. A coc¢do afetou
significativamente (p < 0,05) os teores de umidade, lipidios, cinzas e o valor energético
das amostras em ambas as espécies de peixe estudadas. Verificou-se que nao foi
possivel apontar um Unico método de coccdo como sendo o melhor, contudo,
considerando-se o maior teor lipidico e maior valor energético apresentados pelos filés
fritos, o método de fritura € o menos recomendado. Em relacdo ao teor de colesterol,
nos filés de ambas as espécies, processados termicamente, foram encontrados niveis
significativamente (p < 0,05) menores, com reducdo maxima de 64,90 % para os filés
de merluza e de 65,08 % nos filés de pescada-branca em relacdo aos filés crus. Em
todas as amostras que sofreram cocc¢ao, o 7-cetocolesterol, utilizado como indicador de
oxidacao, foi detectado em niveis significativamente diferentes (p < 0,05) sendo, de
forma geral, os valores mais elevados para os tratamentos em que foram empregados
altas temperaturas e maiores tempos de cocc¢ao. Os teores de 7-cetocolesterol foram
mais elevados para os filés de merluza submetidos aos tratamentos GFC
(13,94 pg.gt), AFE (13,41 pug.gt) e AFC (12,00 pg.gt). O teor mais baixo de 7-
cetocolesterol foi detectado no tratamento EFC (6,90 pg.g™* de filé de merluza e 6,47
ng.g* para o filés de pescada-branca) Estes resultados indicaram a necessidade de
revisdo dos procedimentos de cocgcao para 0s peixes objetivando o fornecimento de

alimentos mais saudaveis.

Palavras-chave: tratamento térmico, peixe, composicdo quimica, oxidacdo do

colesterol, cromatografia gasosa, espectrometria de massas.

Freitas, MT (2014) 17



Abstract

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the influence of different cooking
methods on the proximate composition and cholesterol oxidation in fish. The cooking
methods and fish species were selected based on the increased use in Brazilian food
service. Thus the proximate composition, cholesterol and 7-ketocholesterol were
measured in raw Atlantic hake (Merluccius hubbsi) and smooth weakfish (Cynoscion
leiarchus) fillets and in fillets subjected to the following cooking methods: baking in an
electric or microwave oven; baking, grilling or stewing in a steam-convection oven;
simmering on a stove; electric grilling; and deep frying. The cooking affected
significantly (p < 0.05) the moisture, lipid, ash and energy values in all of the samples
for both species. It was not possible appoint to a single method of cooking as the best,
however, considering the highest lipid content, highest energy value and lowest protein
content by fried fillets, this would be the least recommended method. Regarding the
content of cholesterol, the fillets thermally processed from both species exhibited
significantly (p < 0.05) lower levels than the raw samples with maximum reduction of
64.90% for Atlantic hake and 65.08% in the fillets of smooth weakfish. In the cooked
samples 7-ketocholesterol, used as an indicator of oxidation, was detected at levels
significantly different (p < 0.05) with the highest levels for the treatments in which high
temperatures and long cooking times were used. The highest levels of 7-ketocholesterol
were for fillets of Atlantic hake submitted to GCO (13.94 ug.g™), BEO (13.41 pg.g™) and
BCO treatments (12.00 pg.g !). The lowest level of 7-ketocholesterol was detected in
the treatment SCO (6.90 pg.g™ hake fillet and 6.47 pg.g™ for hake fillets).The lowest
level of 7-ketocholesterol was detected in fillets cooked by stewing and the highest level
was found in fillets processed using electric or combination ovens, in which high
temperatures and long cooking times were used. These results indicate the necessity of
revising the baking procedures for fish to increase the healthiness of food.

Keywords : heat treatment, fish, chemical composition, oxidation of cholesterol, gas

chromatography, mass spectrometry.
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No Brasil, durante muitos anos, as referéncias sobre a composi¢cdo quimica dos
alimentos aludiam principalmente a dados compilados de analises de outros paises que
muitas vezes nao condiziam com a realidade brasileira. A partir da década de 90
comecaram a surgir tabelas brasileiras de composicdo de alimentos (LAJOLO &
MENEZES, 1997). Embora a elaboracdo dessas tabelas tenha trazido grande
contribuicdo no fornecimento de dados brasileiros, considera-se que muito ainda ha de
ser feito para uma completa obtencdo de dados, principalmente nas diversas formas
em que os alimentos s&o consumidos (MARCHINI et al., 1993; YANOMINE et al., 2005;
SCHERR & RIBEIRO, 2011).

Os pescados sdo importantes fontes de alimento no mundo, de acordo com
dados da Organizacéo das Nagbes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO) a
oferta global de peixes tem aumentado consideravelmente nas ultimas cinco décadas,
com uma taxa média de crescimento de 3,2 % ao ano no periodo de 1961-2009,
superando a taxa de crescimento da populacao global de 1,7 %. O consumo mundial
de peixes aumentou de 114,3 milhdes de toneladas em 2006 para 130,8 milhdes de
toneladas em 2011, correspondendo anualmente a 18,8 kg per capita (FAO, 2012). No
Brasil, os ultimos dados estatisticos publicados demonstraram que o consumo anual de
peixe € de 9 kg por habitante. A meta do Ministério da Saude é promover um aumento
deste consumo para 12 kg de pescado/habitante/ano, equivalente a quantidade
recomendada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

Os peixes possuem alto valor nutritivo, representando uma boa fonte de
proteinas, vitaminas e minerais. S8o considerados a maior fonte dietética de &cidos
graxos poli-insaturados, especialmente de &cido eicosapentaenoico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA) pertencentes a série 6mega 3. A estes acidos sao atribuidos
beneficios ao organismo humano destacando-se a reducdo na pressao sanguinea
(GELEIINSE et al., 2002), reducédo dos riscos de arritmia (SARAVANAN et al., 2010),
reducdo de processos inflamatérios de placas ateroscleroticas (THIES et al., 2003).

Os peixes raramente sdo consumidos crus, sendo submetidos a diferentes tipos
de tratamento térmico. Os métodos de coccao podem afetar a composicdo dos peixes

influenciando os percentuais de matéria seca, proteina, lipidios totais e cinzas
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(FERREIRA et al., 2007), acarretando alteracfes indesejaveis, principalmente devido a
oxidacao lipidica e mudancas em alguns componentes como o colesterol (HUR et al.,
2007).

O peixe é considerado um dos alimentos mais susceptiveis a oxidacdo por seu
conteudo de colesterol e acidos graxos poli-insaturados, assim alguns estudos foram
conduzidos para avaliar a presenca de Oxidos de colesterol (OsC) durante o
processamento térmico de peixes (HEE-KIM et al., 2000; ZUNIN et al., 2001; MOURA
& TENUTA-FILHO, 2002; AL-SAGHIR et al., 2004; ECHARTE et al., 2005; SALDANHA
& BRAGAGNOLO, 2007). Os 6xidos de colesterol apresentam importantes implicacdes
para a saude humana, pois estdo associados a citotoxicidade (ROUSSI et al., 2006;
SOTTERO et al.,, 2009), aterogenicidade (POLI et al., 2009), mutagenicidade e
carcinogenicidade (JUSAKUL et al., 2011).

Os OsC mais encontrados em alimentos sdo 7-cetocolesterol, 7a-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B3-epoxicolesterol e o
colestano-33-50—6B-triol (DEREWIAKA & OBIEDZINSKI, 2010). Dentre estes, o 7-
cetocolesterol tem sido utilizado como indicador da oxidacdo do colesterol em
alimentos por ser produzido em maior quantidade e nos estagios iniciais do processo
oxidativo (ZUNIN et al., 2001; MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2005).

O desenvolvimento de produtos novos e saudaveis tem indicado a importancia
da retencdo de nutrientes durante a preparacdo e processamento dos alimentos
(LOMBARDI-BOCCIA et al., 2005). No entanto, a literatura especializada evidencia a
escassez de estudos relatando os efeitos da preparagdo em grande escala sobre a
retencdo dos nutrientes e a prevengdo na formagdo de compostos indesejaveis,
especialmente nas condicbes de tempo e temperatura dos meétodos de coccao
comumente utilizados em unidades de alimentacdo e nutricdo (UAN). Proenca (2009)
enfatiza que as UAN abrangem todos os estabelecimentos integrantes do segmento da
alimentacdo fora do lar, sejam estes ligados aos estabelecimentos comerciais
(restaurantes, lanchonetes, bares e similares), ou ndo (restaurantes para trabalhadores
de empresas, estudantes, hospitais, quartéis, prisdes, etc.). Assim um numero
expressivo de pessoas faz uso desses servi¢os, sendo a estimativa para 2013 em 24
milhdes/dia para empregados de empresas, e em 17 milhdes nas escolas, hospitais e
Forcas Armadas (ABERC, 2013).

Recomenda-se que cada pais adote o seu proprio banco de dados de

composicdo de alimentos, principalmente em relacdo aos compostos que influenciam
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de forma positiva ou negativa a saude humana (BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

A elaboracdo do presente trabalho teve como enfoque determinar a
composicao centesimal de peixes mais utilizados nas UAN e investigar a influéncia dos
principais métodos de coc¢cao normalmente utilizados no preparo destes alimentos, no
processo de oxidacao do colesterol, utilizando o 7-cetocolesterol como indicador, com o
objetivo de contribuir para a ampliagdo dos conhecimentos na &rea de analises de

alimentos.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi determinar a composi¢cao centesimal e o teor
de colesterol e de 7-cetocolesterol em filés de merluza (Merluccius hubbsi) e de

pescada-branca (Cynoscion leiarchus) submetidos a diferentes métodos de cocgéo.

Os obijetivos especificos foram:

- Determinar os teores de umidade, proteinas, lipidios, carboidratos, cinzas,
sédio e potassio das duas espécies de peixe cru e submetidos a oito diferentes
meétodos de coccéo.

- Comparar a composi¢cao centesimal das amostras cruas com as amostras
submetidas a cocc¢dao.

- Comparar a composicdo centesimal das duas espécies de peixe nos diferentes
meétodos de coccéo.

- Determinar a relacdo sodio e potassio das duas espécies de peixe cru e
submetidas aos diferentes métodos de cocgéo.

- Determinar o teor de colesterol e 7-cetocolesterol das duas espécies de peixe
cru.

- Determinar o teor de colesterol e 7-cetocolesterol das duas espécies de peixe
submetidas a oito diferentes métodos de cocgéo.

- Comparar o teor de colesterol e 7-cetocolesterol das amostras cruas com as
amostras submetidas a coccéao.

- Comparar o teor de colesterol e 7-cetocolesterol das duas espécies de peixe
nos diferentes métodos de coccao.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 PEIXES NA ALIMENTACAO

O termo pescado abrange, segundo o Regulamento de Inspec¢éo Industrial e
Sanitaria dos Produtos de Origem Animal (RIISPOA), por meio do Decreto n® 30.691,
de 1952: peixes, crustaceos, moluscos, anfibios e quelbnios, habitantes dos meios
aguaticos, de agua doce ou salgada, desde que destinados a alimentacdo humana
(MAPA, 1952).

O consumo mundial de peixes aumentou de 114,3 milhdes de toneladas em
2006 para 130,8 milhdes de toneladas em 2011, correspondendo a 18,8 kg per
capita/ano, assim os pescados tém sido considerados, cada vez mais, importantes
fontes de alimento no mundo. De acordo com dados da Organizacdo das Nacdes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) a oferta global de peixes tem
aumentado consideravelmente nas ultimas cinco décadas, com uma taxa média de
crescimento de 3,2% ao ano no periodo de 1961-2009, superando a taxa de
crescimento da populacéo global de 1,7 % (FAO, 2012).

Dentro do contexto mundial, o Brasil contribuiu com 1.240.813 toneladas de
pescados em 2009 (BRASIL, 2010), correspondendo a 0,86 % da producdo mundial,
em pescado proveniente tanto da pesca extrativa quanto da aquicultura. Em 2008, a
producdo de pescado nacional contribuiu com 0,81 % do total mundial. Devido a
contribuicdo da producéao total de pescado mundial de 2008 para 2009, o Brasil ganhou
quatro posicdes e passou a ocupar o 18°lugar no ranking geral dos maiores produtores
de pescado do mundo. Considerando-se apenas 0s paises da América do Sul, a
producdo de pescado dos paises que fazem a captura no oceano Pacifico supera a
producdo do Brasil. O Peru apresentou uma producdo em torno de 7 milhdes de
toneladas e o Chile, aproximadamente 4,7 milhdes de toneladas. O Brasil aparece em
terceiro lugar a frente da Argentina que teve cerca de 862 mil toneladas produzidas
(BRASIL, 2010).

A producdo mundial de pescado proveniente da pesca extrativa e da
aquicultura atingiu aproximadamente 142 milhdes de toneladas em 2008 e 146 milhdes
de toneladas em 2009. Os maiores produtores em 2009 foram a China com

aproximadamente 60,5 milhdes de toneladas, a Indonésia com 9.8 milhdes de
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toneladas, a india com 7,9 milhées de toneladas e o Peru com cerca de 7 milhdes de
toneladas (BRASIL, 2010).

De acordo com a Pesquisa de Orgcamentos Familiares (POF) de 2008-2009,
o consumo anual de peixe do brasileiro atingiu 9 kg por habitante ao ano. A meta do
Ministério da Saude (MS) é promover um aumento deste consumo para 12 kg de
pescado/habitante/ano, quantidade recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O estudo realizado no periodo de 1996 a 2010 (BRASIL, 2010) para verificar
0 consumo per capita aparente de pescado no Brasil teve como fontes o Ministério da
Pesca e Aquicultura (MPA), Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e
informacdes disponibilizadas pelo Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior (MDIC). Os resultados demonstraram que 0 consumo per capita aparente de
pescado no pais em 2010 foi de 9,75 Kg/habitante/ano, com crescimento de 8 % em
relacdo ao ano anterior. Desse total, 66 % do pescado consumido, foram produzidos no
Brasil. No periodo de 2003 a 2010 observou-se um consumo per capita aparente medio
de cerca de 7 %. Destaca-se certa estabilidade na propor¢cdo entre o consumo de
produtos nacionais e importados no periodo de 2006 a 2009, cerca de 70 % e 30 %,
respectivamente. Em 2010, a participacdo da producdo nacional cai para 66 %,
enquanto a da importagéo se eleva a 34 % (Figura 1.1).

Por meio da pesquisa POF também foi revelado que os brasileiros ndo tém o
costume de comer peixe em casa. O consumo medio domiciliar de pescados no Brasil
e de 4,03 kg per capita por ano. Ha, no entanto, uma grande diferenca regional. Com
excecdo do Norte, que consome 17,54 kg per capita ao ano, todas as outras regides do
pais tém indices baixos de consumo. O Nordeste apresenta a taxa de 4,96 kg; o
Sudeste de 2,06 kg; o Sul de 1,60 kg e o Centro-Oeste, de 1,62 kg (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).
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Figura 1.1 Consumo per capita aparente comparado a producédo de pescado nacional
entre 1996 e 2010. Fonte: MDIC e IBGE - formulacéo propria (2010).

Oetterer (2002) relatou que o baixo consumo de peixes esta associado aos
precos elevados e a baixa qualidade, resultante de problemas de manipulacdo na
comercializacao in natura, conservacao e armazenamento.

De acordo com Sonoda (2006) o elevado consumo de peixes nas regides
Norte, seguido pela regido Nordeste deve-se a producédo maior em relacdo as demais
regides brasileiras. Como o0s pescados sdo alimentos altamente pereciveis, ha a
necessidade de cuidados especiais em toda a cadeia produtiva, abrangendo desde a
captura até o consumo humano, para evitar a deterioragdo em qualquer etapa. A
proximidade das areas de producdo proporciona um consumo do pescado em um
espaco curto de tempo, com melhor qualidade sensorial, microbiolégica e nutricional,
além de menores precos. A necessidade de transporte para outros consumidores,
distantes do local de producdo, e a sua comercializacdo, impactam na perda de
qualidade e contribuem para o aumento no preco (SONODA, 2006; SARTORI &
AMANCIO, 2012)

1.2 UNIDADES DE ALIMENTACAO E NUTRICAO E CONSUMO DE PEIXES

No Brasil visualiza-se uma tendéncia de crescimento no numero de refeicdes

realizadas fora do domicilio. O IBGE, por meio da POF 2008-2009, relata que em seis
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anos a participacdo urbana da alimentacdo fora do domicilio nos gastos com
alimentacao subiu de um quarto (25,7 %) para um terco (33,1 %), e a rural subiu de
13,1 % para 17,5 % (IBGE, 2013).

Sao varios os fatores apontados como 0s principais responsaveis pela
mudanca no panorama da alimentacdo no mundo contemporéaneo, especificamente a
reducdo de refeigbes realizadas no ambito doméstico e, consequentemente o aumento
do mercado de refeicOes coletivas. Vale citar a urbanizacédo, a industrializacdo, a
profissionalizacdo das mulheres, a melhoria nos aspectos educacionais, econémicos,
maior acesso ao lazer, reducdo da disponibilidade de tempo para o preparo e/ou
consumo do alimento dentre outros (AKUTSU et al., 2005).

Proenca (2009) define as Unidades de Alimentacdo e Nutricdo (UAN) como
todos os estabelecimentos integrantes do segmento da alimentacdo fora do lar sejam
estes ligados aos estabelecimentos comerciais (restaurantes, lanchonetes, bares e
similares), ou n&o (restaurantes para trabalhadores de empresas, estudantes,
hospitais, quartéis, prisdes e outros). Portanto, todos estes servigos constituem o setor
de refeicbes coletivas que € amplo e, de acordo com Associacdo Brasileira das
Empresas de Refeicdes Coletivas (ABERC), o mercado potencial teérico de refeicbes
estd estimado para 2013 em 24 milhdes/dia para empregados de empresas, e em 17
milhdes nas escolas, hospitais e For¢cas Armadas (ABERC, 2013).

O cardapio constitui a base do processo de trabalho em uma UAN e sua
elaboracdo envolve aspectos fundamentais como o atendimento as necessidades
nutricionais e habitos alimentares da clientela (SILVA & BERNARDES, 2001). A
escolha dos alimentos que compdem um cardapio € um desafio para o nutricionista,
profissional da area, pois deve atender aspectos de qualidade nutricional e higiénico-
sanitaria, disponibilidade no mercado, custo, aceitacdo pela clientela e viabilidade de
execucao (ABREU et al., 2009).

Recomenda-se que peixes sejam incluidos rotineiramente no cardapio, pois
o MS, por meio de seu Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira, preconiza o
consumo de peixe fresco pelo menos duas vezes por semana. Ingerir pescados
frequentemente previne doencas cardiovasculares, diminui o nivel de colesterol e a
ansiedade, além de ativar a meméria (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Amaral et al. (2009) pesquisaram o consumo de peixes em UAN localizadas
em Minas Gerais e, dentre as 171 unidades pesquisadas, 151 unidades (88,31 %)

responderam ao questionario e todas utilizavam peixes. As espécies mais utilizadas
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foram: merluza — Merluccius hubbsi - (61,58 %); pescada-branca - Cynoscion leiarchus
- (17,2 %); cacédo - Carcharrhinus spp - (12,58%); mapara - Hypophthalmus spp -
(3,31 %), peroa - Balistes capriscus - (1,32 %), surubim - Pseudoplatystoma spp -
(1,32 %), piramutaba - Rachyplatystoma vaillantii - (1,98 %) e gurijuba- Arius parkeri -
(0,66 %).

A espécie merluza, apontada pela pesquisa de Amaral et al. (2009) como a
mais utilizada nas UAN pesquisadas, possui sinonimia Marmota, pertence a familia
Merlucciidae, cujo nome cientifico € Merluccius hubbsi (Figura 1.2). Trata-se de uma
espécie demerso-pelagica distribuida desde o Rio de Janeiro, Brasil, até a Terra do
Fogo, Argentina. Realiza migragGes sazonais e migragOes verticais ao longo do dia,
provavelmente em fungcdo da sua alimentacdo, a qual ocorre principalmente a noite.
Forma cardumes densos no fundo durante o dia, que se dispersa a noite. Alimenta-se
de invertebrados, peixes e lulas. A reproducdo se da no inverno e na primavera.
Atingem a maturidade sexual quando fémeas e machos chegam a 36 cm de
comprimento, correspondendo a 3 ou 4 anos de idade para ambos 0s sexos
[http://mww.vivaterra.org.br/peixes_salgada 5.htm (acessado em mar. 2013)].

A producéo brasileira de merluza derivada da pesca extrativa marinha foi de
1.826; 2.014 e 1.901 toneladas nos anos de 2008, 2009 e 2010, respectivamente. O filé
de merluza congelado consumido no Brasil também é importado principalmente da
Argentina, contudo as quantidades mantiveram-se praticamente estaveis em 2009
(42.624.569 kg) e 2010 (43.506.250 kg) (BRASIL, 2010).

Figura 1.2: Foto de uma merluza (Merluccius hubbsi).

Fonte: http://www.icmbio.gov.br. (Acessado em Marcgo de 2013).

A pescada-branca (Figura 1.3) apontada como a segunda espécie mais

utilizada nas UAN pesquisadas por Amaral et al. (2009), pertence a familia Sciaenidae,
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nome cientifico Cynoscion leiarchus. Possui distribuicdo geografica das Guianas até
Porto Alegre (Brasil). Possui habitat demerso-pelagico, frequentando aguas rasas
préximas as costas, baias e enseadas e locais pedregosos com corais. Alimentam-se
de pequenos crustaceos e de pequenos peixes
[http://www.vivaterra.org.br/peixes_salgada 5.htm (Acessado em Marco de 2013)].
Possui como caracteristicas: a regido dorsal mole; escamas cicloides; coloracdo
prateada com o dorso acinzentado; nadadeiras claras, exceto a dorsal espinhosa,

escura, bem como a margem da caudal, atinge 60 cm e até 3 kg (FILHO, 1999).

Figura 1.3 : Foto de uma pescada-branca (Cynoscion leiarchus).
Fonte: http://www.vivaterra.org.br/peixes_salgada_5.htm.

(Acessado em Marco de 2013).

Os dados brasileiros de producédo de pescado da pesca extrativa marinha,
discriminados por espécie, de acordo com o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura,
demonstraram que a producédo de pescada-branca foi de 910, 1.003 e 948 toneladas
nos anos de 2008, 2009 e 2010 respectivamente (BRASIL, 2010).

1.3 BENEFICIOS DO CONSUMO DE PEIXES

Os peixes geralmente apresentam alto teor proteico, baixo teor de gorduras
e bom conteddo de minerais (RUXTON, 2011), além disso, seu consumo vem sendo
incentivado cada vez mais em funcdo de suas propriedades funcionais relacionadas a
presenca de acidos graxos poli-insaturados da familia 6mega 3, principalmente o acido
a-linolénico 18:3 (ALA), acido eicosapentaenoico (EPA) 20:5, acido docosapentaenoico
(DPA) 22:5 e 4cido docosahexaenoico (DHA) 22:6 (MAHAFFEY et al., 2011).

O alto conteudo de EPA e DHA, no pescado, é consequéncia do consumo

de fitoplancton pelos peixes. O fitoplancton €, por exceléncia, rico em acidos graxos
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poli-insaturados da série 6mega 3, sendo que seu conteudo varia em funcdo da sua
disponibilidade, localizacao e estacéo do ano (CARRERO et al., 2005).

Entre os efeitos fisiolégicos atribuidos ao EPA e DHA para os seres
humanos, estdo a prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares (CATERINA,
2011; MAHAFFEY et al., 2011), psoriase (MAYSER et al.,, 1998) e alguns tipos de
cancer (KIM et., 2010; SASAZUKI et al., 2011; JING et al., 2013).

As maiores evidéncias do efeito benéfico dos acidos graxos 6mega-3 estao
relacionadas as doencas cardiacas. Kris-Etherton et al. (2002) revisaram alguns
estudos epidemioldgicos e testes clinicos e concluiram que a suplementacao alimentar
com EPA e DHA entre 0,59 e 1,8 g por dia (tanto como gordura de peixe, quanto na
forma de suplemento alimentar) reduziu significativamente o risco de morte por essas
doencas. Os testes clinicos demonstraram a relacéo entre acidos graxos 6mega-3 e a
reducdo de eventos cardiacos, acidente vascular cerebral (AVC) e infarto do miocérdio,
nao fatais e o retardo no progresso da aterosclerose em pacientes cardiacos.

O consumo frequente de peixe aparentemente reduz o nimero de mortes
causadas por doencas cardiovasculares, como as arritmias (LEAF, 2007). Os acidos
graxos 6mega 3 reduzem o risco de doencas cardiovasculares devido principalmente
as suas propriedades anti-inflamatorias, antitrombogénicas, hipotrigliceridémicas, por
retardarem o crescimento da placa aterosclerética, reduzirem a expressdo de
moléculas de adesdo, fatores de crescimento derivados de plaquetas e a
susceptibilidade para arritmias cardiacas e promoverem efeito hipotensivo e
relaxamento endotelial induzido pelo 6xido nitrico (CONNOR, 2000).

Os &cidos graxos das séries 6mega 3 e 6mega 6 sdo metabolicamente
distintos e desempenham funcbes fisiologicas opostas, intervindo em numerosos
processos fisioldgicos tais como a coagulacdo do sangue e as respostas inflamatérias
e imunoldgicas, influenciando assim no processo de desenvolvimento de doencas
cronicas ndo transmissiveis (PALANCA et al., 2006; SIERRA et al., 2004).

O acido linoleico, acido graxo essencial representante da familia Gmega 6 é
convertido em &cido araquiddnico, que por sua vez, é precursor da sintese dos
eicosanoides da série par, ou seja, das prostaglandinas 2 e leucotrienos 4. Estes sao
mediadores quimicos que desempenham efeitos bioldégicos envolvidos nos processos
de infeccédo, inflamacgéo, lesdo tecidual, modulacdo do sistema imune e agregacao
plaquetaria. Estdo também relacionados ao desenvolvimento, crescimento e

metastases tumorais (DIN et al., 2004).
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Os acidos graxos essenciais 6mega 3 (acido alfa-linolénico) e émega 6
(acido linoleico) competem pelas mesmas enzimas de dessaturacdo (A6 desaturase),
sendo que essas atuam preferencialmente no &cido alfa-linolénico em detrimento do
linoleico. Assim, os acidos graxos EPA e DHA, produtos resultantes da conversao do
acido graxo alfa-linolénico (6mega 3), bloqueiam a acdo da A6 desaturase, inibindo a
conversdo do &cido linoleico (bmega 6) a acido araquidonico e, consequentemente, a
producdo de eicosanoides da série par, prostaglandinas 2 e leucotrienos 4. Dessa
forma, os &cidos graxos O6mega 3 exercem um efeito protetor, impedindo os
eicosanoides da série par de exercerem seus efeitos nocivos, entre eles os de
promover a proliferacdo celular em linhagens cancerigenas, invasividade e metastase
do tumor (STOLL, 1998).

Longo et al. (2001) ressaltam que a dieta oriental, ao contrario da ocidental,
€ marcada por um alto consumo de pescados, 0 que parece conferir a populacdo uma
melhor qualidade de vida, refletindo-se em menos complica¢Bes inflamatorias e
imunoldgicas. Contrariamente, a populagcdo que vive no Ocidente, incluindo os
brasileiros, tem uma ingestao baixa de peixes e frutos do mar. Outra preocupac¢do com
a dieta brasileira € que had um consumo, cada vez maior, de Oleo de soja,

caracterizando um baixo consumo de 6mega-3 e uma alta ingestdo de 6mega-6.

1.4 COMPOSICAO CENTESIMAL DE PEIXES

As bases de dados de composicdo de alimentos com informagdes
detalhadas e confidveis sobre sua composi¢cao nutricional possuem varias aplicagfes
nas areas de nutricdo, saude publica, pratica clinica, pesquisa, industria de alimentos,
pesquisas de consumo de alimentos, nutricAo esportiva, educacao nutricional, bem
como, no desenvolvimento e implementacdo de politicas nutricionais (HARRISON,
2004; EGAN et al, 2007; CHURCH, 2009).

Cada pais deve possuir seu proprio banco de dados em relacdo a
composicdo de alimentos, especialmente no que diz respeito aos compostos que
afetam a salude humana. Contudo, a analise de alimentos é complexa e onerosa e
envolve diversos métodos em termos de tempo, exatiddo e precisdo. Ressalta-se a
necessidade de validacdo e revalidacdo dos métodos de forma que sejam obtidos
dados confiaveis e que possam ser utilizados por laboratérios com recursos humanos e
materiais diferentes (BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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No Brasil, as referéncias sobre a composicdo quimica dos alimentos,
limitavam-se principalmente aos dados de andlises de outros paises que muitas vezes
nao representavam os alimentos consumidos pelos brasileiros. A partir da década de
90 comecaram a surgir as tabelas brasileiras de composi¢ao de alimentos (LAJOLO &
MENEZES, 1997). Embora a elaboracdo dessas tabelas tenha trazido grande
contribuicdo no fornecimento de dados brasileiros, considera-se que muito ainda ha de
ser feito para uma completa obtencao de dados principalmente nas diversas formas em
que os alimentos sdo consumidos (MARCHINI et al., 1993; YANOMINE et al., 2005;
SCHERR & RIBEIRO, 2011).

As condicbes ambientais e de alimentacdo influenciam a composi¢cdo da
carne de peixes, mas isto varia muito de espécie para espécie. Além da grande
variacdo nos nutrientes, a bioacumulacdo de pigmentos, metais pesados, toxinas
marinhas sdo também dependentes da espécie (HAARD, 1992).

Os peixes sdo compostos basicamente por agua, lipidios e proteinas, cujas
guantidades variam entre as espécies. De forma geral, 0os peixes contém de 15 % a
25 % de proteina, 0,3 % a 1,0 % de carboidratos, 0,6 % a 36 % de lipidios e 1 % a
1,5 % de minerais. A agua € o constituinte em maior concentracdo no pescado (60 % a
85 %) tendo uma relagdo inversamente proporcional a quantidade de gordura. Os
peixes magros apresentam maior quantidade de agua, cerca de 83 %, enquanto que
peixes gordos, em torno de aproximadamente 58 % (OGAWA, 1999).

A fracao lipidica é também a que mais oscila, ao longo do ciclo de vida em
uma mesma espécie, chegando aos valores minimos durante o periodo de ovulagédo
(ABABOUCH, 2005). No que se refere ao tipo de gordura presente em peixes, Martino
(2003) ressalta a grande quantidade de acidos graxos altamente insaturados (EPA e
DHA). As diferencas existentes quanto ao tipo e teor de acidos graxos presentes nos
peixes referem-se as caracteristicas genéticas, habitat, sazonalidade, qualidade e
quantidade de alimentos disponiveis, representados pelo fitoplancton e zooplancton
(ZOTOS & VOUZANIDOU, 2012).

O teor de colesterol em peixes também é variavel, Osman et al (2001)
enfatiza que ha uma correlacédo direta entre os teores de lipidios totais de peixes
marinhos e os teores de colesterol. A determinacéo dos teores de colesterol em peixes
brasileiros teve como resultados uma variagdo sazonal em peixes de agua doce com
teores de 66,8 mg.100 g* (verdo) e 71,4 mg.100 g* (inverno) para a tilapia e de

92,0 mg.100 g* (verdo) e 72,4 mg.100 g™ (inverno) para o curimbaté. J& para os peixes
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de &gua salgada os teores de colesterol foram de 72,6 mg.100 g*(verdo) e
86,4 mg.100g™ (inverno) para a sardinha, de71,6 mg.100 g*(verdo) e 83,0 mg.100 g*
(inverno) para a corvina e de165,4 mg.100g™(verdo) e 164,8 mg.100 g™ (inverno) para
o camaréao (LUZIA et al, 2003)O pescado € uma fonte proteica importante, pois além de
fornecer uma quantidade consideravel de acordo com as variagcdes entre as especies,
possui uma alta qualidade, contendo todos os aminoacidos essenciais. Em decorréncia
do processamento, como é o caso do congelamento, a qualidade proteica do pescado
€ mantida, no entanto um descongelamento errdneo leva a extracdo de parte das
proteinas (OETTERER, 2005).A fracdo de carboidratos no musculo dos peixes é baixa,
e € tipica nos musculos estriados, onde ocorre como glicogénio e como um dos
constituintes dos nucleotideos. No final do ciclo de vida esta fragdo torna-se fonte de
ribose livre, apos autolise post mortem (ABABOUCH, 2005). O pescado é também uma
otima fonte de minerais tais como de Mg, Mn, Zn, Cu e outros que estao envolvidos em
importantes funcdes fisiologicas. E um alimento rico em vitaminas hidrossolGveis do
complexo B e lipossolUveis, com destaque para as vitaminas A e D (OGAWA, 1999).0
soédio € o principal ion extracelular, essencial na osmoregulacéo, no equilibrio acido-
base, no transporte ativo através de membranas celulares, bem como na ativacdo de
algumas enzimas, como a amilase. J4 0 potassio atua como cation monovalente no
balanco intracelular dos anions, contribui para o metabolismo e para a sintese das
proteinas e do glicogénio. Desempenha papel importante na excitabilidade
neuromuscular e na regulacéo do teor de agua do organismo (ESCOTT-STUMP et al.,
2013).A OMS recomenda uma ingestdo de sédio de menos de 2 g por dia, um nivel
que é, em grande parte, baseado em proje¢cOes feitas a partir de ensaios clinicos
relativamente pequenos e de curta duracdo que avaliaram os efeitos da restricdo de
sbédio na pressdo sanguinea com base na prevencdo primaria de populacbes (HE &
MACGREGOR, 2002; WHO, 2006).

Os estudos epidemiolégicos tém relatado que o aumento da ingestdo de
potassio com menor ingestao de sodio esta associado a reducao da pressao sanguinea
e, consequentemente, ao risco de doencas cardiovasculares (DYER et al. 1994;
WHELTON et al. 1997; HE & MACGREGOR, 1999, O'DONNELL et al., 2011).
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1.5 METODOS DE COCCAO

A coccao consiste na aplicacdo de calor aos alimentos objetivando o seu
preparo para o consumo. O ato de cozinhar proporciona alteragdes no sabor, na
textura, no aroma, na cor e no teor de nutrientes (DOMENE, 2011). O processamento
pelo calor é considerado como um dos mais importantes métodos desenvolvidos pelo
ser humano para aumentar o periodo de estocagem e a disponibilidade dos alimentos
(MORAES et al., 2010).

A perda inicial de agua promovida nos processos de coccao leva a
concentragcdo dos nutrientes e a incorporacao de substancias provenientes do meio de
coccao (ex: Oleo, dgua, temperos e outros) e também as perdas para esse meio. O
aquecimento induz modificacdes nos componentes quimicos dos alimentos in natura,
tais como no teor de vitaminas, composicao de acidos graxos, conteudo de colesterol,
teor e forma das proteinas (BADIANI et al., 2002; ROSA, 2003).

Os métodos utilizados para coccdo de alimentos sao diferenciados de
acordo com a forma e/ou meios de transmissdo de calor. Os meios comumente
utilizados para a cocc¢do dos alimentos sdo: agua, Oleos e gorduras, ar seco ou umido.
As formas de transmisséo de calor sdo: conducgao, convecc¢ao e radiacdo (ARAUJO et
al., 2007).

No processo de conducéo a transferéncia da energia ocorre pela colisdo de
moléculas de maior energia cinética com outras menos energéticas. Muitos autores
consideram que este é o Unico processo de transferéncia de calor, pois ocorre
exclusivamente devido a uma diferenca de temperatura e outros o incluem juntamente
com a conveccao e a radiacado (FEYNMAN, 1999; CENGEL & BOLES, 2001).

O aquecimento por conveccao é definido como a transferéncia de energia
térmica de um fluido (gas ou liquido) para uma superficie proxima. Ocorre quando um
fluido, como o ar ou a agua esta em contato com um corpo cuja temperatura € maior
que o0 mais proximo a ele. A temperatura do fluido que esta em contato com o corpo
guente aumenta e geralmente o fluido se expande. O fluido do meio mais frio desce
para tomar o lugar do fluido quente que subiu, formando-se entdo uma corrente
convectiva (CENGEL & BOLES, 2001).

A radiacdo térmica é toda a energia radiante emitida na gama de
comprimentos de onda 0,1 m a 100 m do espectro eletromagnético. Resulta da

emissdo e propagacdo de ondas eletromagnéticas (ou fotons) por alteragcdo na
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configuracéo eletrbnica de atomos e moléculas. Qualquer corpo com uma temperatura
superior a 0 °K emite energia radiante. A transferéncia de calor por radiacdo térmica
ocorre através de solidos, liquidos e gases e no vacuo, exceto nos sélidos e liquidos
opacos a radiacao térmica (CENGEL & BOLES 2001).

A coccéo por meio do calor umido pode acontecer por contato com liquido
quente ou vapor. E uma cocgdo lenta, onde o vapor ou a agua hidrata o alimento
abrandando as fibras (PHILIPPI, 2008). Os métodos de coccado mais utilizados por
calor umido sdo agua em ebulicdo, fervura a fogo lento, coccéo a vapor ou coccao a
vapor em alta pressdo, sendo que cada meétodo possui diferentes tempos e
temperaturas de coccdo, como também diferentes indicacdes para alimentos de menor
ou maior consisténcia (TEICHMANN, 2000).

A coccéo por calor seco promove a desidratacdo do alimento. O calor seco &
aplicado ao alimento na presenca ou auséncia de gordura. O calor seco com adi¢cao de
gordura consiste em transmitir calor de forma indireta ao alimento por meio de gordura
(ex. fritura), por outro lado a cocgéo por calor seco sem adi¢géo de gordura consiste em
aplicar apenas o ar seco. Os métodos de cocc¢ao por calor seco sem gordura consistem
em: assar ao forno, com aplicacdo de ar quente e calor indireto; assar ao espeto, com
aplicacao de ar quente e calor indireto, utilizando-se o forno ou churrasqueira, em que
a fonte de calor é produzida por carvao, lenha ou eletricidade, e por meio da
grelhagem, um método que consiste em preparar os alimentos por exposi¢ao ao calor
seco e forte, utilizando-se a grelha (PHILIPPI, 2008).

Outro método de coccao bastante comum utiliza forno micro-ondas. Neste
aparelho a coccdo ocorre por meio de ondas eletromagnéticas que penetram no
alimento produzindo calor. Esse método ocasiona destruicdo de algumas vitaminas
(WOLKE, 2003).

Micro-ondas sao ondas eletromagnéticas, geradas por um magnetron,
situadas na regido do espectro eletromagnético, entre a radiagéo do infravermelho e a
das ondas de radio. O aquecimento por micro-ondas ocorre pela propriedade do
material de absorver a alta frequéncia de energia eletromagnética (micro-ondas) e
converté-la em calor. O aguecimento por micro-ondas deve-se a polarizacdo dipolar
das moléculas e que séo realinhadas na presenca de campo elétrico de alta frequéncia.
Por causa da alta frequéncia, o realinhamento ocorre um milhdo de vezes por segundo
resultando em moléculas de atrito interno causando um aquecimento volumétrico do

material. Os fatores que afetam o aquecimento por micro-ondas e sua distribuicdo de
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calor sdo as propriedades dielétricas, profundidade de penetracdo, frequéncia de
operacdo, modo de operagdo (Unico ou multimodo), a geometria do material no interior
do forno, carga, e geometria do forno CHANDRASEKARAN et al., 2012).

Proenca (2009) enfatiza o envolvimento de diferentes equipamentos no
processo de coccdo dos alimentos sendo fogdes, fornos, fritadeiras, e destaca o
surgimento de novas tecnologias. Dentre elas estd o forno combinado, um
equipamento que engloba todos os processos de cocgéo: assar, fritar, grelhar, gratinar,
aguecer sem ressecar, cozinhar em banho-maria e a vapor. Sua utilizacdo reduz o
tempo de preparo, diminui o desperdicio, melhora a apresentacdo dos pratos e nao
requer a utilizacdo de gordura. Por meio da circulagédo combinada de ar quente e vapor,
esse tipo de forno utiliza o calor seco, calor umido e a combinacéo destas duas formas
de coccgao. Assim, o alimento preparado no forno combinado recebe um aquecimento
homogéneo, evitando o ressecamento e garantindo a coccdo uniforme baseado na
premissa de que este método de cocgcdo € o que melhor preserva as caracteristicas
sensoriais e nutricionais dos alimentos (PROENCA, 2009).

Em relacdo aos métodos de coccdo mais utilizados para o preparo dos
peixes, a pesquisa realizada por Amaral et al. (2009) identificou 49,5 % para a fritura;
14 % para o grelhado; 3,2 % para o ensopado; 20 % para o assado e 4,3 % para o

vapor; nenhuma das unidades utilizava o preparo em micro-ondas.

1.6 CARACTERISTICAS E METABOLISMO DO COLESTEROL

O colesterol (colest-5-en-33-ol) (Figura 1.4) € um alcool esteroidal
representado pela férmula molecular Cy;H40, com massa molar de 386,65 g/mol. E
pouco soluvel em agua e alcool, solavel em benzeno e muito solavel em éter, dioxano e
cloroférmio. Apresenta ponto de fusédo de 148,5 °C e ponto de ebulicdo de 360 °C. Sua
estrutura quimica apresenta um nucleo esteroide formado pela unido de quatro anéis
policiclicos (A, B, C, D) com uma insaturacdo no anel B na posi¢cdo C5 e C6, uma
funcdo alcool (-OH) na posicdo carbono C3 do anel A, grupos metilas (-CH3) nas
posicdes C10 e C13, e uma cadeia alifatica no C17, denominada cadeia lateral,
enumerada do C20 ao C27 constituida de 8 carbonos (Figura 1.4) (TAI et al., 1999;
LEHNINGER et al., 1995).
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Figura 1.4 Estrutura quimica do colest-5-en-3[3-ol.
Fonte: Georgiou et al (2014)

O colesterol é abundante nos organismos animais, sendo sintetizado pelas
células principalmente no figado, intestino, coértex adrenal, tecidos reprodutivos
incluindo ovarios, testiculos e placenta (CHAMPE et al., 2006). E um componente
esteroide essencial da membrana celular dos animais e esta intimamente associado
aos fosfolipidios, sendo considerado indispensavel ao organismo, pois modula a fluidez
das membranas celulares e participa da ativacdo de enzimas (LEHNINGER et al.,
1995, RAYNER et al., 2010). Atua ainda como precursor dos horménios sexuais, como
testosterona, androsterona, progesterona e estradiol, e apresenta propriedades anti-
inflamatorias (cortisol) e cardiotdnicas (digitoxigenina) (HORTON et al., 2002).

O colesterol também participa do metabolismo das vitaminas lipossoluveis
(A, D, E, K) e da sintese de vitamina D3, sendo utilizado pelo figado na formacéo de
acido colico que, conjugado com outras substancias, faz parte da constituicdo de sais
biliares que promovem a digestdo e absor¢do de gorduras. O colesterol esta presente
em grandes quantidades na camada cOrnea da pele juntamente com outros lipidios,
tornando-a resistente a evaporacéo de agua, a absorcao de substancias hidrossoluveis
e a acao de agentes quimicos (HORTON et al., 2002).

A sintese de colesterol ocorre em todas as células nucleadas do organismo,
porém ocorre com maior intensidade nos hepatécitos (CHAMPE et al., 2006). A via de
sintese do colesterol envolve uma série de reacdes que, basicamente sdo resumidas
na formacdo de compostos com 5 atomos de carbono, seguida pela polimerizagédo
destes compostos e a sua ciclizagdo. A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
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(NADPH) participa como agente redutor e consome 18 unidades de adenosina
trifosfato (ATP) por molécula de colesterol formada. As principais etapas da via estdo
sumarizadas a seguir. Primeiramente duas moléculas de acetil-CoA se condensam
formando acetoacetil-CoA que, em seguida reage com outra molécula de acetil-CoA
produzindo 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Estas duas reagdes ocorrem no
citosol e sédo catalisadas pelas enzimas tiolase e HMG-CoA sintase, respectivamente. A
HMG-CoA é reduzida por 2 NAPDH originando mevalonato, um composto de 6 atomos
de carbono. Esta reacdo € catalisada pela HMG-CoA redutase, localizada na
membrana do reticulo endoplasmatico, e € a reacao limitante da sintese de colesterol.
A HMG-CoA redutase € regulada por mecanismos de fosforilagdo reversivel
dependente de horménios (o glucagon fosforila a enzima inativando-a, enquanto que a
insulina a desfosforila ativando-a); por efeitos na transcricdo (o colesterol inibe a
sintese da redutase); e por inibicdo pelo proprio produto mevalonato. A seguir o
mevalonato sofre duas fosforilagbes, envolvendo o consumo de 3 ATP, seguida de
descarboxilagdo, originando isopentenil-pirofosfato. Seis moléculas de isopentenil-
pirofosfato sofrem reacdes de transferéncia e reducdo por NAPDH, liberando
pirofosfato inorganico e produzindo finalmente um composto de 30 carbonos, o
esqualeno. Todas estas reacdes séo catalisadas por enzimas presentes na membrana
do reticulo endoplasmético. O esqualeno sofre oxidagdo e ciclizacdo gerando
lanosterol. A etapa final da via envolve vinte reacdes onde o lanosterol € finalmente
convertido em colesterol devido a remocdo de 3 grupos metila, reducdo da dupla
ligacdo da cadeia lateral e sua movimentacdo no interior do anel de lanosterol
(LEHNINGER et al., 1995; MARZZOCO & TORRES, 1999).

A homeostase do colesterol depende do balanco entre ingestao,
absorcao/excrecao e sintese (PATEL & THOMPSON, 2006). O figado desempenha um
papel preponderante na regulacdo do balanco corporal do colesterol. O colesterol entra
em seu pool hepatico proveniente de uma série de fontes, incluindo o colesterol da
dieta, o colesterol sintetizado pelos tecidos extra-hepéticos e a sintese de novo
colesterol pelo figado. O colesterol é eliminado do figado de forma inalterada na bile,
como um componente das lipoproteinas do plasma enviadas aos tecidos periféricos, ou
como sais biliares secretados na luz intestinal (CHAMPE et al., 2006).

O colesterol é insoluvel em &gua e, consequentemente, para ser
transportado na corrente sanguinea liga-se de forma nao covalente as lipoproteinas

que sdo compostas por lipidios e proteinas denominadas apolipoproteinas (SPOSITO
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et al., 2007). Lipoproteinas (Figura 1.5) sdo agregados de macromoléculas como
triacilglicerdis (TG) e ésteres de colesterol envolvidos por uma camada de fosfolipidios,
proteinas e colesterol livre, ou seja, as lipoproteinas possuem um centro hidrofébico,

mas no seu exterior, sado hidrossoluveis (SIEKMEIER et al., 2008).

Lipoproteina

Fosfolipideo ~—— Apoproteina (Apo)

Figura 1.5 Estrutura geral de uma lipoproteina. Os fosfolipidios se situam formando a
membrana, com proteinas e colesterol nela inseridos. Os triglicerideos
(triacilglicerais), o resto de colesterol e as vitaminas lipossollveis se encontram
no interior da lipoproteina. Imagem original do Santa Monica College, disponivel
no endereco eletrdnico abaixo, acessado em 6 de fevereiro de 2014

http://homepage.smc.edu/wissmann_paul/anatomy2textbook/1cholesterol.html

As lipoproteinas séo classificadas em quilomicrons, lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), de densidade intermediéaria (IDL), de baixa densidade (LDL) e
de alta densidade (HDL). O papel fundamental dos quilomicrons e das VLDL é
transportar, respectivamente, os trigliacilgliceréis alimentares e a gordura enddgena
(sintese hepética). As LDL sao as principais transportadoras de colesterol proveniente
do figado para os tecidos periféricos (SIEKMEIER et al.,, 2008). As HDL sao
responsaveis pela remocdo do colesterol de tecidos periféricos e de outras
lipoproteinas, enviando-os ao figado, caracterizando o “transporte reverso de
colesterol” (MAHLEY & HUANG, 2007).

A concentracdo plasmatica de colesterol é regulada pelos receptores LDL
(receptores B/E). As apoliproteinas B 100 e E, presentes na superficie dos receptores
B/E interagem com eles facilitando a internalizacdo do colesterol. O aumento do
conteudo intracelular de colesterol leva a uma reducdo da sintese dos receptores de
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LDL e, concomitantemente ocorre uma inibicdo da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA redutase (HMG-CoA redutase), enzima-chave na biossintese do colesterol.
Quando ha uma baixa concentracdo de colesterol ocorre o inverso, assim a
concentracéao intracelular mantém-se relativamente constante (RADER & JAYE, 2000).

O colesterol esta presente sob duas formas nas lipoproteinas plasmaticas
(colesteril-éster e livre). A enzima acil colesterol aciltransferase (ACAT) promove a
esterificacdo do colesterol livre presente na célula. Aproximadamente 20 % a 30 %
encontram-se na forma livre e sdo transferidos rapidamente entre as diferentes
lipoproteinas plasmaticas e entre células e lipoproteinas. O sistema hepatobiliar € a
principal via de sua excrec¢do, na forma de colesterol ou de &cido biliar. O &cido biliar é
sintetizado sob acdo da enzima 7a-hidroxilase. Os mecanismos pelos quais o
colesterol é liberado das células sé&o a alteracao na estrutura quimica (sob a forma de
acidos biliares e hormonios); a secrecéo, acoplado a apolipoproteinas e fosfolipides; e
a transferéncia para lipoproteinas do plasma. Com excec¢do dos 6rgdos produtores de
horménios esteroides, tecidos extra-hepaticos ndo catabolizam o colesterol, assim é
necessario um mecanismo de transporte reverso de colesterol para manter o equilibrio
tecidual, que permita sua excrecdo na bile. Esse movimento € essencial para
prevencao de acumulos de colesterol, como 0s que ocorrem na leséo ateroscleroética e
nos xantomas caracteristicos da hiperlipidemia (PATEL & THOMPSON, 2006).

1.7 OXIDACAO DO COLESTEROL

O colesterol é instavel e passivel de sofrer oxidagdo. O processo de
oxidacdo do colesterol ocorre por meio de reacdes em cadeia, que envolvem a
formacao de radicais livres, de forma similar & oxidacdo dos lipidios insaturados. Sua
oxidacao é desencadeada quando exposto a condi¢fes tais como temperatura elevada,
ar, precursores de radicais livres, luz ou a combinacdo destes fatores (SMITH, 1987;
OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010).

Os termos “produtos de oxidacao do colesterol (COP), oxisterdis ou Oxidos
de colesterol (OsC)” referem-se a um grupo de esterois derivados do colesterol, que
contém, como substituinte, um grupo hidroxila, cetona ou epdxido no nucleo esterol ou
um grupo hidroxila na cadeia lateral da molécula. Os principais OsC encontrados em
alimentos, plasma e tecidos sdo o colest-5-en-3[3, 7a-diol (7a-hidroxicolesterol, 7a-HC;

formado por meio do composto instavel 7a-hidroperoxicolesterol); colestan-5-en-3f3, 73-
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diol (7pB-hidroxicolesterol, 73-HC; formado via 7(3-hidroperoxicolesterol); 5-colestan- 3[3,
5a, 6B-triol (colestanetriol, CT); colest-5-en-3[3-0l-7-ona (7-cetocolesterol, 7-KC); 5,6-
epoxi-a 5colestan-3(3-ol (colesterol-a-ep6xido, a-CE); 5,6-epoxi-B 5B-colestan-3[3-ol
(colesterol-B-epoxido, B-CE); colest- 5-en-3 3, 20 a-diol (20 a-hidroxicolesterol, 20-CH);
colest-5-en-3,22-diol [ (22-hidroxicolesterol, 22-CH); colest-5-en-3,25-diol [ (25-
hidroxicolesterol, 25-CH) e colest-5-en-3,26-diol [ (26-hidroxicolesterol, 26-HC)
(PANIANGVAIT et al., 1995; MOREL & LIN, 1996; GUARDIOLA et al., 1996). Na Figura

1.6 estdo representadas as estruturas quimicas de alguns oxidos de colesterol (TAI et
al., 1999).

HO OOH
Colesterol ou cholest-5-en-3 -ol 7-Hidroxiperoxicolesterol (7OOH)
X
HO (0] HO OH
7-Cetocolesterol (7K) 7-Hidroxicolesterol (7OH)
HO
HO
OH
O OH
5,6-Epoxicolesterol (EPOX) Colestan-3 B,5a,6B-triol (TRIOL)
OH
OH
HO HO
24-Hidroxicolesterol (240H) 27-Hidroxicolesterol (270H)

Figura 1.6 Estruturas quimicas dos Oxidos de colesterol.
Fonte: Taietal. (1999)
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A oxidacdo do colesterol ocorre por mecanismos enzimaticos e nao-
enzimaticos (GUARDIOLA et al., 1995). Em geral os OsC oxigenados no anel esterol
sdo produzidos por mecanismos nao-enzimaticos, enquanto os oxigenados na cadeia
lateral requerem enzimas para sua formacdo (Figura 1.7). Os o6xidos 25 e 7a-
hidroxicolesterol sdo gerados por ambas as vias metabodlicas (BROWN & JESSUP,
2009).

ENZYMIC

NON-ENZYMIC

24S-Hydroxy
..... =cholesterol

quﬂ»Hydrop&roxS?o
-cholesterol

H

25-Hydroxy
-cholesterol 3 e
O 27-Hydroxy
H9" 7-Ketocholesterol -cholesterol

ol

7ﬁ-Hydroxycholaster :
Ta-Hydroxycholesterol

Figura 1.7 Representacdo esquematica do processo de oxidacao do colesterol

por via hdo enzimatica e enzimatica.

ROS — Espécies reativas de oxigénio.
CYP46 — enzima 24S-colesterol hidroxilase
CYP27 — enzima esterol 27-hidroxilase

Ch25h — enzima colesterol 25-hidroxilase

Fonte: Brown & Jessup (2009).

Os mecanismos enzimaticos ocorrem basicamente no figado e nos tecidos
produtores de horménios esteroides: cortex supra-renal e gbnadas (SMITH, 1996). No
figado a oxidacdo enzimatica do colesterol ocorre por intermédio de uma série de
enzimas do citocromo P-450 (BJORKHEM,1992; PIKULEVA, 2008).
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A colesterol-7a-hidroxilase (EC 1.14.13.17) € uma enzima hepatica que
catalisa a conversdo do colesterol em 7a-hidroxicolesterol (7a-OH-Chol) que se
constitui em um dos primeiros intermediarios na biossintese dos &cidos biliares
(BJORKHEM & EGGERTSEN, 2001).

Uma porcdo de 7a-OH-Chol formada no figado € perdida para o sistema
circulatorio. A seguir, 7a-OH-Chol é convertido a 7a-hidroxi-4-colesteno-3-ona por uma
enzima microssomal 3B-hidroxi-A°-C,7-esteroide oxidorredutase (C27 3B-HSD), que é
utilizado como um marcador de sintese de acido biliar (HEVERIN et al., 2007). A
enzima CYP3A4 (enzima do citocromo P-450) converte o colesterol em 4p3-
hidroxicolesterol (BODIN et al., 2001). A 24-hidroxilase colesterol cérebro-especifica
(CYP46A1) converte o colesterol em 24 S-hidroxicolesterol (24-OH-Chol), uma forma
que é transportada através da barreira hematoencefalica, e que exerce importante
funcdo na manutencdo da homeostase do colesterol no cérebro (LUTJOHANN et al.,
1996; OHYAMA et al., 2006). A enzima mitocondrial 27-hidroxilase esterol (CYP27A1),
importante para a oxidacdo da cadeia lateral dos intermediarios de colesterol 7a-
hidroxilados durante a biossintese de acidos biliares (JAVITT, 2002), é largamente
encontrada em tecidos e converte o colesterol a 27-hidroxicolesterol (27-OH-chol) e
também produz 27-hidroxi-derivados de precursores de colesterol, incluindo o
lanosterol, zymosterol, desmosterol e 7-desidrocolesterol (JAVITT, 2004).

O 25-hidroxicolesterol (25-OH-Chol) é formado como um subproduto de
CYP27A1 e por uma enzima classe especifica hidroxilase colesterol, a 25-hidroxilase
(Chol-25H), que nao participa do complexo citocromo P450. Ela pertence a um grupo
de enzimas que utilizam oxigénio e Fe?* como cofatores para catalisar reacdes de
hidroxilacdo (LUND et al., 1998). O OsC 24 (S), 25-epoxicolesterol (24,25-epoxi-Chol)
sdo produzidos durante a sintese do colesterol pela enzima oxidosqualeno ciclase
(WONG et al., 2007).

Na oxidacdo ndo enzimatica o colesterol interage com espécies reativas do
oxigénio (ROS) que retiram um atomo de hidrogénio alilico do anel esterol. O radical
gerado reage com 0 oxigénio para formar um radical peroxil colesterol, em seguida ha
a retirada de hidrogénio e geracdo dos 7a/B hidroperoxidos colesterol que sao
relativamente estaveis. Neste ponto, os hidroperdxidos podem continuar oxidando nao
enzimaticamente, ou as enzimas o0s reduzem a epoxicolesterdis. A oxidagdo nao
enzimatica gera os 7a/p hidroperoxidos e o 7-cetocolesterol, que sao os principais OsC

nao-enzimaticos presentes na maioria dos tecidos (BROWN & JESSUP, 2009).
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A oxidacdo do colesterol nos alimentos ocorre por mecanismo nao
enziméatico ou auto-oxidacdo (SMITH, 1987). O processo de auto-oxidacdo do
colesterol (Figura 1.8) tem inicio com a formacdo de um radical no carbono C-7 do anel
B que reage com o oxigénio molecular triplete (30,) havendo a formacéo de dois 7-
hidroperoxidos (a e ) que séo instaveis termicamente, decompondo-se em 7a-OH, 7f3-
OH e 7-cetocolesterol. Os hidroperéxidos 7a-OH e 7p-OH encontram-se em equilibrio,
porém ha uma tendéncia de haver predominancia da forma 7B-OH devido a
estabilidade da conformacdo equatorial em relacdo a axial. JA o 7-cetocolesterol, em
meio acido e sob aquecimento, sofre oxidacado gerando 3,5-colestadien-7-ona (SMITH,
1996).

HO OOH
OH
7-Hidroperoxicolesterol 7a-Hidroxicolesterol 7B-Hidroxicolesterol
. H>0
Radical 2
livre +
oxigénio
HO o
7-Cetocolesterol
HO \
Colesterol
HO
Oxidacéo © OH
da cadeia
lateral 5,6-Epoxicolesterol Colestanotriol

OH

HO

20-Hidroxicolesterol 25-Hidroxicolesterol
Figura 1.8 Esquema do processo de oxidag&o do colesterol.
Fonte: Adaptado de Tai et al (1999)
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Outro mecanismo de oxidacdo ndo enzimética do colesterol, a oxidacdo
fotoquimica, ocorre pela exposicdo a luz e ao ar e assemelha-se também a auto-
oxidacdo. O colesterol é oxidado pelo oxigénio molecular triplete (0,), espécie gerada
fotoquimicamente a partir do oxigénio molecular singlete (*0,), formando
hidroperdxidos, entre 0s quais se destaca o 3B-hidroxi-5a-colest-6-eno-5 hidroperdxido
(CARDENIA et al., 2013). A decomposicdo térmica do 3B-hidroxi-5a-colest-6-eno-5
hidroperoxido leva a formacédo do colesta-4,6-dien-3-ona e 5a-colest-6-en-3[3,5-diol. O
5a-hidroperoxido por transposicéo estereoespecifica transforma-se em 3B-hidroxi-7a-
colest-5-en-7-hidroperéxido que, por sua vez, decompde-se em 7a-hidroxicolesterol e
7-cetocolesterol. Neste processo também se forma em menor proporcdo o 3B-
hidroxicolest-4-en-6-hidroperoxido e seus produtos de decomposicao térmica (colest-4-
en-3p3,6-dioles e 3B-hidroxicolest-4-en-6-ona) (SMITH, 1990).

1.8 FONTES ALIMENTARES DE COLESTEROL E DE OXIDOS DE COLESTEROL

As principais fontes de colesterol na dieta séo os produtos de origem animal,
incluindo ovos, leite e carnes, sendo considerados os mais ricos a gema de ovo, alguns
derivados de leite, carne bovina, pele de aves e mitdos (PATEL & THOMPSON, 2006).

Na Tabela 1.1 estdo listados os valores médios de colesterol em alguns
alimentos de acordo com a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos — TACO
(TACO, 2011) e com Scherr & Ribeiro (2009).

Os OsC nédo estdao presentes em alimentos frescos, ou estdo em
quantidades minimas, portanto o processo oxidativo parece ocorrer durante o
processamento e/ou armazenamento dos alimentos (MORALES-AIZPURUA, TENUTA-
FILHO, 2002). Os produtos da oxidag¢ao do colesterol nos alimentos s&o limitados aos
de origem animal, uma vez que apenas estes contém colesterol em quantidades
apreciaveis, enquanto gorduras vegetais contém apenas vestigios dele.
Consequentemente, os produtos de origem animal com uma concentracdo elevada de

colesterol sdo os de maior preocupacédo (BOSINGER et al., 1993).
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Os alimentos de origem animal contém quantidades de OsC formados por
processos ndo-enzimaticos de oxidagdo. Os OsC mais comumente encontrados em
alimentos, ou seja, o 7 hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, a-epéxido colesterol, B-
epoxido colesterol, cetocolesterol, colestanotriol, 7-cetocolesterol, 20-hidroxicolesterol e
25-hidroxicolesterol, sdo os mesmos que os encontrados no plasma (PANIANGVAIT et
al., 1995).

Tabela 1.1 Valores médios de colesterol em alguns alimentos

Colesterol (mg.100g )

Alimento TACO (2011)* SCHER(R;(;%SF;)IBEIRO

Leite de vaca integral 10 -
Leite de vaca em po 85 -
Queijos 62-106 -
Carne de frango 59-158 -
Carne bovina 34-144 -
Carne suina 55-126 -
Pescados 31-282 -
Figado frito - 453,3
Figado cru 393 332,30
Ovos de granja - 397,5
Ovos caipira - 400
Coracao de frango cozido - 287
Camaréao grelhado - 264
Camarao frito 283 270,50
Manteiga sem sal 214 230,9
Manteiga com sal 201 216,76

- = ndo analisado

*TACO — Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos
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O peixe é caracterizado por um elevado teor de &cidos graxos altamente
insaturados, 0 que o torna particularmente propenso a oxidagéo lipidica. No entanto,
em algumas espécies, a fracdo de lipidios também apresenta elevados niveis de
colesterol, favorecendo assim a formacdo de OsC (GOKOGLU et al., 2012;
UBHAYASEKERA et al., 2012). Esses fatores, associados a exposi¢do a luz durante o
processamento e/ou condigcbes de armazenamento, irdo promover a oxidacdo do
colesterol (OLIVEIRA & LIRA, 2009).

Sampaio et al. (2006) constatou a presenca de produtos da oxidacdo do
colesterol em amostras de camardo salgado-seco e o O0xido predominante foi o 78-
hidroxicolesterol, sendo que a quantidade de Oxidos variou consideravelmente de
4,52 ug.gt a 77,30 ug.gt. Também foram detectados um total de 11,11 pg.g* de
oxidos de colesterol em hamburguer frito com teores de 7-cetocolesterol variando entre
3,45 ug.g* e 5,33 uyg.g*, de 7a-hidroxicolesterol entre 0,79 pg.g* e 2,79 pg.g™* e de
7B-hidroxicolesterol, entre 5,09 pg.g™* e 5,61 pg.g* (TENUTA-FILHO et al.; 2003).

Morales-Aizpurta & Tenuta-Filho (2005) avaliaram a formacédo de OsC em
maionese e confirmaram a presenca do 7-cetocolesterol (1,99 +0,59 pug.g?) em
amostras recém-fabricadas (~15 dias). As amostras de maionese foram avaliadas
também ao longo de 165 dias de estocagem (45, 75, 135 e 165 dias) em temperaturas
de 4 °C e 25 °C. O 7-cetocolesterol foi detectado em todos os periodos de estocagem
(45, 75, 135 e 165 dias) e temperaturas (4 °C e 25 °C) avaliados, sendo encontrado o
maior teor ap6s 135 dias a 25°C (7,61 +1,14 ug.g”' de maionese). Os 6xidos 25-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol s6 foram detectados a
partir de 135 dias de estocagem a 25 °C.

Por meio da anélise de OsC e da composicdo de acidos graxos em ovos
enriquecidos com dmega 3, foi demonstrado que as concentracdes de 7-cetocolesterol,
aumentaram durante o periodo de armazenamento e foram maiores nos ovos fritos.
Somente o 7-cetocolesterol foi afetado pela temperatura de armazenamento, e a sua
concentracdo foi maior em ovos armazenados a 25 °C (MAZALLI & BRAGAGNOLO,
2009).

O 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol foram
encontrados em maior quantidade em amostras de trés produtos tipicos de comida

mexicana: torresmo (chicharrén), carne seca (machaca) e camardes secos ao sol. A

Freitas, MT (2014) 46



Revisdo da literatura

quantidade total de 6xidos variou de 45 pg.g* a 57 pg.g* em torresmo frito e carne
seca, enquanto o camardo seco apresentou o maior teor de 6xidos (131 ug.g™t a
254 pg.gt). A extensédo do teor de oxidacdo do colesterol em torresmo frito, carne seca
e camar&o seco ao sol foi de 2,3 %, 5,1 % e 14,5 %, respectivamente (RODRIGUEZ-
ESTRADA et al., 2008).

O colesterol sofreu oxidagdo em amostras de carne (boi, vitela e porco)
durante a cocgcdo domeéstica e a taxa de oxidacdo diferiu de acordo com o tempo e
temperatura de cozimento. A quantidade total de OsC produzida variou de 0,3 % a 0.8
% de colesterol. Todos os oxidos (7 a e B-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, a e B-
epoxidos, 20 e 25-hydroxicolesterol e colestanotriol) aumentaram progressivamente em
amostras de carne armazenados a -20 °C durante 3 meses em carne cruas e cozidas
(PIE et al., 1991).

Particularmente em relacdo a presenca de OsC em pescados, alguns
trabalhos também foram conduzidos. Considerando que o0s peixes contém uma
guantidade relativamente mais alta de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
que a maioria dos outros produtos alimentares, eles seriam mais suscetiveis a
formacéo de OsC (TAl et al., 2000).

Em pequenos peixes secos ao sol (Spratelloides gracilis and Decapterus
maruadsi) foram identificados quatro OsC incluindo 7a-hidroxicolesterol e 783-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e 5,6a-epoxicolesterol, armazenados a temperatura
ambiente durante 3 meses sob ar. A concentracao total de OsC nos peixes secos ao
sol variou de 4,82 pg.g* a 65,7 pg.g™, com o 7a-hidroxicolesterol aparecendo como o
produto predominante (CHEN & YEN, 1994).

Osada et al. (1993a), relataram nao haver Oxidos no peixe cru,
porém encontraram valores consideraveis em sardinhas (28,7 mg.100%) e lulas
(14,6 mg.100™") que foram submetidas & secagem ao ar. Grandes quantidades de
6xidos em base seca (9,6 pg.g* a 138 pg.g™t) também foram encontradas em anchovas
salgadas e secas, sendo os 6xidos 7B- hidroxicolesterol e o 7-cetocolesterol em maior
quantidade (OHSHIMA et al., 1993).

Saldanha et al. (2008) avaliaram a influéncia do armazenamento na
formagéo de Oxidos em sardinhas cruas. Verificaram um aumento no teor de 6xidos
ap6s 120 dias de armazenamento a -18 C cuja varia¢cdo foi de 19,4 yg.g* para
177,9 yg.g*. Os 6xidos de colesterol identificados foram o 19-hidroxicolesterol, 22(S)-

hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 25(R)-hidroxicolesterol e
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7-cetocolesterol, sendo 0 mais abundante o 19-hidroxicolesterol. Observaram ainda
gue os Oxidos de colesterol aumentaram gradualmente durante o armazenamento
sendo a formacgao do 7-cetocolesterol mais pronunciada, seguido de 22(S)-OH e 24(S)-
OH. Ao final de 120 dias de armazenamento o aumento dos Oxidos de colesterol total
foi superior a 800 %, sendo que o teor de colesterol diminuiu de 278 mg.100 g™ para
152 mg.100 g-1 demonstrando que o armazenamento doméstico em freezer possibilita
a oxidagao do colesterol.

Ubhayasekera et al. (2012) avaliaram a formacao de 6xidos de colesterol em
jaadi (um produto de peixe em conserva) preparada com o peixe cavala durante 18
semanas de armazenamento. Os teores de Oxidos de colesterol variaram de
0,2mg. 100 g™t a 3,8mg.100 g* de amostra, sendo que ocorreu um aumento dos
teores até 6 semanas de armazenamento e, em seguida, uma reducéo gradual.

Park e Addis (1985) apontam o uso do 7-cetocolesterol como um marcador
de oxidacdo do colesterol, porque é um dos compostos mais representativos entre 0s
OsC sob o ponto de vista quantitativo. O 7-cetocolesterol é utilizado como um indicador
da oxidacdo do colesterol nos alimentos processados por ser produzido em grandes
quantidades nas fases iniciais do processo oxidativo, especialmente em peixes e outros
produtos do mar, sendo considerado um marcador que fornece uma avaliagdo simples
e confidvel da extensdo da oxidacao do colesterol (PENAZZI et al. 1995, ZUNIN et al. ,
2001; MORALES-AIZPURUA & TENUTA-FILHO, 2005).

1.9 FATORES QUE INFLUENCIAM A OXIDACAO DO COLESTERO L EM
ALIMENTOS

A exposicao a luz, o calor, a radiacéo, a presenca de radicais livres, oxigénio
e metais de transicdo sdo alguns fatores que tém sido investigados na oxidacdo do
colesterol em alimentos (PANIANGVAIT et al., 1995; SAMPAIO et al., 2006).

Outras variaveis incluindo as inerentes ao préprio alimento atuam de forma
isolada ou concomitante na oxidacdo do colesterol. Vale citar o contetudo de agua, pH,
concentracdo e formas fisica e quimica do colesterol, tipo de acido graxo presente,
presenca de antioxidantes ou pré-oxidantes, as interagdes entre seus componentes e
produtos de decomposicdo durante o processamento e/ou armazenamento (SMITH,
1987; PANIANGVAIT et al., 1995). Contudo, de acordo com Tai, Chen & Chen (1999),

a combinacdo de temperatura elevada, disponibilidade de oxigénio e de acidos graxos
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poli-insaturados tem sido apontada como a principal responsavel pela formacdo dos
OsC em alimentos.

O colesterol submetido a temperaturas elevadas durante certo periodo de
tempo sofre oxidacdo gerando uma grande quantidade de o6xidos. Em 1967, Fioriti &
Sim constataram que umal solucdo de colesterol aquecida a 82 °C por 9 semanas
produziu 13 tipos de OsC. As altas temperaturas utilizadas no processo de producao de
ovo em po por spray dryer foram responsaveis pela formacdo de OsC ao acelerar as
reacoes entre os lipidios e o oxigénio molecular (MORGAN & ARMSTRONG, 1992).
Guardiola et al. (1997) verificaram que a temperatura critica do spray-dryer é de 128 C
a 142 <, onde ocorre um aumento consideravel na fo rmacéo dos OsC.

E provavel que o periodo de aquecimento longo desempenhe um papel
importante na formacao dos OsC. Osada et al. (1993) constataram que o colesterol foi
aparentemente estavel a 100 € e, quando aquecido a 120 °C ou mais o colesterol foi
instavel e, completamente degradado, quando aquecido a 200 C durante mais de 6
horas. Nas temperaturas intermediarias de 120 C e 150 °C, cerca de 60 % e 40 % de
colesterol permaneceram inalterados, respectivamente. Os resultados indicaram que o
colesterol é facilmente oxidado a altas temperaturas, enquanto € bastante estavel a
temperaturas convencionalmente utilizadas para a coc¢ao (100 °C) durante um tempo
curto.

Na oxidacdo do colesterol em alimentos, a presenca de acidos graxos poli-
insaturados apresentou uma maior correlagdo com o perfil dos 6xidos formados e suas
quantidades relativas (PANIANGVAIT et al., 1995).

Os é&cidos graxos poli-insaturados sédo mais propensos a peroxidacgao lipidica
pela maior suscetibilidade dos atomos de hidrogénio bi-alilicos do grupo metileno a
abstracdo por radicais oxidaveis, que os hidrogénios metilénicos dos lipidios saturados
(GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1994). Os hidroperéxidos formados durante a oxidagéo
lipidica dos &cidos graxos podem ser necesséarios para a iniciacdo da oxidagédo do
colesterol (SMITH, 1987).

LI et al. (1996) avaliaram a oxidacdo do colesterol em Oleos de pescado,
linhaca, girassol e palma, durante estocagem e aquecimento. Constataram que houve
maior formacdo de OsC no 6leo de peixe, sendo que apo6s 35 dias de armazenamento
a concentracgdo foi trés vezes maior que nos 6leos vegetais. A maior proporgdo de OsC
no Oleo de peixe foi associada aos seus niveis mais elevados de &acidos graxos

insaturados, em especial os poli-insaturados 6mega-3. Ressalta-se também que a
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presenca de antioxidantes nos 0leos vegetais, como o tocoferol, inibe a oxidacdo do
colesterol (XU et al., 2009).

Varios estudos tém sido conduzidos para avaliar a agdo de antioxidantes
adicionados a alimentos propensos a oxidacao lipidica e do colesterol. Assim, 0s
efeitos antioxidantes dos extratos de alho e de tomate foram investigados em amostras
congeladas de croquete de peixe. Os extratos foram adicionados a formulacdo do
croquete na propor¢cdo de 3 %. A qualidade lipidica dos croquetes congelados foi
analisada a intervalos mensais. Os resultados para o acido tiobarbutirico, a para-
anisidina, e dieno conjugado demonstraram que 0 extrato de tomate foi mais eficaz do
que o extrato de alho em retardar a oxidacdo de lipidios (GOKOGLU et al., 2012).
Lebovics et al. (2009) verificaram que houve reducgao significativa (p < 0,05) nos teores
de 7a-hidroxicolesterol, 7B3-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol nas amostras de filés de
peixe carapau congeladas que foram previamente tratadas por imersdo (45 min) em
solugdo aquosa de um extrato vegetal antioxidante (hissopo, prunella, erva cidreira e
alecrim) em relacdo as amostras controle.

Os estudos tém demonstrado também que o tempo, a temperatura e as
condicbes de estocagem dos alimentos influenciam na formacdo dos OsC. Caboni et
al. (2005) afirmaram que os Oxidos de colesterol sdo importantes marcadores das
condicbes de estocagem jA que as concentragbes destes Oxidos aumentaram
significativamente durante o periodo de validade de amostras de ovos secos por spray
dry. Pie et al. (1991) também encontraram um aumento de OsC em carnes moidas
armazenadas a -20 °C/3 meses e sugeriram que 0s produtos alimentares armazenados
congelados sdo mais susceptiveis a oxidagdo do colesterol do que os produtos
consumidos frescos.

Amostras de filé de merluza no momento inicial de armazenamento
apresentaram baixos niveis de OsC, no entanto, apos 120 dias de armazenamento, as
concentragbes aumentaram de forma significativa, em ambas as condigbes de
armazenamento (embalagens de baixa e de alta permeabilidade ao oxigénio). O
armazenamento congelado comercial com embalagem de baixa permeabilidade de
oxigénio foi mais eficaz na prevencao da oxidacéo lipidica do que a embalagem de alta
permeabilidade de oxigénio, com a degradacdo do colesterol menos acentuada, bem
como a formacao de 6xidos de colesterol (SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2008).

O uso da barreira contra a luz foi importante na prevencédo da oxidacédo do

colesterol em massas de espagueti preparadas com ovos (VERARDO et al., 2010).
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Conchillo et al. (2005) analisaram amostras de peitos de frango crus e
cozidos armazenados a -18 °C por trés meses sob condi¢cdes aerdbica e a vacuo. A
embalagem a véacuo foi particularmente eficiente em retardar o processo de oxidacao

durante o armazenamento congelado das amostras cozidas.

1.10 IMPLICAGCOES DO CONSUMO DO COLESTEROL E SEUS OX IDOS NA SAUDE
HUMANA

A hipercolesterolemia crénica é apontada como um dos mais importantes
fatores de risco para as doencas cardiovasculares (BERGMANN et al.,, 2011;
BIGGERSTAFF & WOOTEN, 2004). As doencas cardiovasculares sao as principais
causas de morte em mulheres e homens no Brasil. Cerca de 20 % das mortes de
individuos acima de 30 anos séo atribuidas as doencas cardiovasculares. Em 2009, de
acordo com os dados do MS, ocorreram 962.931 mortes em individuos com mais de 30
anos. As doencas isquémicas do coracado foram responsaveis por 95.449 mortes e as
doencas cerebrovasculares por 97.860 mortes. As causas cardiovasculares atribuiveis
a aterosclerose foram responsaveis por 193.309 mortes, as neoplasias por 166.036
mortes, as causas respiratérias responderam por 106.927 mortes, as causas externas
por 77.503, as doencas do aparelho digestivo por 53.754 mortes e as do aparelho
geniturinario por 21.527 mortes (MANSUR & FAVARATO, 2012).

Ha muito tempo, as investigacfes epidemioldgicas com populagbes que
apresentavam uma alta ingestdo de alimentos ricos em colesterol, apontam uma
expressiva correlacdo entre este tipo de alimentacdo com a maior incidéncia de
aterosclerose (KLAG et al., 1993; KWITEROVICH, 1997). Apesar de o colesterol
alimentar relacionar-se a elevacdo do colesterol plasméatico, seu efeito € menor
(aproximadamente 56 % do colesterol da dieta sdo absorvidos) quando comparado a
outras variaveis alimentares, como ingestdo de acidos graxos saturados e trans, ou
mesmo ao consumo total de gordura (LOTTENBERG, 2009, SANTOS et al., 2013).
Dietas contendo alto teor de colesterol, acidos graxos saturados e acidos graxos trans
sao consideradas hipercolesterolémicas e estdo associadas com o desenvolvimento de
aterosclerose e doencas cardiovasculares (ROBERTS, 1992). Os acidos graxos trans
Sa0 mais preocupantes que os saturados porque além de aumentarem o nivel de LDL-

colesterol, diminuem o nivel de HDL-colesterol (ROOS et al,. 2001).
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A relacdo entre o colesterol alimentar, sua absorcdo e o metabolismo de
remanescente de quilomicrons e aterosclerose é complexa. O mecanismo molecular da
absorcéo dos esterdis ndo € totalmente conhecido, entretanto sabe-se que a Niemann-
Pick C1 Like 1 Protein (NPC1L1) é a principal proteina na membrana da borda em
escova responsavel por essa captacdo. A maior parte do colesterol é esterificada
dentro do enterdcito pela enzima acil coenzima A colesterol aciltransferase (ACAT) e,
incorporada aos quilomicrons na membrana basolateral, o que acarreta a secregao
dessas particulas para o sistema linfatico. Pequena quantidade de colesterol nao
esterificado retorna ao lumen intestinal por meio de transportadores especificos, as
adenosinas trifosfatos-ligacédo cassete (ABC) transportadores, ABCG5 e ABCG8 (YU et
al., 2002).

A influéncia do colesterol alimentar na colesterolemia é variavel em animais
e homens. Esta heterogeneidade na resposta da colesterolemia tem sido explicada por
diferentes gendtipos de apoE. Estudos mostram que individuos portadores do alelo E4
apresentam maior absorcdo de colesterol quando submetidos a uma dieta rica em
colesterol, e o contrario ocorre com portadores do alelo E2. Em geral, portadores do
alelo E3 absorvem normalmente o colesterol da dieta e representam aproximadamente
50 % da populacéo (AGREN et al., 2006).

Apesar das controvérsias sobre efeito do colesterol alimentar na
colesterolemia, diretrizes internacionais recomendam a restricdo de gorduras totais e
do colesterol da dieta, objetivando reducéo e controle do colesterol e LDL-colesterol
plasmaticos (FNIC-DRI, 2005; NCEP, 2001). Sendo assim, a Sociedade Brasileira de
Cardiologia publicou em 2013, a | Diretriz sobre o Consumo de Gorduras e Saude
Cardiovascular, nela constando que o consumo de colesterol alimentar deve ser
< 300 mg/dia para auxiliar no controle da colesterolemia (SANTOS et al., 2013).

A aterosclerose (Figura 1.9) € um resultado primario de concentracdes
elevadas de LDL-colesterol e concentracdes reduzidas de HDL-colesterol (STAMPFER
et al.,, 1996). As LDL em excesso na circulacdo participam da formacao do ateroma,
apos serem modificadas por oxidacdo. As lesbes iniciais resultantes do processo
aterosclerotico contém células espumosas que sdo formadas em sua maioria por
macréfagos repletos de colesterol esterificado. Como a captacdo da LDL oxidada n&o
regula a atividade dos receptores “scavengers”, sua remogao continua induz o acumulo
de colesterol intracelular, o qual é esterificado pela enzima ACAT que € responsavel

pelo armazenamento do colesterol no citoplasma (LOTTENBERG, 2009). As LDL
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oxidadas geradas de moléculas de derivados lipidicos (6xidos de colesterol, acidos
graxos peroxidados), se acumulam no espaco vascular subintimal. Eles produzem a
adesdo de mondcitos e a transmigracdo que culminam com a formacdo de células
espumosas. A proliferacéo de células espumosas, além de inflamacéo e apoptose gera
uma capsula fibrética (placa de ateroma). A instabilidade e libertacdo desta placa
resultam em trombose (STEINBERG, 2002; POLI et al, 2009).

Além do papel do colesterol, nos ultimos anos tem havido véarios estudos
sobre o papel dos 6xidos de colesterol (OsC) na saude humana. Ha relatos de que os
oxidos estdo potencialmente envolvidos na iniciagdo e progressdo de doencas
cronicas, incluindo a aterosclerose, processos neurodegenerativos, diabetes,
insuficiéncia renal (GUARDIOLA et al., 1996; SOTTERO et al,, 2009).
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Figura 1.9 Esquema do processo de aterogenia.
LDL: Lipoproteina de baixa densidade.
Adaptado de Otaegui-Arrazola et al. (2010).

Apesar de existirem fortes evidéncias de que os OsC representam uma

classe de potentes reguladores bioldgicos, o papel fisiolégico dos mesmos ainda é
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controverso, pois ha varios estudos sobre seus efeitos deletérios no organismo
(GUARDIOLA et al., 1996; SMITH, 1996; LYONS et al., 1999; BROWN & JESSUP,
1998; RUSSEL, 2000; LEONARDUZZI et al., 2002).

Os OsC encontrados em organismos vivos sdo derivados tanto da dieta
quanto de processos enddgenos enzimaticos (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010).
Varios desses compostos tém sido associados a efeitos biolégicos indesejaveis como
citotoxicidade (SOTTERO et al., 2009), aterogenicidade (POLI et al., 2009),
mutagenicidade, carcinogenicidade, mudancas nas propriedades da membrana celular
e interferéncias no metabolismo de esteréis (BOSINGER et al., 1993; JUSAKUL et al.,
2011).

Os efeitos citotoxicos dos OsC foram demonstrados por O’Callaghan et al.
(2001) em células monociticas de sangue humano, ao verificarem que 7 B-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e B-epoxido causaram a morte celular por apoptose,
ou seja, morte celular ndo seguida de autolise.

Vérias rotas citotoxicas foram propostas para os OsC, como: perturbagéo
dos niveis de célcio intracelular, a superproducdo de espécies reativas de oxigénio,
modificacdes das membranas mitocondrial e lisossomal e perturbactes metabdlicas de
poliaminas (ROUSSI et al., 2006; SOTTERO et al., 2009).

Em relagéo aos diferentes tipos de OsC existentes, os considerados mais
citotoxicos sdo o 7-hidroxi, 7-cetocolesterol e derivados de triol (MEYNIER et al., 2005;
RYAN et al, 2005). O 7-cetocolesterol parece ser o mais potente na promoc¢ao da via
extrinseca de apoptose, tal como confirmado em células de musculo liso humanas
(RHO et al., 2005; LEE et al., 2005), bem como em células da retina de ratos e
humanos (NEEKHRA et al., 2007; LUTHRA et al., 2006). Por outro lado, principalmente
o 7 B-OH e 7-cetocolesterol parecem induzir a via mitocondrial da apoptose em
diferentes tipos de células (MIGUET et al., 2001; MONIER et al., 2003).

Ha uma possivel correlacdo entre os OsC na atividade de mutacdo e o
desenvolvimento de cancer. Linseisen et al (2002) sugeriram que o0s niveis plasmaticos
de 7 B-hidroxicolesterol € um preditor independente de tabagismo e biomarcador para o
risco de cancer de pulméo. Outros estudos investigaram a relacdo positiva e ou
negativa dos OsC com cancer de célon (BIASI et al., 2013) e cancer de mama
(POIROT & SILVENTE-POIROT, 2013). Por meio de um estudo epidemioldgico foi
estabelecida uma correlacéo entre o risco de cancer de pulméao e oxisterois. Seis OsC

(7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, a-epoxido colesterol, B-epoxido colesterol,
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colestanotriol, 7-cetocolesterol, 7-ceto-pregnenolona) foram medidos no plasma de 20
pacientes com cancer de pulmdo. Os resultados mostraram niveis ligeiramente
elevados de todos os oxisterdis, quando comparados com o controle, exceto para 7a-
hidroxicolesterol e a-epéxido colesterol. Adicionalmente, a analise de risco nao
demonstrou uma relacdo estatistica significativa entre as concentracbes de OsC e
desenvolvimento de cancer de pulmdo. No entanto, quando ajustaram para a pratica
esportiva, a associacdo entre niveis de 7B-hidroxicolesterol e cancer de pulméo foi
significativa. Por meio dos dados obtidos foi sugerido que os niveis plasmaticos de 7[3-
hidroxicolesterol séo preditores independentes do fumo e biomarcadores para o risco
de cancer de pulmé&o (LINSEISEN et al., 2002).

Kuver (2012) ao revisar os papéis fisioldgico e fisiopatolégico dos OsC sob o
ponto de vista do sistema biliar, relata que eles estdo presentes tanto na bile humana
quanto nos calculos biliares. Os OsC biliares interagem com as células epiteliais
biliares, induzindo a apoptose via mitocondrial e modulam as funcdes das células
epiteliais biliares tais como a secrecdo de mucina. Os OsC do trato biliar estado
associados com o colangiocarcinoma (cancer das vias biliares), sendo identificados
dois OsC, o colestan-5a, 3B, 6B-triol e 3 ceto-colest-4-eno, presentes em niveis
significativamente mais elevados no figado de hamsters com colangiocarcinoma
induzida por Opisthorchis viverrini (parasita do figado).

Jusakul et al. (2011) ao revisarem 0S mecanismos da carcinogénese
induzida por 6xidos de colesterol concluiram, por meio dos resultados obtidos de
estudos in vitro e in vivo, que ha uma associacao entre os oxidos de colesterol e o
desenvolvimento e a progressédo do cancer de célon, pulmdo, mama e dutos da bile.
Neste contexto os OsC exercem um papel critico em varios estagios da carcinogénese
conforme Figura 1.10. Em primeiro lugar, estdo envolvidos na iniciacdo do tumor por
aumentar a producdo de ROS/RNS (espécies reativas de oxigénio/espécies reativas de
nitrogénio). Em segundo lugar, a promog¢éo do tumor € reforgada pelos OsC por meio
da expressdo supra-regulada das proteinas, tais como a cicloxigenase-2 (COX-2)
levando a alteracédo de fendtipos celulares. Além disso, certos OsC contribuem para a
progressao do cancer por meio da inducao de migracao do tumor. Eles exercem o seu
efeito ligando-se a proteinas especificas e ativando cascatas de sinalizacéo.

Novas investigacbes sobre os OsC e seu impacto na carcinogénese séo
necessarias para o desenvolvimento de melhores estratégias para a prevencao e o

tratamento de varios tipos de cancer.
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A aterosclerose € principalmente associada a hipercolesterolemia e
inflamacéo (STEINBERG, 2002). No entanto, também foram conduzidos estudos para
verificar a influéncia dos OsC no processo aterosclerético. Cook & MacDougall (1968)
demonstraram a toxicidade do colestano 33, 5a, 6B-triol (colestanotriol) em coelhos
machos da linhagem Nova Zelandia brancos, que tiveram consideravel fibrose e
calcificacdo da aorta apos alimentacdo contendo os OsC em niveis de 0,1 % em uma
dieta basal, correspondendo a cerca de 30 mg.Kg™ de peso corporal/dia. A duracdo da
alimentagao variou de 27 a 350 dias.

Geralmente defende-se que a progressao da lesdo das areas vasculares
ateroscleroticas estd num estado de inflamacéo persistente. Como consequéncia,
qgualquer novo estimulo inflamatdério nas areas subintimal torna-se automaticamente um
estimulo pré-aterogénico (ROSS, 1993). HA uma crescente evidéncia do papel proé-
inflamatorio e pré-aterogénico da LDL oxidada. Tem sido demonstrado que as LDL
oxidadas regulam a expressao de citoquinas inflamatdrias, tais como a interleucina-1
(IL-1) e interleucina-8 (IL-8) nas células monociticas (TERKELTAUB et al., 1994), fator-
a necrose tumoral (TNF-a) em células monociticas (JOVINGE et al.,, 1996) e
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quimiocinas, tais como a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), nas células
endoteliais e do musculo liso (CUSHING et al., 1990).

As LDL oxidadas acumulam no endotélio dos vasos sanguineos,
constituindo-se em um dos componentes mais importantes na formacédo do ateroma
(STEINBERG, 1991). Elas ndo sdo reconhecidas por receptores de LDL sendo entdo
absorvidas por receptores nos macréfagos presentes nas paredes arteriais (STOCKER
& KEANEY, 2004). Os principais OsC associados a oxidagdo das LDL s&o o
7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxido, 5,6p3-epdxido e 7-cetocolesterol
(ADDIS et al., 1989). Em células monociticas humanas, o 7-cetocolesterol,
7B-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol foram potentes indutores in vitro de uma
variedade de moléculas, tais como a IL-8, TNF-a, proteina inflamatéria macrofagica -
1 B e MCP-1 avaliadas por citometria de fluxo maltiplo (PRUNET et al., 2006).

Poli et al. (2009) relatam que os OsC estéo envolvidos nas seguintes etapas
fundamentais do processo aterogénico: disfuncéo das células endoteliais (aumento de
permeabilidade); adesdo e transmigracdo dos mondcitos (expressao de moléculas de
adesao celular, quimiocinas e citocinas; a geracdo de células espumosas (a
diferenciacdo de mondcitos a macrofagos); interacdo entre os macrofagos e as células
do musculo liso e superproducdo da matriz extracelular; inflamacdo e formacgédo da
placa fibrética; a apoptose vascular e degradagdo da matriz extracelular. O aumento
dos niveis de 7(B-hidroxicolesterol desempenha um papel importante na indugcéo de
estresse oxidativo em placas de ateroma, estimulando a producdo de ROS e
diminuindo os antioxidantes celulares (LARSSON et al., 2006).

A implicagdo dos OsC dietéticos na aterogénese ndo € bem esclarecida,
recentemente dietas enriquecidas com OsC tém sido associadas a efeitos aterogénicos
em ratos com deficiéncia de Apolipoproteina E (STAPRANS et al., 2000). Os OsC
dietéticos desencadearam um processo inflamatdrio, promovendo a aterogénese e
atrofia de tecidos em ratos (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2009).

O processo inflamatorio associa-se a varias condicfes crénicas como a
aterogénese, obesidade e doenca de Alzheimer. H& uma dificuldade de se estudar
todas as rotas envolvidas, pois multiplas moléculas estdo envolvidas nos efeitos proé ou
anti-inflamatérios. Contudo, os OsC demonstraram regular a expressdo de varias
moléculas inflamatdrias, incluindo moléculas de adeséo, fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010).
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Em estudo com ratos Wistar alimentados com dieta padrdo complementada
com 1 % de colesterol puro ou 1 % de uma mistura de colesterol oxidado, houve um
aumento significativo na pressao arterial e triacilglicer6is no soro, bem como um
aumento do indice de gordura corporal e tecido adiposo pericardico, abdominal e
epididimal nos animais alimentados com colesterol oxidado. Estes efeitos foram
acompanhados por circulacdo de niveis elevados de proteina C-reativa de alta
sensibilidade no plasma, fator de necrose tumoral alfa e resistina. Os autores sugeriram
que os OsC dietéticos tém um importante efeito pré-inflamatério (SOTO-RODRIGUEZ
et al., 2012).

Os OsC também podem induzir a expressdo do gene atipico em células
neuronais que podem contribuir para a etiologia ou patogénese de doencas
inflamatorias do cérebro (ALEXANDROV et al., 2005).

Os OsC também tém sido associados a alteracdo da permeabilidade na
membrana para Varios compostos. Alguns OsC demonstraram reduzir a
permeabilidade da glicose em lipossomas, com uma tendéncia de eficacia que se
assemelhava ao efeito de sua condensacdo no modelo de monocamadas lipidicas:
assim 7-cetocolesterol foi o mais poderoso, seguido por 7 B-OH e 7a-OH. Por outro
lado, o 25-hidroxicolesterol ndo mostrou qualquer efeito de condensacdo sendo
considerado um espacador de molécula (THEUNISSEN et al., 1986).

Holmes & Yoss (1984) relataram um aumento da permeabilidade de
lipossoma a cations (Mn**, Mg?*, Ca** e Na*) causados pelo 25-hidroxicolesterol e 25-
hidroxi vitamina D-3. Concluiram que os efeitos observados na permeabilidade dos
lipossomas foram compativeis com a hipétese que as consequéncias patogénicas da
ingestdo de elevados niveis de 25-hidroxicolesterol e de vitamina D sédo devidas a
insercado dos 25-hidroxi-esterdis nas membranas celulares e uma resultante alteracao

de sua permeabilidade a cations.

1.11 METODOS DE ANALISE DO COLESTEROL E DO 7-CETOCO LESTEROL

Independentemente do meétodo utilizado, a determinacdo de colesterol e
seus oOxidos envolve as seguintes etapas: extracdo dos lipidios totais utilizando
solvente orgéanico apolar, puros ou em mistura de polaridade crescente, remog¢ao do

solvente extrator; saponificacdo alcalina dos &acidos graxos; extracdo da matéria
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insaponificavel; remocao do solvente e quantificacdo (BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

A primeira etapa necesséria a analise de lipidios em alimentos consiste em
extrai-los com um solvente. Os procedimentos de extracdo baseiam-se no uso de
solventes organicos de caracteristicas hidrofébicas que permitam a resolucéo seletiva
dos lipidios, de forma que sejam separados 0s remanescentes hidr6fobicos e os
componentes nio-lipidicos (RUIZ-GUTIERREZ & PEREZ-CAMINO, 2000).

O uso de um unico solvente ndo é recomendavel para a extracao dos lipidios
de tecidos animais, ja que possuem uma faixa grande de relativa hidrofobicidade.
Lipidios neutros estdo ligados covalentemente podendo ser extraidos por solventes
apolares. Ja lipidios polares que estdo ligados por forcas eletrostaticas e pontes de
hidrogénio requerem solventes polares capazes de quebrar as ligacdes e libera-los. O
solvente ou a mistura de solventes, ideal para extracdo dos lipidios de tecidos deve ser
capaz de remové-los das associagdes com membranas celulares ou com lipoproteinas,
sem que ocorra qualquer reacdo quimica (CERTIK et al., 1996). Pesquisadores, como
Folch et al. (1957), reconheceram estas caracteristicas intrinsecas da extracdo de
lipidios e desenvolveram um método no qual é utilizada uma mistura de cloroformio e
metanol, seguida pela adi¢cdo de solucéo de cloreto de potassio (KCI), 0 que aumenta a
forga iGnica do meio, propiciando uma melhor separacao das fases.

Os esterdis, como o colesterol, constituem o componente principal da fracéo
insaponificavel, sendo encontrado tanto no estado livre quanto esterificado com acidos
graxos de massa molecular elevada, tais como o0 estearico, oleico e palmitico
(FENTON, 1992; PERKINS, 1993; FERREIRA, 2000). Na massa muscular esquelética
predomina a forma livre (MOURA & TENUTA-FILHO, 2002; PHILLIPS et. al., 2002).

Para a quantificacdo total de esterGis como o colesterol, € necessaria a
conversdo dos ésteres de esterol em esterol livre, sendo a saponificagdo o método
mais frequentemente utilizado (PERKINS, 1993; MOURA & TENUTA-FILHO, 2002;
PHILLIPS et. al., 2002).

A saponificacdo € a reacdo dos triacilglicerdis com alcalis promovendo o
rompimento das ligacdes ésteres na matriz lipoproteica. Prefere-se a utilizacdo de KOH
por produzir sabdo mole, o que determina a ndo solidificacdo dos extratos obtidos a
temperatura ambiente (PERKINS, 1993). Na saponificagéo as relagcdes de solubilidade
sao invertidas, ou seja, quando se saponifica um tecido de origem animal contendo

colesterol, grande parte dos fosfolipidios, gorduras e proteinas sado convertidos em
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produtos sollveis em agua e insolUveis em solventes organicos. Assim, a extracao dos
insaponificaveis separa o colesterol solivel em solvente organico dos triacilgliceréis e
acidos graxos, que permanecem na fase aquosa ou alcodlica. Da extragdo com
solvente organico obtém-se a fracéao de lipidios ndo saponificavel (FERREIRA, 2000).

Os principais métodos utilizados na determinacdo de colesterol séo
colorimétricos, enzimaticos e cromatograficos (FERREIRA, 2000; BRAGAGNOLO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os meétodos colorimétricos apresentam baixo custo, porém tendem a
superestimar o teor de colesterol quando na presenca de interferentes como:
fitoesterdis, acidos graxos insaturados, vitamina A e proteinas (RODRIGUEZ-AMAYA,
1996). O método colorimétrico envolve a reacdo com &cido sulfirico concentrado e
acido aceético saturado com sulfato ferroso, e leitura a 490 nm (BRAGAGNOLO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

O método enzimatico baseia-se na degradacdo do colesterol pela enzima
colesterol-oxidase, produzindo peroxido de hidrogénio, que por meio de reacao
secundaria produz cor. A intensidade de cor produzida € diretamente proporcional a
guantidade de colesterol contida na amostra (PASIN et al., 1998). A metodologia
enzimatica também tende a superestimar os teores de colesterol, pois compostos
contendo o grupo 3B-OH, incluindo os fitoesterdis, também reagem com esta enzima
(ULBERTH & REICH, 1992; RODRIGUEZ-AMAYA, 1996).

A cromatografia tem sido extensivamente utilizada na deteccdo e
quantificacdo do colesterol e seus 6xidos ha muito tempo (FIORITI & SIM, 1967, MAI et
al,, 1978; TSAlI & HUDSON, 1981; OHSHIMA et al., 1996; BAGGIO et al., 2002; CHEN
et al., 2012).

Na analise de OsC, a CLAE normalmente é equipada com um detector de
UV (ultravioleta), ressonancia magnética nuclear (Nuclear magnetic resonance - NMR)
de alta resolucdo e indice de refracdo. O uso de detector UV é limitado devido a
absorcdo ruim e inespecifica de alguns OsC como os isdmeros 5,6 a e B epoxidos e
triol que possuem duplas ligagcbes livres (RAZZAZI-FAZELI et al., 2000). Contudo,
alguns autores consideram a CLAE como a técnica de eleicdo, uma vez que nao ha
necessidade de derivagcdo da amostra e as analises sdo realizadas a temperaturas
relativamente baixas (TAIl et al., 1999; BAGGIO et al., 2002). A adocdo da CLAE
acoplada ao espectrometro de massas (EM) associada ou ndo a ionizacdo quimica por

pressdo atmosférica € um método utilizado por varios pesquisadores para a deteccao
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de OsC em diferentes alimentos (RAZZAZI-FAZELI et al., 2000; SALDANHA et al.,
2006; KEMMO et al., 2007).

Por outro lado, a CG vem sendo utilizada para separagdo de isomeros
geomeétricos, 0s quais, em muitos casos nao sao separados por CLAE. Embora a CG
seja considerada de melhor resolucdo que a CLAE, alguns pesquisadores apontam
como desvantagem a necessidade de derivagcdo, um procedimento demorado, mas
necessario para evitar distor¢des dos picos e melhorar a estabilidade térmica dos OsC.
Em funcdo da semelhanca estrutural e termolabilidade de alguns OsC, a escolha de
colunas capilares adequada é condicdo operacional fundamental para alcancar uma
boa resolucdo ao usar a CG (YEN et al., 2010).

A combinacéo de CG ou CLAE com a espectrometria de massas (EM) tem
sido considerada uma ferramenta eficaz para analise de OsC, incluindo ndo s6 a
identificacdo mas também a quantificacdo (DEREWIAKA & OBIEDZINSKI, 2010).

Os espectros de massas derivados de CG-EM auxiliam na elucidagéo das
estruturas quimicas de OsC e contribuem ainda mais para sua identificacdo (YAN et al.,
1990). Assim muitos pesquisadores utilizaram a técnica de CG-EM na determinacgao de
OsC em diversos alimentos (PETRON et al., 2003; UBHAYASEKERA; VERLEYEN &
DUTTA, 2004; ECHARTE et al. 2005; LEE, CHIEN & CHEN, 2008; CHEN et al., 2012).

O proposito do sistema de inje¢cdo € introduzir uma micro quantidade de
amostra que sera transformada em vapor. Dentro da fonte de ionizacdo, a amostra
vaporizada ira colidir com ions positivos, convertendo-se em ions moleculares (devido
a perda de um elétron) com a mesma massa molecular que a molécula. Os ions
formados sdo atraidos por uma fenda (produzindo aceleracdo) para dentro do
analisador de massa, onde ocorre entdo a separacdo de ions (em movimento) de
acordo com a razdo massa-carga (m/z), onde m é a massa do ion em unidades de
massa atbmica (u.m.a.) e z € a sua carga. Como a maioria dos ions formados é de
carga unitaria, m/z é normalmente a massa do ion. As colisbes entre elétrons
energéticos e moléculas de analito, normalmente, fornecem energia as moléculas para
deixa-las em estado excitado. O relaxamento, geralmente, ocorre por fragmentacao
produzindo ions positivos de massas menores (SPARKMAN et al., 2011).

A andlise de esterdis por CG-EM, conforme ja mencionado, exige a
aplicacdo da derivacdo da amostra j4 que, a presenca do grupo hidroxila na posicéo 3
do nucleo esteroide das moléculas (anel A), confere uma baixa volatilidade aos

compostos. A derivacdo promove a transformacéo da substancia de interesse em um
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derivado com caracteristicas adequadas para ser analisado por cromatografia gasosa.
Grupos especificos sdo introduzidos em posi¢cdes onde ha a presenca de grupos
fortemente polares, no sentido de aumentar a detec¢cao da substancia (SCHUMMER et
al., 2009). A sililacao é a reacao de derivacdo mais utilizada para a analise de esterois
em CG-EM, sendo o reagente silanizante mais comumente utilizado o N,O-
bis(trimetilsilil)-trifluoro-acetamida/trimetilclorosilano (BSTFA/TMCS 99:1) (Figura 1.11)
(CARREIRA et al., 2001; KAWAKAMI et al., 2002; SCHONNING et al., 2002; WU et al.,
2009). O BSTFA/TMCS (99:1) reage mais rapidamente, é termodinamicamente mais
estavel e € menos susceptivel a hidrélise que outros reagentes silanizantes, além de
causar menos interferéncias cromatogréaficas por ser mais volatil (CORDEIRO, 2006).
Na derivacdo o hidrogénio ativo presente no grupo polar hidroxila dos
esteroides € substituido por um grupo trimetilsilil (-Si (CHz); do reagente silanizante,
gerando assim derivados mais volateis, menos polares, que apresentardo por sua vez
uma menor interacdo com a silica da coluna cromatografica devido a eliminacdo da
ligacdo de hidrogénio (HERNANDES, 2009). A reacéo de derivacdo do colesterol esta

esquematizada na Figura 1.11.

BSTEATTMCS Cry /Ctgj:g\/\r
HO _— CH3—|Si—O
CHs

XSi(CH3)3

Colesterol Derivado trimetil-silicio do colesterol

Figura 1.11 Reacdao de sililagao do colesterol.
Fonte: Adaptado de Martins (2001)

Como, de forma geral, os processos de derivacdo sao considerados
demorados e onerosos, alguns trabalhos tém aplicado a técnica de derivacao
denominada in situ, online, injection port derivatization ou on-column derivatization que
consiste em realizar o procedimento diretamente no cromatografo (WU & LEE, 2006,
PARDASANI et al., 2007; FERNANDES et al., 2008; WU et al., 2009; XU et al., 2010).
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A derivacao on line foi desenvolvida objetivando simplificar o procedimento
de derivacdo e melhorar a eficiéncia analitica de compostos orgéanicos. Além disso,
como é um procedimento que reduz o tempo de derivagdo, a degradagédo dos analitos
devido a exposicdo a umidade é muito reduzida ou praticamente eliminada (WU et al.,
2009).
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CAPITULO 1 IMPACTO DOS METODOS DE COCCAO NA
COMPOSICAO DE FILES DE MERLUZA ( Merluccius hubbsi ) E DE
PESCADA-BRANCA (Cynoscion leiarchus)

RESUMO

Foi determinada a composicao centesimal de filés de merluza (Merluccius
hubbsi) e pescada-branca (Cynoscion leiarchus) crus e submetidos a diferentes
meétodos de coccao (assado, grelhado, ensopado, frito). A coccdo promoveu reducao
significativa nos teores de umidade (p < 0,05) em ambas as espécies de peixe. Os
teores de proteinas, lipidios, carboidratos, cinzas e o valor energético das amostras
foram condizentes com a literatura de acordo com a espécie avaliada. Os diferentes
métodos de coccdo promoveram alteragbes significativas (p <0,05) para alguns
nutrientes. Os filés fritos apresentaram o0 maior teor lipidico em base seca
(28,90 g.100 g* de filés de merluza e 25,80 g.100 g* de filés de pescada-branca)
devido a absorcdo de dleo do meio de cocgdo. O teor proteico dos filées ndo ficou
comprometido a partir do tratamento térmico. Os teores de cinzas foram afetados pela
coccdo principalmente nos filés de merluza, havendo predominio de reducdo do
contetido com menor valor (2,56 g.100 g*, em base seca) para os filés de merluza no
tratamento GFC. Foram determinados também os teores de sodio e potassio
verificando-se que todos os tratamentos apresentaram uma relagdo sodio/potassio
inferior a 1,0, fator favoravel do ponto de vista nutricional. Verificou-se que nao foi
possivel apontar um Unico método de coc¢cdo como o melhor, contudo, considerando-
se 0 maior teor lipidico, maior valor calérico e menor teor proteico apresentado pelos

filés fritos, este seria 0 método menos recomendado.

Keywords : composicdo quimica, tratamento térmico, proteinas, lipidios, saodio,

potassio.
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ABSTRACT

IMPACT OF COOKING METHODS ON THE COMPOSITION OF ATLANTIC
HAKE (MERLUCCIUS HUBBSI) AND SMOOTH WEAKFISH (CYNOSCION
LEIARCHUS) FILLETS. Proximate composition of raw Atlantic hake (Merluccius hubbsi)
and smooth weakfish (Cynoscion leiarchus) fillets and in fillets subjected to different
cooking methods (baking, grilling, simmering, frying) were determined. Cooking caused
a significant decreased (p < 0.05) moisture content in samples from both fishes. The
levels of protein, lipid, carbohydrate, ash and energy values in all of the samples were
consistent with the literature according to the species studied. Different cooking
methods promoted significant changes (p < 0.05) for some nutrients. The fried fillets
had the highest lipid content on dry basis (28.90 g.100 g™ of Atlantic hake and 25.80
g.100 g™ of smooth weakfish fillets) related to oil absorption during the cooking process.
The heat treatment did not influence the protein content. Ash level decreased especially
in fillets of Atlantic hake (2.56 g.100 g dry basis) for in the treatment GCO.
Sodium/potassium ratio was less than 1.0 for all treatments, it is positive factor from the
point of view of nutrition. It is not possible appoint to a single method of cooking as the
best, however, considering the highest lipid content, highest energy value and lowest

protein content by fried fillets, this would be the least recommended method.

Keywords: chemical composition, heat treatment, proteins, lipids, sodium, potassium.

1 INTRODUCAO

A importancia dos peixes como fonte alimentar tem reconhecimento mundial
e sua utilizagcdo aumenta a cada ano. O consumo mundial de peixes passou de 114,3
milhbes de toneladas em 2006 para 130,8 milhdes de toneladas em 2011,
correspondendo a 18,8 kg per capita/ano (FAO, 2012). No Brasil o consumo também
aumenta a cada ano, contudo o consumo per capita de 9 kg/ano registrado em
2008/2009 (IBGE, 2010) ainda esta aquém do preconizado pela Organizacdo Mundial
de Saude que é de 12 kg/habitante/ano (BRASIL, 2010). Essa recomendacao deve-se

principalmente ao fato dos peixes fornecerem proteinas de alto valor biolégico e
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constituirem-se em uma das principais fontes dietéticas de acidos graxos poli-
insaturados, especialmente de eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA)
pertencentes a série 6mega 3. Estes acidos sdo benéficos ao organismo humano
especialmente na reducdo de mortalidade coronariana e menor risco de doenca arterial
coronariana (CATERINA, 2011).

Durante muito tempo, no Brasil, os dados de composi¢cdo quimica de
alimentos foram obtidos de tabelas que tinham como base, andlises realizadas em
outros paises e, portanto, nem sempre totalmente adequados a realidade brasileira
(MARCHINI et al., 1993). Bragagnolo & Rodriguez-Amaya (2001) enfatizam que cada
pais deve ter seu proprio banco de dados em relacdo a composicdo de alimentos,
principalmente no que se refere aos compostos que influenciam de forma positiva ou
negativa a saude humana. Na década de 90 comecaram a surgir as tabelas que
traziam as analises de alimentos realmente brasileiras que, embora tenham contribuido
muito para ampliacdo desta area da ciéncia de alimentos, ainda ndo conseguiram
esgotar o assunto especialmente no que se refere aos diferentes tratamentos térmicos
a que os alimentos podem ser submetidos (MARCHINI et al.,, 1993; LAJOLO &
MENEZES, 1997; YANOMINE et al., 2005; SCHERR & RIBEIRO, 2011).

A composicdo quimica de peixes é bastante variavel de acordo com a
espécie, estacdo do ano, maturidade, sexo, idade, habitat, alimentacdo, estadio de
desenvolvimento ou maturacdo (OGAWA, 1999; ORDONEZ et al., 2002; ZOTOS &
VOUZANIDOU, 2012). Além disto, os diferentes métodos de coccéo utilizados no
preparo dos peixes proporcionam modificacdes que alteram os conteudos de seus
nutrientes. O calor empregado na cocg¢do, por si sO, produz diversas modificacbes no
produto in natura, incluindo altera¢cdes nos teores de umidade, de lipidios, proteinas,
vitaminas e minerais (PUWASTIEN et al., 1999; BASSEY et al., 2014). Assim, faz-se
necessario ampliar os estudos referentes a composi¢cdo quimica das espécies de
peixes usualmente consumidas no Brasil englobando todas as suas formas de preparo.

As unidades de alimentacdo e nutricdo (UAN) séo referéncias de consumo
de alimentos em geral, tanto qualitativa quanto quantitativamente, ja que representam
os locais com grande numero de refei¢cdes (estabelecimentos comerciais, restaurantes
de industrias, de escolas, de hospitais, dentre outros). A estimativa de utilizacado destes
servicos para 2013 foi de 24 milhdes/dia para empregados de empresas, e de 17
milhdes nas escolas, hospitais e Forgcas Armadas (ABERC, 2013). Normalmente os

peixes sao incluidos nos cardapios de UAN em Minas Gerais cerca de 2 vezes ao meés,
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sendo servidos na forma frita, cozida, assada e grelhada (AMARAL et al., 2009).
Portanto, este estudo objetivou conhecer os teores de umidade, cinzas, lipidios,
proteinas, valor cal6rico, s6dio e potassio das duas espécies de peixes mais
consumidas nas UAN, em suas diferentes formas de preparo, buscando subsidiar na

ampliacdo dos dados pertinentes a composicao quimica de peixes.

2 MATERIAL E METODOS

2.4 AMOSTRAS

Filés de merluza (Merluccius hubbsi) e de pescada-branca (Cynoscion
leiarchus) foram cedidos pelo Restaurante Universitario da Universidade Federal de
Ouro Preto, Ouro Preto, Minas Gerais. Amostras (30 kg) de cada espécie foram
adquiridas congeladas de uma distribuidora de pescados congelados (Belo Horizonte,
Brasil). Os filés foram mantidos & temperatura de -18 T, em congelador Termisa®
modelo BD 400 (Maracanau, Brasil), at¢é o momento de seu processamento, que
ocorreu num periodo maximo de 30 dias ap0s a aquisi¢cao e prazo inferior aos 180 dias
de validade do produto.

2.5 COCCAO DAS AMOSTRAS

Os filés limpos e sem pele, apresentando aproximadamente 15cm de
comprimento, 6 cm de largura e 2 cm de espessura, foram previamente descongelados
sob refrigeracéo (4 + 1C). Em seguida, amostras de cerca de 500 g do filé (cerca de 3
a 4 filés) de cada espécie de peixe, foram submetidas a oito diferentes métodos de
coccao. Os métodos de coccao estudados foram: fritura (FRI), assado em forno elétrico
(AFE), assado em forno combinado (AFC), grelhado em chapa elétrica (GRE), grelhado
em forno combinado (GFC), ensopado em fogao (ENF), ensopado em forno combinado
(EFC) e cocgcao em forno micro-ondas (MIC) (Figura 1.1). As condi¢cdes de tempo e
temperatura empregadas no processamento foram as normalmente adotadas pela
unidade de alimentacdo. Ao final de cada processamento, todas as amostras tiveram a
temperatura final medida utilizando-se termémetro digital portatil Equitherm® (Gravatay,

Brasil). Apés o preparo, cada amostra foi triturada e homogeneizada em
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multiprocessador Hamilton Beach Brands® (Glen Allen, EUA), embalada a vacuo em
plastico de poliamida e polietileno, sendo mantida congelada a -18 C, até 0 momento
das anadlises. As amostras foram descongeladas a 4 + 1°C. As amostras submetidas a
coccdo e in natura (CRU) foram preparadas em triplicatas e cada preparagao foi

analisada em trés repeticdes (n = 9).

Fritura porimersdo (FRI)

Assado em forno elétrico (AFE)
Métodos de

processamento dos Assadoem forno combinado (AFC)
files de peixe

Grelhado em chapa elétrica (GRE)

Grelhado em forno comhinado (GFC)

Ensopado preparado em fogéo a gas (ENF)

Ensopado em forno combinado (EFC)

Cocgao em forno de micro-ondas (MIC)

Figura 1.1 Métodos de preparo de filés de merluza (M. hubbsi) e de pescada-branca

(C. leiarchus).

Fritadeira. No método de fritura por imersédo foi utilizada fritadeira semi-
industrial, de aco inox, Tedesco® (Caxias do Sul, Brasil), com capacidade méxima de
3,5 L de 6leo em cada cesto. O termostato foi ajustado para manter a temperatura a
180 €. Cada amostra foi submetida a fritura por tr és minutos sendo o 6leo de soja
totalmente substituido a cada amostragem de 500 g. As temperaturas finais médias
para os filés de merluza foram de 89 °C e de 91 °C para os filés de pescada-branca.

Forno elétrico convencional.  Foi utilizado um forno semi-industrial, sem
ventilacdo forcada, ITC Eletro® (Guaramirim, Brasil), com temperatura mantida a
200 € por 30 minutos. As amostras foram assadas em refratarios de vidro, com
periodo de 15 minutos para cada lado do filé. Os filés de merluza alcancaram
temperatura final média de 89 °C e os filés de pescada-branca de 91 °C.

Chapa Elétrica. As amostras de filé grelhadas foram preparadas em
equipamento Multi-Grill Express Baby® (Londrina, Brasil). A chapa foi pré-aquecida a

180 € por 10 minutos e a amostra foi grelhada dura nte 4 minutos. As temperaturas
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finais médias para os filés de merluza foram de 80 °C e para os filées de pescada-
branca foram de 77 °C.

Forno combinado. Forno Combinado EC3 Gourmet Pratica Technicook®
(Pouso Alegre, Brasil) foi utilizado no preparo de filés, por meio de trés diferentes
meétodos: assar, grelhar e ensopar. Para obtencdo do peixe assado, os filés foram
processados a temperatura de 180 T por 25 minutos em vapor médio, alcancando
temperatura média final de 84 °C para os filés de merluza e de 82 °C para os filés de
pescada-branca. No preparo dos ensopados, os filés foram submetidos a coccdo em
vapor meédio a temperatura de 150 C por 30 minutos. A temperatura meédia final foi de
77 °C para os filés de merluza e de 74 °C para os filés de pescada-branca. As amostras
foram grelhadas a 220 °C por 8 minutos e alcangaram temperatura média final de 87 °C
para os filés de merluza e de 84 °C para os filés de pescada-branca

Fogédo a gas. Na obtencao de filés ensopados foi utilizado fogdo Continental
2001 Maxim's Giromagic® (S&o Paulo, Brasil). A amostra de cada tipo de filé foi
colocada em utensilio de aco inox Rochedo® n® 22. De acordo com a necessidade,
foram adicionados 100 mL de agua para auxiliar no processo de coccdo, que teve
duracéo de 18 minutos. Os filés de merluza ensopados alcancaram temperatura média
final de 92 °C e os filés de pescada-branca alcangaram 90 °C.

Micro-ondas. Foi utilizado forno micro-ondas Maxi Gratine inox Brastemp®
(Sédo Paulo, Brasil). Cada amostra de filé foi colocada num refratario de vidro e
processada por 15 minutos, em poténcia maxima (820 W) e frequéncia de 60 Hz. As
temperaturas finais médias para os filés de merluza foram de 82 °C e de 81 °C para os

filés de pescada-branca.
2.6 DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL
2.6.1 UMIDADE

A umidade foi determinada por método gravimétrico, utilizando estufa
Biomatic® (Porto Alegre, Brasil), baseado na remocéo da agua, por aquecimento a
temperatura de 105 + 5 °C, até peso constante, durante cerca de 20 h. Foram pesados
cerca de 5 g £ de amostra em placas de Petri, previamente secas (105 °C/2 h) e com
massa previamente determinada. Apds secagem em estufa, as amostras foram

transferidas para um dessecador e resfriadas até atingirem temperatura ambiente
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(aproximadamente 25°C) e, em seguida, sua massa foi determinada. Este
procedimento foi repetido até a obtencdo de massa constante. O calculo do teor de
umidade (%) foi realizado de acordo com a formula abaixo (AOAC, 2012).

Célculo: 100XN  sendo:
P
N = n°de gramas de umidade (perda de massa em Q)

P = n°de gramas da amostra
2.3.2 CINZAS

As cinzas foram determinadas utilizando o método de residuo por
incineracdo em Mufla [Fornitec® (Sdo Paulo, Brasil)] a 550 C. As amostras foram
pesadas (cerca de 5+0,5g) em cadinhos de porcelana, previamente submetidos a
temperatura de 550 C/2 h, resfriados e tarados. As amostras foram mantidas em mufla
na seguinte ordem: mufla a 100 °C/30 min; 150 °C/30 min; 200 °C/30 min. Apos a
destruicdo da matéria organica, a mufla foi ajustada para 550 C e as amostras
mantidas nesta temperatura até a obtencdo de cinzas claras. Em seguida foram
transferidas para um dessecador, resfriadas até a temperatura ambiente e pesadas. As
operacbes de aquecimento e resfriamento foram repetidas até peso constante. O
calculo do teor de cinzas (%) foi realizado conforme férmula abaixo (AOAC, 2012).

1OOTxN' sendo:

Calculo:
N = n°de gramas de cinzas

P = n°de gramas da amostra
2.3.3 DETERMINACAO DE SODIO E POTASSIO

A determinacdo do teor de sodio e potéassio foi realizada por fotometria de
chama em fotdmetro Analyser® 910M (S&o Paulo, Brasil), de acordo com metodologia
preconizada pela AOAC (2012). Os cadinhos contendo as cinzas, obtidas
anteriormente, foram lavados com 2,5mL de HNOj3; concentrado e trés vezes

consecutivas com agua ultra pura obtida pelo sistema MilliQ®. A seguir, a solugéo foi
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quantitativamente transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL e o volume
completado com agua ultra pura. O fotbmetro de chama foi previamente calibrado com
os padrdes de sbdio e de potassio, e, em seguida efetuou-se as leituras das amostras.

2.3.4 PROTEINAS

A determinacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método de
Kjeldahl modificado. Foram pesados 0,25 + 0,01 g da amostra em papel de seda e
transferidos para o tubo de digestdo (papel + amostra). Adicionou-se 10 mL de &cido
sulfarico e 2,5 g de mistura catalitica (dioxido de titanio anidro, sulfato de cobre anidro e
sulfato de potéssio anidro, na propor¢do 0,3:0,3:6). As amostras foram levadas a
capela e aquecidas em chapa elétrica (50 °C/1 h; 100 °C/1 h; 150 °C até se alcancar
uma aparéncia liquida; 200 °C/1 h; e 250 °C até a solucéo se tornar azul-esverdeada e
livre de material ndo digerido, pontos pretos). As amostras foram aquecidas por mais
uma hora e resfriadas a temperatura ambiente.

A solucdo da cada amostra foi transferida para um frasco destilador de
Erlenmeyer, adicionou-se 50 mL de acido bérico (H3BO3) a 4 % contendo 3 gotas de
indicador de Tashiro. O frasco foi acoplado a um destilador de nitrogénio [Tecnal®
(Piracicaba, Brasil)] e a seguir, adicionou-se lentamente (gota a gota) solugdo de
hidroxido de sodio (NaOH) a 50 %, até a obtencado de coloracdo amarronzada. O vapor
do destilador foi ligado e assim mantido, até a obtencdo do dobro do volume inicial
(100 mL). Em seguida, procedeu-se a titulagdo com &cido cloridrico (HCI 0,1 mol/L)
padronizado. O calculo do teor de proteinas (%) foi realizado conforme formula abaixo
(AOAC, 2012).

V x0,14 x f

Calculo: , sendo:

P
V = volume de acido cloridrico (0,1 mol/L) gastos na titulacao
P = n°de g da amostra

f = fator de converséo (6,25)
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2.3.5 LIPIDIOS TOTAIS

A extracdo lipidica foi realizada de acordo com Folch et al. (1957). As
amostras previamente descongeladas foram pesadas obtendo-se uma aliquota de
10 £0,5 g, que foi homogeneizada com auxilio de almofariz e pistilo. Adicionou-se
200 mL de solugédo de cloroférmio-metanol (2:1 v/v) a amostra seguindo-se de nova
homogeneizacdo por 3 minutos em mixer. O material resultante foi cuidadosamente
filtrado em papel de filtro qualitativo (INLAB’, tipo 50, de 9 cm) e tranferido para um funil
de separacdo de 500 mL. O residuo retido no papel de filtro foi retirado e novamente
submetido a extragdo com 100 mL de cloroférmio-metanol (2:1), homogeneizado por
mais 3 minutos em mixer e, novamente filtrado para o funil de separacéo. O residuo
restante no almofariz e em mixer foi lavado com 30 mL de cloroférmio-metanol (2:1) e
transferido diretamente para o funil de separacdo. Foram adicionados ao funil de
separacao, 66 mL de cloreto de potassio a 0,74 % (7,4 g de KCl em 1000 mL de agua
destilada). O funil foi tampado e agitado por cerca de 1 minuto. Apds 3 minutos de
repouso para que ocorresse a separacdo das fases, a fase inferior, cloroférmica, foi
transferida para um baldo de fundo redondo de 250 mL (previamente seco a 105 C
durante 12 horas e tarado), contendo 5 g de sulfato de sodio anidro. Lavou-se o funil de
separacdo e o papel de filtro com 30 mL de cloroférmio-metanol (2:1) que foram
filtrados para o baldo. O cloroféormio foi recuperado em evaporador rotatério, mantido a
temperatura de no maximo 55 °C. O baldo contendo o 6leo foi resfriado em dessecador
a temperatura ambiente e pesado. Apos pesagem do baldo, o residuo foi ressuspenso
com 10 mL de cloroférmio e transferido para tubo de Falcon sendo posteriormente
evaporado sob fluxo de nitrogénio.

2.3.6 CARBOIDRATOS

O percentual de carboidratos nas amostras foi obtido por diferenca (BRASIL,
2001).

% CHO =100 — (% agua + % PT + % LT + % CZ), sendo:

CHO-= carboidratos

PT= proteinas

LT= lipidios totais

CZ=cinzas
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2.3.7 VALOR ENERGETICO (VE)

Utilizando-se os fatores de conversédo de Atwater de 4,0 kcal/g para proteina
e carboidrato e de 9,0 kcal/g para gordura, empregou-se a expressao abaixo para o
calculo do valor energético (VE) (FAO, 2002).

VE (kcal.100 g™*) = [(% LT x 9 kcal.g™) + (% PT x 4 kcal.g™') + % CHO x

4 kcal.g™)], sendo:

LT= lipidios totais

PT= proteina

CHO-= carboidrato

2.3.8 CONVERSAO DOS RESULTADOS EM BASE UMIDA PARA A BASE SECA

A partir dos resultados dos teores de umidade (% em base Umida) foram

convertidos para a umidade (% em base seca) conforme férmula abaixo (SILVA &
RUFATO, 2000):

U’ = [U/(100 - U)] x 100, sendo:
U =% em base seca

U = % em base Umida

Posteriormente os resultados de cada nutriente (% NUT) que foram
determinados inicialmente em base Umida foram convertidos para a base seca,

utilizando-se regra de trés simples:

% NUT — U
X —UuU

% NUT = teor do nutriente de interesse obtido em base Umida
U’ = % em base seca
U = % em base Umida

X = teor do nutriente de interesse obtido em base seca

Freitas, MT (2014) 73



Capitulo 1 — Impacto dos métodos de cocgcdo na composicao de peixes

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados por meio de analise de variancia aplicada a
esquema fatorial 2 x 9 (peixe x método de coccéo). As diferencas entre os valores de
acordo com o tipo de peixe e os métodos de coccdo foram consideradas significativas
utilizando o teste de Tukey para a = 0,05 (MONTGOMERY, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TEOR DE UMIDADE

Os teores de umidade dos filés estdo representados na Tabela. 1.1. Entre as
duas espécies de peixe ocorreram diferencas significativas (p < 0,05) predominando
maior teor de umidade no filé de merluza CRU.

Tabela 1.1 Teor médio de umidade (g.100 g*) determinado em filés de merluza (M.
hubbsi) e de pescada-branca (C. leiarchus) crus e preparados por diferentes

métodos de coccgao

Teor de umidade ( g.100 g™?)

Método de coccéo

Merluza Pescada-branca
CRU 81,16%" +1,17 78,25%% + 0,39
AFE 75,24°°* + 1,35 72,08"°B+0,01
AFC 67,25°" + 0,52 69,70 + 1,98
GFC 70,42%%A + 4 25 69,69°" + 0,96
GRE 71,97%%* + 0,58 74,41%*A + 0,51
MIC 67,43°" + 0,44 72,417°B +1 41
ENF 78,40*PA + 1 07 76,93%"+ 1,55
EFC 72,72%%* + 0,71 70,33°¢* + 3,20
FRI 60,15" + 1,52 59,51%% + 0,82

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em
forno combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogéo; EFC:
ensopado em forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Média * desvio padrdo (n = 9) indicada por uma
mesma letra minGscula em uma mesma coluna e mesma letra mailscula entre as colunas ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os teores de umidade dos filés crus em ambas as espécies foram

semelhantes aos que estdo citados na Tabela Brasileira de Composicdo Quimica de
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Alimentos (TACO) cuja umidade é de 82,10 g.100 g* e 79,6 g.100 g™ para os filés de
merluza e pescada-branca crus, respectivamente (TACO, 2011). Saldanha &
Bragagnolo (2007) também relataram valores de 78,6 +1,9 a 83,8 +0,39.100 g™ nas
amostras cruas de filé de merluza durante estocagem de 120 dias. Em relacao aos filés
de pescada-branca o teor de umidade ao longo de 120 dias de estocagem variou de
80,0+0,2 a 77,1 +2,5 g.100 g* nas amostras cruas (LIMA, 2010), portanto valores
também semelhantes ao encontrado no presente trabalho.

A coccéao promoveu uma reducao no teor de umidade em todas as amostras,
0 que ja era esperado devido a perda de agua causada pelo tratamento térmico. O teor
de umidade dos filés nos diferentes processos de coc¢do variou de 60 g.100g* a
78 9.100 g* (merluza) e de 59 ¢g.100 g* a 76 g.100 g* (pescada-branca). Resultados
semelhantes foram publicados a partir de estudos, também realizados com pescados
processados termicamente (AL-SHAGIR et al., 2004; WEBER et al., 2008; ERKAN et
al., 2010; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010).

Os resultados do tratamento ENF nao diferiram (p > 0,05) dos encontrados
para CRU, nos dois tipos de peixe; o que € justificado pelo fato desse tratamento ter
sido o uUnico que envolveu a adicdo de agua durante seu preparo. Fato semelhante
ocorreu no trabalho de Marimuthu (2012), em que o teor de umidade dos filés de peixes
crus diminuiu em todos os métodos de cocc¢do avaliados (cozido, frito, assado e
grelhado), exceto para os filés cozidos em agua (temperatura da agua 99 € a 101 T,
por 12 min). Weber et al. (2008) também relataram um decréscimo no teor de umidade
apos a coccao, exceto para os filés de peixes cozidos em agua (98 °C por 12 min).

Os menores teores de umidade encontrados para ambas as espécies, foram
para o tratamento FRI, que diferiu significativamente dos demais (Tabela 1.1). Estes
resultados sao condizentes aos estabelecidos na TACO (2011) que séao de
63,5 g.100 g para o filé de merluza frito e 57 g.100 g™ para o filé de pescada-branca
frito. Os resultados também s&o condizentes com os apresentados por Gall et al.
(1983), que avaliaram, utilizando filés de peixes marinhos, os méetodos assado em forno
convencional, grelhado, assado em micro-ondas e frito em 6leo e constataram menores
teores de umidade em filés fritos em Oleo. A fritura € um processo no qual ocorre
transferéncia simultanea de calor e de massa. O calor é transferido do Gleo para o
alimento, resultando na evaporacdo de agua e, em paralelo, ocorre absor¢cédo de 6leo
pelo alimento (KROKIDA et al., 2000).
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Um menor teor de umidade foi encontrado também em trutas arco-iris fritas,
havendo diferencas significativas quando comparado com os outros métodos utilizados
(cru, cozido, assado, grelhado), exceto para o de micro-ondas (GOKOGLU et al.,
2004).

3.2 TEOR MEDIO DOS NUTRIENTES NOS FILES CRUS

Em relacdo aos nutrientes, verificou-se que nos filés crus de merluza e de
pescada-branca, os teores encontrados foram semelhantes aos que constam na TACO
(2011), havendo maior diferenca absoluta para o teor de lipidios no filé de pescada-
branca (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 Teor médio de nutrientes determinado em filés de merluza (M. hubbsi) e de

pescada-branca (C. leiarchus) crus em base umida

Presente estudo TACO (2011)
Parametro analisado Pescada- Pescada-

Merluza branca Merluza branca

Nutrientes

Proteina (g.100 g) 15,86 18,03 16,6 16,30
Lipidios (g.100 g™*) 1,99 2,92 2,00 4,60
Carboidratos (g.100 g™ 0,00 0,01 0,00 0,01
Cinzas (g.100 g™ 0,98 0,79 1,10 0,90
Valor calérico (kcal.g™?) 81,35 98,44 89,00 111,00

As diferencas nos teores de lipidios encontrados nos filées de pescada-
branca em relagcdo a TACO (2011) correlacionam-se com o fato de que a composicao
lipidica varia tanto para individuos de espécies diferentes, quanto para aqueles de uma
mesma espécie, em funcdo do peso do animal, sexo, estado fisiolégico, idade, tipo de
musculo, época do ano (como em peixes migratorios), habitat, dieta alimentar e outros
(ACKMAN, 1989; KUCUKGULMEZ et al., 2007; KHITOUNI et al., 2010; ZOTOS &
VOUZANIDOU, 2012).

Larsen et al. (2010) relataram que, além da dieta, estacdo do ano ou fatores
genéticos que justificariam as diferencas encontradas no conteudo de lipidios de
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peixes, 0 método de extracdo também contribui para a variabilidade dos dados de
constituicdo de nutrientes. No peixe cru, os lipidios estdo ligados aos tecidos, o que
dificulta a sua extragdo. Portanto, fatores mecéanicos alteram o processo de extracao
lipidica gerando teores a mais ou a menos do que o esperado. Isto também explica as
diferencas nos teores de lipides encontrados no presente trabalho em relacdo aos que
estédo tabelados na TACO (2011).

Existem varias classificacdes para os peixes em funcdo do teor de lipidios
presentes em seu tecido muscular. Ackman (1989) e Koftakowska et al. (2003)
classificaram peixes em quatro grupos: magro (< 2 %), de baixo teor de gordura (2-
4 %), com médio teor de gordura (4-8 %) e portadores de alto teor de gordura (> 8 %).
Com base nessa classificagcdo, as espécies merluza e pescada-branca séo
classificadas como pertencentes a categoria de peixes com baixo teor de gordura.

Em relacdo ao teor de proteinas de pescados a variacdo média € de 16 a
21 %, com um teor maximo de 28 % (HUSS, 1995). Neste contexto, o teor de proteinas
encontrado no filé CRU de pescada-branca foi condizente com a literatura. O teor
proteico do filé de merluza CRU correlacionou-se com os que foram relatados por
Zotos & Vouzanidou (2012). Estes autores estudaram a influéncia sazonal sobre seis
espécies de peixes comerciais da Grécia e encontraram valores proteicos em pescada
(Merluccius merluccius), peixe do mesmo g¢género da merluza, variando de
14,17 £ 0,19 % (més de abril) a 20,06 £ 0,20 % (més de setembro). O menor teor de
proteinas nos peixes esta também associado a época de desova. De acordo com Eder
e Lewis (2005) além da desova ser um periodo fisiolégico de alta demanda energética,
durante este processo 0s peixes ndo se alimentam, havendo um esgotamento dos
lipidios, sendo que algumas espécies também passam a utilizar proteinas para suprir a
caréncia energetica.

Os teores de cinzas do filé de merluza foram semelhantes aos existentes na
TACO (2011), havendo uma diferenca maior para o resultado do filé de pescada-
branca cujo teor foi inferior. As diferencas nos teores de minerais, representados pelas
cinzas totais, encontrados na parte comestivel dos peixes, sdo atribuidas ndo so a
fatores intrinsecos, como também a fatores extrinsecos, incluindo temperatura e
salinidade da agua (FARKAS et al., 2003; FABRIS et al., 2006).

McMeans et al. (2007) relataram que as concentracdes de minerais
essenciais sao reguladas pelo proprio peixe, para satisfazer as suas necessidades

fisiologicas. Assim, as variacbes existentes resultam de diferentes necessidades dos
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elementos essenciais para o bom funcionamento dos diferentes processos fisioldgicos.
No entanto, as informacfes disponiveis sobre essa regulacdo nos peixes marinhos,
ainda é insuficiente.

Huss (1995) relata que normalmente as concentracdes de carboidratos no
musculo de peixes sdo muito baixas (< 0,5%), motivo pelo qual é um parametro que
geralmente ndo é quantificado. Este fato também foi observado no presente estudo,
onde carboidratos foram quantificados por diferenca dos teores dos demais nutrientes
(umidade, proteinas, lipidios e cinzas). Os teores encontrados para merluza e pescada-
branca foram equivalentes aos da TACO (2011), ou seja, os valores de carboidratos

nos filés crus em ambas as espécies foram baixos.

3.3 TEORES DOS NUTRIENTES NOS FILES SUBMETIDOS AOS METODOS DE
COCCAO

Devido ao fato de que o teor de umidade reduz apos a coccdo e,
consequentemente, tem influéncia direta nas concentracdes dos nutrientes, levando a
um aumento dos seus teores, 0s resultados para os tratamentos térmicos foram

analisados tanto em base Umida quanto em base seca.

3.3.1 LIPIDIOS

Os resultados dos teores de lipidios nos diferentes métodos de coccao estédo
compilados na Tabela 1.3. Em base Umida, para as duas espécies de peixe, o
tratamento FRI foi o que resultou no maior teor lipidico diferindo significativamente
(p < 0,05) dos demais tratamentos. Resultados semelhantes foram encontrados em
outros trabalhos cujos dados foram expressos em base Umida. Weber et al. (2008) ao
avaliarem a influéncia de diferentes métodos de coccdo na composicdo de filés de
peixes jundia, relataram um conteudo significativamente (p < 0,05) mais alto de lipidios
somente em filés fritos, ndo encontrando diferencas entre o cru e os métodos cozido,
assado, assado em micro-ondas e grelhado. Da mesma forma, Marimuthu
et al. (2012) ndo observaram diferencas significativas (p > 0,05) nos teores de lipidios
das amostras de peixe (Channa striatus) cru, cozido, assado e grelhado, havendo

diferenca somente para as amostras fritas. Em outros trabalhos com peixes foram
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encontrados resultados semelhantes, como os publicados por Erkan et al. (2010) e
Koubaa et al. (2012).

Tabela 1.3 Teor médio de lipidios (g.100 g*) determinados em filés de merluza (M.
hubbsi) e de pescada-branca (C. leiarchus) crus e submetidos a diferentes métodos de

coccéao
LIPIDIOS (g.100 g ™)
Amostras Merluza Pescada-branca
Base Umida Base seca Base umida Base seca

CRU 1,99°*+0,12 10,57°"+0,36 2,92°°+0,18 13,45 +0,90
AFE 1,79%+0,08  7,26*+0,70 2,90 +0,07 10,40®+0,25
AFC 2,41%4+0,07 735" +011 3,15 +0,16 10,40*® +0,29
GFC 1,80 +0,12  6,14°**+0,52 3,28"®+0,08 10,82% +0,60
GRE 2,294+0,18 8,15 +0,49 2,76 +0,13 10,78 +0,33
MIC 1,87%+0,12  5,74*+0,39 3,00™®+0,05 10,89 “® +0,60
EFC 2,424+023 888 +0,79 287°°+0,18 9,70°"+0,44
ENF 2,47°4+0,08 11,46™+061 2,91°®+0,07 12,64"®+0,80
FRI 11,51**+0,39 28,90*+1,39 10,45+ 54  2580°% +1,04

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em forno
combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogdo; EFC: ensopado em
forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Média + desvio padrdo (n = 9) indicada por uma mesma letra mindscula em
uma mesma coluna e mesma letra mailscula entre as colunas nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Saguy & Dana (2003) relataram que o aumento do teor de lipidios nos
peixes fritos ocorre em funcédo da penetracdo do 6leo no alimento apds a evaporacao
parcial da agua durante o processo de fritura. Tal justificativa € condizente com os
resultados encontrados no presente trabalho, ja que, na avaliacdo das amostras em
base seca, nhovamente o método FRI foi 0 que apresentou o maior teor de lipidios, tanto
para o filé de merluza quanto para o filé de pescada-branca. A comparacdo do método
FRI entre as espécies permitiu verificar diferencas significativas nos percentuais de
lipidios sendo maior para o filé de merluza. Para este filé foi encontrado um menor teor
lipidico inicial em comparacdo ao de pescada-branca, que contribuiu para uma maior
absorcdo do 6leo de coccéo. Gall et al. (1983) e Garcla-Arias et al. (2003) relataram
que filés de peixe que apresentam maior conteudo lipidico inicial tendem a absorver

menor quantidade de gordura do meio de coccéo.
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Verificou-se também que, para o filé de merluza, tanto em base Umida
quanto na base seca, os métodos de coc¢do exerceram maior influéncia nos teores de
lipidios havendo diferencas significativas entre alguns tratamentos, contrariamente ao
que ocorreu com o filé de pescada-branca. Este resultado foi surpreendente, pois se
esperava que o mesmo metodo empregado no preparo dos filés das duas espécies
exercesse uma mesma influéncia, em funcdo dos parametros tempo e temperatura
empregados serem semelhantes. Assim sendo, os fatores inerentes as caracteristicas
das espécies estudadas, como as diferencas de composi¢cao quimica, interferiram mais
no resultado pés-coccao do que o tratamento térmico em si. Entre as duas espécies de
peixe foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos verificando-se
maiores teores de lipidios para o filé de pescada-branca. Tal resultado é coerente ja
que o conteudo de lipidios do filé de pescada-branca CRU foi superior ao do filé de
merluza. Portanto, a perda foi proporcional, sendo que o teor de lipidios foi maior nos
filés de pescada-branca.

Os menores teores de lipidios no filé de merluza, tanto em base Umida
qguanto em base seca foram observados nos tratamentos MIC, GFC, AFC, AFE e que
nao diferiram entre si. Tal resultado foi atribuido a variacdo de temperatura (180 C a
220 C) e do tempo de exposicao (8 a 30 min) utilizados nestes tratamentos, gerando
perdas de lipidios. De acordo com Sargent (1997) devido ao fato dos peixes nao
possuirem nenhum tecido adiposo, 0 excesso de gordura € armazenado no musculo
periférico, na forma de triacilglicerois. Este fato favorece a perda de gordura quando, na
coccdo sdo aplicadas altas temperaturas. Durante o cozimento a perda de gordura
ocorre devido ao gotejamento, embora a quantidade perdida dependa da temperatura e
do tempo gastos no processo (SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2008). Shozen et al.
(1995) relataram que a reducao do teor de lipidios durante a coccao deve-se a perda
de gorduras e Oleos de superficie, induzida pelo calor empregado e também por
decomposicdo oxidativa de &acidos graxos presentes nos tecidos, causada pelo
cozimento.

Os teores de lipidios, na base seca, encontrados para o filé de merluza
variaram de 10,57 £ 0,36 % no CRU a 5,74 £ 0,39 % no MIC. Saldanha & Bragagnolo
(2008) encontraram valores semelhantes em filés de merluza crus armazenados a
-18 °C, com teores variando de 8,4+0,4% (0 dia) a 10,4+0,2% (120 dias de
estocagem). Nos filé grelhados (175 °C/2 min de cada lado) os teores de lipidios

variaram de 7,7+0,3% (0 dia) a 11,0+£0,8% (120 dias de estocagem) que Sao
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comparaveis aos encontrados nos filés preparados utilizando o método GRE
(8,15 = 0,49 %) do presente trabalho, embora a temperatura e tempo utilizados tenham
sido diferentes (180 °C/4 min de cada lado).

Em relacdo a pescada-branca, os teores de lipidios totais encontrados para
o filé cru (13,45 £ 0,90 %) também foram semelhantes aos encontrados por Sancho
(2011), que foi de 16,1 + 0,7 g.100 g™ na base seca. Da mesma forma que no presente
estudo, no trabalho de Sancho (2011) as amostras controle cruas comparadas as
amostras controle cozidas (95+1°C por 30 min) ndo apresentaram diferencas

significativas (p > 0,05) em seus teores de lipidios totais.

3.3.2 PROTEINAS

Os teores de proteinas, expressos em base Umida e em base seca estao
demonstrados na Tabela 1.4. Em ambas as espécies de peixe analisadas, nos
diferentes tratamentos, os teores de proteinas, em base Umida foram significativamente
superiores ao do CRU, com excecdo do ENF. Entre os tratamentos também foram
constatadas diferencas significativas (p < 0,05), sendo que para o filé de merluza o
maior teor foi do MIC e para o filé de pescada-branca o maior teor de proteinas foi para
o tratamento FRI, que diferiu dos demais. Para as duas espécies, o menor valor
proteico foi verificado nos filés submetidos aos métodos CRU e ENF, os quais nao
diferiram entre si. Considerando-se o teor de umidade encontrado, o resultado para os
tratamentos CRU e ENF é coerente ja que foram 0s que apresentaram 0s niveis mais
elevados de umidade. Contudo, esperava-se que, para ambas as espécies, 0s maiores
teores proteicos fossem para o FRI e isto s6 ocorreu para o filé de pescada-branca.
Gokoglu et al. (2004) também relataram um maior teor de proteinas em amostras de
trutas fritas (180 °C) e cozidas em micro-ondas (2450 MHz por 13 min), relacionando a
concentracdo dos nutrientes com a maior perda de agua induzida por estes métodos.
Ja Marimuthu et al. (2012) descreveram maiores teores proteicos nos filés fritos
(180 T por 15 min) e grelhados (em grill, 10 min cada lado, ndo citaram temperatura)
em comparacao aos filés de peixes crus e também consideraram que o aumento

ocorreu em funcdo da maior perda de umidade provocada pelos métodos de coccgao.
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Tabela 1.4 Teor médio de proteinas (g.100 g™) em filés de merluza (M. hubbsi) e de

pescada-branca (C. leiarchus) crus e submetidos a diferentes métodos de coccao

(base Umida e seca)

PROTEINAS (g.100 g %)

Amostras Merluza Pescada-branca
Base Umida Base seca Base umida Base seca

CRU 15,86 +0,61 84,29 +253  18,03°®+0,65 82,88 +1,64
AFE 20,55 +0,34 83,12**+425 23,98°F+101 85091*" +3,59
AFC 26,01 +1,32 79,40 +3,77 24,00°®+1,72 79,50%"* + 9,04
GFC 26,45 +0,63 90,59 +12,14 2565 +0,16 84,69* +3,23
GRE 24232 +1,12 86,41 +227 21,44®+0,44 83,78%+0,92
MIC 28,874 +1.04 88,61 +203 22,43°®+0,37 81,39 +3,06
ENF 18,119+ 0,23 84,01 +4,71  19,04°4+0,48 82,71%*"+448
EFC 21,84 +1,71 80,20**+8,18 2520°®+0,52 85,64* +10,00
FRI 26,52°+0,62 66,58 +1,39 28,36°°+0,33 70,06 +1,74

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em forno
combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogao; EFC: ensopado em
forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Média + desvio padrao (n = 9) indicadas por uma mesma letra mindscula
em uma mesma coluna e mesma letra maiduscula entre as colunas nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No presente trabalho, quando os resultados foram analisados em base seca
os comportamentos foram diferentes em relagdo aos da base umida. Os teores de
proteinas dos filés de merluza e de pescada-branca, nos diferentes tratamentos, nédo
diferiram do CRU, exceto em relacdo ao metodo FRI que apresentou 0 menor teor em
ambas as espécies. Portanto, a concentracdo de proteinas ndo ocorreu somente pela
perda de umidade. O menor teor de proteinas em peixes fritos tem sido atribuido a
diluicdo causada pela absor¢do do Oleo da fritura pelo alimento (STEINER-ASIEDU et
al., 1991; GOKOGLU et al., 2004; KOUBAA et al., 2012), o que é condizente aos
resultados do presente estudo. Na comparacéo entre as duas espeécies de peixes nao
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) relacionadas a um mesmo
método, o que sugere que eles exerceram influéncias similares no teor de proteinas,
independentemente da espécie avaliada.

A RDC N°. 54, de 12 de novembro de 2012, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012) foi estabelecida com base nas “Diretrizes para o
uso de declaracbes nutricionais e saudaveis” Codex

publicadas pelo
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Alimentarius/WHO/FAO (CODEX ALIMENTARIUS, 1997). De acordo com esta
resolucdo para que um alimento seja considerado com alto conteido de proteina
deverd apresentar um minimo de 12 g de proteinas por 100 g ou 100 mL, em pratos
preparados, conforme o caso (BRASIL, 2012). Com base nesta resolucéo, o tratamento
térmico ndo comprometeu quantitativamente o valor proteico das duas espécies de
peixes, portanto as preparacdes avaliadas sdo consideradas como alimentos de alto
conteudo de proteinas.

As gquantidades de proteinas encontradas para as duas espécies de peixes
estudadas, submetidas aos diferentes métodos de coccao, foram condizentes com
outros trabalhos com peixes como o de Zotos et al. (2013) que avaliaram anchovas
fritas durante 2, 3, 4 e 5 minutos em azeite de oliva e 6leo de girassol (200 °C) e
sardinhas assadas por 20, 40, 50 e 60 minutos em forno (200 °C) e também ao de
Koubaa et al. (2012) que submeteram filés (Mullus barbatus) a fritura (5 min a 180 °C),
vapor (10 min), micro-ondas (1.000 W por 8 min) e assado (220 °C por 10 min).

A qualidade proteica dos pescados é elevada, por fornecerem todos 0s
aminoacidos essenciais, com um elevado teor de lisina. A lisina € um aminoacido
limitante em cereais, tais como o arroz, milho e a farinha de trigo. Além disso, o valor
biolégico do pescado € proximo de 100, determinado pela alta absorcdo dos
aminoacidos essenciais. A digestibilidade é alta, acima de 95 %, para a maioria das
espécies de peixe (OETTERER, 2005). Portanto, os peixes sédo importantes fontes de

proteinas na alimentacao.

3.3.3 CINZAS

Em relacdo aos teores de cinzas (Tabela 1.5), por meio dos resultados
encontrados na analise do filé de merluza na base umida, foi possivel demonstrar que
os tratamentos influenciaram significativamente (p <0,05) em seu conteudo,
predominando valores menores (ENF, AFE, GRE e GFC) em relacdo ao CRU. Para os
filés submetidos ao tratamento FRI verificou-se um maior teor de cinzas, porém nao

diferiu significativamente (p > 0,05) dos valores encontrados para AFC e EFC.
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Tabela 1.5 Teor médio de cinzas (g.100 g*) em filés de merluza (M. hubbsi) e de

pescada-branca (C. leiarchus) crus e submetidos a diferentes métodos de coccao

CINZAS (g.100 g %)

Merluza Pescada-branca
Amostras Base Umida Base seca Base umida Base seca
CRU 0,98"*+0,08 525*+0,71 0,79®°+0,10 3,62°+0,51
AFE 0,59%4+0,05 2,37"+024 0,88®+0,05 3,14"®+0,17
AFC 1,454 +0,11 4,42%"+0,42 1,48*+0,08 4,91*+0,51
GFC 0,69°+0,02 2,01°“+041 0,93®+0,07 3,07°+0,32
GRE 0,72°%+0,05 2,56**+0,12 0,90®+0,07 3,53°®+0,36
MIC 0,80°4+0,07 2,46*“+0,23 0,82°4+0,05 2,96™ +0,12
ENF 0,55%4+0,01 2,54*+0,18 0,90®®+0,09 3,908 +0,50
EFC 1,41 +0,06 515 +0,13 0,98®®+0,05 3,32°2+0,23
FRI 1,50 +0,11 3,76 +0,36  1,20°®+0,04 2,96 +0,06

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em forno
combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogdo; EFC:
ensopado em forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Média + desvio padrdo (n = 9) indicadas por uma
mesma letra mindscula em uma mesma coluna e mesma letra mailscula entre as colunas néo diferem entre
si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas amostras de pescada-branca em base Umida, somente os tratamentos
AFC e FRI provocaram teores significativamente maiores do que o CRU e diferiram
entre si (p < 0,05).

O tratamento FRI induziu ao menor teor de umidade (Tabela 1.1), o que
justificou uma maior concentracdo do conteudo de cinzas nas amostras de peixe de
ambas as espécies. Em outros estudos, como no trabalho de Erkan et al. (2010), os
teores de cinzas nos filés de peixes fritos (180 °C) foram superiores aos crus, cozidos
ao vapor (2000 W, 10 a 12 min) e grelhados (180 °C por 30-40 min) tanto na base
Umida quanto na base seca. Gall et al. (1983), Garcia-Arias (2003) e Gokoglu et al.
(2004) também encontraram um maior teor de cinzas em peixes fritos (180°C) e
associaram este resultado, a perda de umidade causada pela fritura a concentracao
nos teores de cinzas nas amostras. Ja Tirkkan et al. (2008) ndo encontraram
diferencas significativas (p > 0,05) nos teores de cinzas (base umida) no peixe robalo
entre os meétodos frito (180 °C), assado (180 °C por 30 min) e cozido em micro-ondas
(2450 MHz por 13 min) que apresentaram-se significativamente superiores (p > 0,05)

ao do cru. Por outro lado, Koubaa et al. (2012) relataram teores de cinzas (base Umida)
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significativamente menores (p <0,05) nos peixes cozido a vapor (10 min), assado
(220 °C por 10 min) e frito (180 °C por 5 min) em comparac¢ao ao cru, associando a
reducdo nos teores de cinzas a perda de agua que levou a lixiviagdo dos minerais.

No presente estudo, em base seca houve algumas variacdes na influéncia
dos diferentes tipos de tratamentos sobre os teores de cinzas, em relacdo ao ja
relatado para a base Umida. Para o filé de merluza os tratamentos também
influenciaram nos teores de cinzas causando uma redugéo significativa (p < 0,05) em
comparacao ao CRU, exceto para o método EFC e AFC. Os menores teores foram
para o GFC, AFE, MIC, ENF e GRE que nao diferiram significativamente entre si
(p < 0,05). Nas amostras de filé de pescada-branca, novamente o maior teor de cinzas
foi do AFC que diferiu dos demais métodos (p < 0,05). Os demais tratamentos nao
interferiram no conteddo de cinzas, pois ndo diferiram significativamente do CRU
(p > 0,05).

De forma semelhante ao presente estudo, Gall et al. (1983) trabalhando com
qguatro espécies de peixes (Garoupa, Pargo, Flérida Pompano e Cavala) justificaram
um aparente aumento da concentracdo no teor de cinzas com as perdas de umidade
pelo cozimento. Entretanto, quando os dados foram expressos em termos de matéria
seca desengordurada, os filés cozidos em agua, grelhado e micro-ondas tiveram um
teor de cinzas inferior aos filés crus correspondentes a cada espécie. Conteudos de
cinzas foram perdidos quando os filés de espécies com pouca gordura foram assados,
cozidos, fritos ou cozidos com micro-ondas. Nao se observou reducdo no teor de
cinzas em base Umida, seca ou seca desengordurada, quando os filés de Cavala ricos
em gordura foram cozidos. Estes dados sugeriram uma relacdo entre as cinzas
perdidas durante o cozimento e o teor de lipidios dos filés originais (GALL et al., 1983).
De certa forma, no presente estudo pode-se sugerir relacdo semelhante entre a perda
de cinzas e o teor de lipidios, ja que o filé cru de pescada-branca teve um teor de
lipidios significativamente maior (p < 0,05) do que o filé cru de merluza e apresentou
menor perda de cinzas (p < 0,05) para os tratamentos ENF, AFE, GRE e GFC apesar
do conteudo inicial de cinzas ter sido inferior ao dos filés de merluza (p < 0,05).

Zotos et al. (2013) relataram uma reducéo significativa (p < 0,05) nos teores
de cinzas nas amostras de anchovas fritas em 6leo de girassol em relacdo as amostras
cruas, entretanto, para sardinhas assadas em diferentes tempos (20 a 60 min), ndo
encontraram diferencas significativas (p = 0,05) nos teores de cinzas em relacdo as

cruas.
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3.3.4 SODIO

Foi observado um aumento no teor de sédio para o filé de merluza (base
umida) apds a coccgao. Os tratamentos que tiveram um aumento significativo (p < 0,05)
em relacéo aos filés crus foram EFC, AFC e FRI (Tabela 1.6). Em base umida, no filé
de pescada-branca, o tratamento térmico exerceu menor influéncia havendo diferenca
significativa (p < 0,05) em relagédo ao CRU somente para o tratamento AFC, no qual se
encontrou o maior teor de soédio. Por se tratar de dados obtidos em base Umida, o
aumento dos teores é explicado pela reducdo da umidade promovida pelo tratamento

térmico e, consequente concentragdo do mineral.

Tabela 1.6. Teor médio de sédio (mg.100 g*) em filés de merluza (M. hubbsi) e de

pescada-branca (C. leiarchus) crus e submetidos a diferentes métodos de cocc¢éo

SODIO (mg.100 g ™)

Método Merluza Pescada-branca
Base umida Base seca Base umida Base seca
CRU 56,16 + 2,58 299,374 +30,48  82,99°®+14,69 381,24°"® + 63,36
AFE 91,44" +11,31  371,02°4+61,01 76,62°*+17,52 274,46 +27,40
AFC 143,17 +18,90 437,62*+63,15 127,01* +7,38 453,02 + 40,79
GFC 74,42 + 0,60 255,46°" 40,27  81,56" +11,51 268,98"" +35,34
GRE 78,10 £12,42 279,344 +4979 72,92 +11,41 28553 " +48,77
MIC 89,40 + 9,05 274,264 +2435  86,51°+2,97 313,95 +1525
ENF 56,37 + 5,55 261,78 +33,84  68,45™ +3,05 293,56 + 26,12
EFC 144,64* +21,52 531,11 +87,04  100,79%® +598 343,54%F + 53 76
FRI 141,32* + 20,05 355,36°* +5593 98,68%% + 14,05 243,30°® +29,81

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em forno
combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogdo; EFC: ensopado em
forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Média + desvio padrao (n = 9) indicada por uma mesma letra mindscula em
uma mesma coluna e mesma letra mailscula entre as colunas nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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O tratamento AFC, para ambas as espécies em estudo, foi o que gerou
maior aumento do teor de s6dio. Como neste tratamento houve a aplicacdo de vapor,
gerado pelo préprio forno combinado, durante todo o processo de coccdo, pode-se
inferir que o sodio presente na agua que gerou o vapor foi adsorvido pela amostra. Este
fato também explicaria 0 maior teor de sodio encontrado apds o tratamento EFC, no
qual também é utilizado o vapor. Scheibler et al. (2010) também consideraram uma
adsorcdo do sodio em amostras de batatas submetidas a diferentes métodos de
coccao (cozida, micro-ondas, vapor) para explicar o aumento ocorrido do mineral em
todas as amostras analisadas.

Na literatura os resultados dos efeitos de coccdo sobre os teores de sédio
em peixes sao variaveis. Rosa et al. (2007) relataram aumentos significativos (p < 0,05)
nos teores de sodio (base umida) de bagres africanos cozido (100 °C por 7 min), frito
(180 °C por 5 min) e grelhado(350 °C por 5 min) em relacdo ao cru. Por outro lado,
Ersoy (2011) observou uma redugéo significativa (p = 0.000) do teor de sédio, em base
Gumida, em todas as amostras do peixe enguia europeia submetidas aos métodos assar
(200°C, 15 min), grelhar (200°C, 15 min), fritar (200 °C, 4 min) e micro-ondas
(2450 MHz, 4 min). Ja Hosseini et al (2014) verificaram que assar e fritar nao
exerceram nenhum efeito significativo (p > 0,05) no contelddo de sédio das amostras de
peixe enquanto o cozimento em agua fervente (5 min) e o micro-ondas (2450 MHz, 13
min) causaram um decréscimo do contetudo de sodio (p < 0,05). O contetdo de sédio
de trutas arco-iris foi afetado significativamente pela coc¢cdo (p <0,05) tendo
aumentado ap6s a coccdo por micro-ondas e diminuido no cozimento em &agua
(Gokoglu et al., 2004). Assim, a coccao parece exercer efeitos diversos no teor de
sédio em diferentes espécies de peixe. Em base seca, para o filé de merluza,
confirmou-se o aumento significativo (p < 0,05) do teor de sodio em relacdo ao CRU
nos tratamentos AFC, EFC e FRI. Contrariamente para as amostras de filé de pescada-
branca os tratamentos nao apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) em
relacdo ao CRU, exceto o tratamento FRI que apresentou reducdo significativa.
Pressupfe-se, neste caso, que 0 processo de fritura causou maior perda por
carreamento do sodio junto com o vapor de agua. Ersoy & Ozeren (2009) observaram
em amostras de bagres africanos aumento significativo (p < 0,05) dos teores de sédio,
em base seca, para os métodos cozido, micro-ondas, assados e fritos, enquanto houve
uma reducdo nas amostras grelhadas. Ja Koubaa et al. (2012) encontraram uma

reducao significativa (p < 0,05) nos conteudos de sodio de filés de peixe apds todos os
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meétodos de cozimento (fritura, cozimento, assado em forno e micro-ondas), dados
também fornecidos em base seca.

No presente estudo, embora o teor de sodio dos peixes crus tenha diferido
entre si (p < 0,05), com maior teor para os filés de pescada-branca, apos a coc¢ao as
diferencas entre as espécies dentro do mesmo tratamento foram, em sua maioria,
insignificantes (p > 0,05). Os tratamentos EFC e FRI diferiram significativamente
(p < 0,05) entre si (bases Umida e seca), e o tratamento AFE s6 diferiu entre os peixes
quando analisado em base seca. Esperava-se que os métodos de coccéao interferissem
de forma similar em ambas as espécies, porém, como observado anteriormente, tais
resultados reforcam a hipotese de que a cocgdo por si sé ndo foi determinante do
conteado mineral. TANNEMBAUM et al. (1993) apontam que as perdas minerais que
ocorrem no processo de coccdo sao atribuidas ao processo de lixiviagdo que promove
um arraste de constituintes hidrossoluveis, porém, Pedrosa & Cozzolino (2001)
propdem também que a presenca de outros constituintes nos alimentos impede a perda
de minerais, durante a coccdo, por se ligarem a eles, tal fato explicaria o fator
diferencial entre as duas espécies de peixe estudadas.

Na RDC N°. 54/2012 consta que um alimento possui baixo teor de soédio se
apresentar, no maximo, 80 mg em 100 g ou 100 mL em pratos preparados, conforme o
caso (BRASIL, 2012). Assim sendo, além do filé de merluza CRU, somente o0s
tratamentos, ENF, GRE e GFC dos filés de merluza e os tratamentos ENF, GRE e AFE

dos filés de pescada-branca foram considerados com baixo teor de sédio.

3.3.5 POTASSIO

Os teores de potassio dos filés de merluza, em base Umida, s6 foram
alterados para os tratamentos AFC, FRI e EFC que aumentaram significativamente
(p <0,05) em relacdo ao CRU. Para o filé de pescada-branca (base Umida), os
aumentos nos teores de potassio detectados apos a coccdo nao foram significativos
(p > 0,05) em relacéo ao teor do CRU (Tabela 1.7).
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Tabela 1.7 Teor médio de potassio (mg.100 g*) em em filés de merluza (M. hubbsi) e de

pescada-branca (C. leiarchus) crus e submetidos a diferentes métodos de coccao

POTASSIO (mg.100 g ™)

Amostras Merluza Pescada-branca
Base Umida Base seca Base Umida Base seca

CRU 112,644+ 10,13 597,35 +16,43 184,27°"® 12285  846,25% + 90,84
AFC 417,86* £6,00  1276,06* 29,39 239,62% + 5,07 792,447 + 39 81
AFE 118,47°4 10,41 478,00°" +21,80 141,58 +27,49 507,18%" + 98,56
GFC 125,70 + 15,46 426,56% +28,62 194,76 B +860  643,38°"F 1+ 44 26
GRE 142,924+ 17,24 510,68° £ 69,09 152,47°"+24,36 594,92 + 85 75
MIC 140,66 +24,97 431,18 +70,92 189,63%® +22,64 690,08™" + 83,69
ENF 94,50 + 4,32 437,58 +582  186,54%"® +20,22 807,99 + 56,81
EFC 312,68™ +65,52 1145,67* +32,20 241,15 + 24,00 813,70%"® + 38,72
FRI 365,80°°" + 20,47 918,91" +63,96 218,50*"+5592  539,34%F + 2373

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em forno
combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogao; EFC: ensopado em
forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Média + desvio padrao (n = 9) indicadas por uma mesma letra mindscula
em uma mesma coluna e mesma letra mailscula entre as colunas néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Gokoglu et al. (2004) verificaram que os teores de potassio (base umida) de
amostras de truta arco-iris grelhadas e cozidas em micro-ondas aumentaram
significativamente (p <0,05) enquanto nas amostras cozidas diminuiram
significativamente (p <0,05) e nas amostras fritas e assadas foram insignificantes
(p > 0,05). Rosa et al. (2007) relataram aumentos significativos (p < 0,05) nos teores de
potéssio (base umida) em peixes submetidos aos métodos de coccéo frito e grelhado e
ndo detectaram diferencas entre o cru e o cozido. Hosseini et al. (2014) so identificaram
influéncia do cozimento em agua que levou a um descréscimo significativo (p < 0,05)
no conteudo de potassio nas amostras de peixe, os demais métodos usados (assado,
micro-ondas e frito) ndo exerceram nenhum efeito no conteddo de potassio.

A analise em base seca demonstrou que 0s tratamentos térmicos exerceram
influéncia diferente da relatada em base Umida nas duas espécies de peixe. Os teores

de potassio dos filés de merluza diminuiram significativamente (p <0,05) nos
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tratamentos GFC, MIC e ENF e nos filés de pescada-branca no AFE, GFC, GRE, MIC
e FRI em relagdo ao CRU. O aumento foi mantido para os tratamentos AFC, EFC e FRI
nos filés de merluza. Pressupde-se que nos tratamentos AFC e EFC que promoveram
o0 aumento do teor de potassio, as condi¢cdes de vapor utilizadas tenham contribuido
para reduzir a lixiviacdo, promovendo da mesma forma que ocorreu com o sédio, uma
adsorcao do mineral na superficie do alimento.

Os teores de potassio dentro do mesmo tratamento comparando-se as duas
espécies estudadas, tanto em base Umida quanto em base seca, apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) exceto para o AFE e GRE. Novamente supde-se
que, por se tratarem de duas espécies distintas de peixe, a presenca ou auséncia de
outros constituintes tenham interferido na preservacédo/perda do mineral durante a
coccdo. Destaca-se a diferenca de resultados para o tratamento FRI entre as espécies
ja que nas amostras de merluza os teores de potassio foram significativamente mais
altos e nas amostras de pescada-branca foram significativamente menores (p < 0,05)
em comparacdo ao CRU. Em estudos envolvendo outras espécies de peixe foram
também relatadas influéncias diferenciadas dos métodos de cocc¢éo aplicados sobre o
teor de potassio. Marimuthu et al. (2012) encontraram o0 maior teor de potassio em
base seca para as amostras de peixe cabeca de cobra frito e 0 menor para as
amostras assadas. Ersoy & Ozeren (2009) encontraram aumento significativo
(p < 0,05) no teor de potassio (base seca) em relacdo ao cru em todas as amostras de
bagres africanos analisadas: grelhada, assada, micro-ondas e frita. Em amostras de
enguia européia submetidas aos métodos assar, grelhar, fritar e micro-ondas o teor de

potéssio reduziu significativamente (p < 0,05) em comparacao ao cru (ERSQOY, 2011).

3.3.6 RELACAO SODIO/POTASSIO (Na/K)

A OMS recomenda uma ingestdo de < 2 g/dia de sddio (5 g/dia de cloreto de
sédio) em adultos objetivando reduzir a pressdo arterial, risco de doenca
cardiovascular, acidente vascular cerebral e doenca cardiaca coronaria em adultos
(WHO, 2012a). Para o potassio a recomendacao é de pelo menos 3510 mg/dia para
adultos (WHO, 2012b). Um aumento da ingestdo de potassio leva a redugcdo da
pressao arterial, diminui o risco de doengas cardiovasculares, tem efeitos benéficos
sobre a densidade mineral dssea, e mitiga as consequéncias negativas do consumo
elevado de sodio (WHELTON et al., 1997). Drewnowski et al (2012) relataram que a
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relacdo sodio/potassio deveria ser inferior a 1,0. Da mesma forma, Rosa et al (2012)
consideraram que a relagcdo sodio/potassio inferior a 1,0 € interessante sob o ponto de
vista nutricional e que relagdes maiores do que 1,5 tém sido associadas a incidéncia de
hipertensdo considerando as informacfes da Sociedade Americana para Ciéncias
Nutricionais.

Os resultados da relacdo sodio/potassio do presente estudo (Tabela 1.8)
foram todos inferiores a 1,0, independentemente do tratamento térmico aplicado. Em
termos absolutos verificou-se, de forma geral, que no filé de merluza a relagéo foi maior
do que no filé de pescada. Destaca-se o tratamento AFE que, em ambas as espécies,

teve uma relacdo mais préxima de 1,0.

Tabela 1.8 Relacdo Na/K (mg.100 g*) em filés de merluza (M. hubbsi) e de
pescada-branca (C. leiarchus) crus e submetidos a diferentes métodos de

coccéao
Relacdo Na/K (mg.100 g )
Método
Merluza Pescada-branca

CRU 0,50 0,45
AFE 0,77 0,54
AFC 0,34 0,53
GFC 0,59 0,42
GRE 0,55 0,48
MIC 0,64 0,46
ENF 0,60 0,37
EFC 0,46 0,42
FRI 0,39 0,45

CRU (peixe cru); AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em
forno combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogéo;
EFC: ensopado em forno combinado; FRI: frito em fritadeira.

Tanase et al (2011) publicaram o primeiro relatério sobre os teores de sédio
e potassio a partir de analises em alimentos canadenses e verificaram que as
propor¢des molares de sédio:potassio foram tipicamente altas ou baixas, com alguns
valores proximos da unidade. Assim, com poucas excec¢des, alimentos ricos em sodio
foram mais baixos em potassio, e vice-versa. Especificamente nas amostras de peixe,
encontraram proporcdes de sddio:potassio de 0,18 em truta arco-iris e de 0,94 em uma
mistura de hadoque, bacalhau e linguado. Embora muitos estudos disponiveis na
literatura ndo facam referéncia direta a relagdo sodio/potassio, confirmou-se uma

tendéncia do teor de potassio ser mais elevado do que o de sodio no tecido muscular
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dos peixes (GOKOGLU et al. 2004; ERSOY & OZEREN, 2009, ERSOY et al. 2011;
HOSSEINI et al. 2014).

Ha uma preocupacdo com a populagdo mundial que, de modo generalizado,
aumentou o consumo de alimentos processados nos quais ha uma remocdo de
potassio combinada a uma reducéo no consumo de frutas e vegetais, considerados as
maiores fontes dietéticas desde mineral (HE & MACGREGOR, 2008). Assim, o fato da
coccao do peixe ndo ter influenciado negativamente a relagdo sodio/potassio é um
aspecto nutricional muito positivo.

He & MacGregor (2008) enfatizaram também os estudos epidemioldgicos e
clinicos que comprovaram que uma dieta rica em potédssio além de reduzir a pressao
arterial em individuos e a pressao arterial média da populacao, reduz a mortalidade por
doenca cardiovascular, impede ou retarda a progressdo da doenca renal, reduz a
excrecdo urinaria de calcio e desempenha um papel importante na gestdo de
hipercalciiria e pedras nos rins e provavelmente diminui também o risco de

osteoporose.

3.3.7 VALOR ENERGETICO

Todas as amostras apresentaram aumento nos valores energéticos (VE), em
base Umida, apds a coccao. Devido a escassez de trabalhos disponiveis na literatura
foram realizados calculos do VE a partir dos dados de nutrientes de peixes submetidos
a diferentes métodos de coccdo apresentados por alguns autores (Tabela 1.9), tendo
como base a mesma metodologia utilizada no presente trabalho (FAO, 2002). Verificou-
se gue todos os métodos de cocg¢do proporcionaram um aumento no VE para os
peixes, provavelmente devido a reducéo do teor de umidade e aumento nos teores de
proteinas e ou lipidios das amostras. Verificou-se também que tanto para os peixes de
agua salgada (merluza, pescada, anchova e badejo) quanto para os peixes de agua
doce (jundia e truta arco-iris) ha uma consideravel variagdo do VE nas amostras cruas
(Tabela 1.9). As variacdes nos VE dos peixes ocorrem em funcdo da variacdo na
composi¢cdo quimica, especialmente nos teores de proteinas e lipidios que, como ja
citado, tanto em pescados provenientes de agua marinha ou doce, variam de espécie
para espécie e de individuo para individuo, dependendo ndo sé de fatores geograficos
e ambientais, mas também da idade, sexo, estado de maturacdo sexual,
comportamento migratdrio, alimentagdo, entre outros (HUSS, 1995; GUNER et al.,,
1998; OGAWA, 1999; MACEDO-VIEGAS et al., 2002; ORDONEZ et al., 2002).
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Tabela 1.9 Valores energéticos (kcal.g™) médios de estudos envolvendo diferentes

espécies de peixe

Weber

Presente trabalho et al. Gokoglu et al. Erkan et al. (2010)
(2004)

Amostras (2008)

Merluza  Pescada- Jundia  Truta arco-iris  Anchova Badejo

(M. hubbsi)  branca (Rhamdia  (Oncorhynchus (Dicentrarchus ~ (Sparus

(C. leiarchus)  quelen) mykiss) labrax) aurata)
Cru 81,36 98,46 84,59 110,16 189,41 58,63
Cozido 96,58 103,25 102,45 121,52 2314 91,14
Assado 105,68* 122,67* 124,76 148,93 Nd Nd
Grelhado 120,68 112,53 136,91 153,55 237,33 149,74
Micro-ondas 136,44 122,11 117,93 156,84 Nd Nd
Frito 210,95 209,41 259,60 219,66 339,49 187,83
Nd= ndo determinado *Método AFC (Assado em forno elétrico)

Embora ndo tenha sido possivel realizar uma analise estatistica para
comparacao dos resultados com os estudos apresentados na Tabela 1.9, verificou-se
que, dentre os meétodos de coccao, o cozido proporcionou o menor VE absoluto para
todos os peixes. Contudo, de acordo com a RDC n° 54 um alimento s6 sera
considerado de baixo VE se apresentar valores de no maximo 40 kcal.g™* em 100 g ou
100 mL em pratos preparados, conforme o caso (BRASIL, 2012). Assim, nenhum dos
meétodos proporcionou um alimento de baixo VE. Como era esperado, o método frito
proporcionou o maior VE em todos os estudos devido, principalmente, a absorcdo do
Oleo de fritura que eleva as calorias de forma consideravel ja que cada grama de
gordura proporciona 9 kcal (FAO, 2002).

Nas amostras de filé de merluza e de pescada-branca foram encontrados
VE semelhantes (Tabela 1.10), principalmente para os métodos GRE, ENF, GFC, AFC
e FRI, cujas diferencas foram inferiores a 10 %. Nos filés submetidos aos métodos
CRU, AFE, MIC e EFC as diferencas foram superiores a 10 %, havendo predominancia
de VE mais altos para a pescada-branca, exceto em relacdo ao método MIC. As
diferencas entre os VE dos filés CRU, AFE e EFC deveu-se aos maiores teores
lipidicos e proteicos encontrados na pescada-branca. No caso do método MIC, que
proporcionou maior VE para o filé de merluza, a diferenca foi devido ao maior teor de
proteinas.

Freitas, MT (2014) 93



Capitulo 1 — Impacto dos métodos de cocgcdo na composicao de peixes

Tabela 1.10 Valor energético das amostras cruas e submetidas a diferentes

meétodos de coccdo em filés de merluza (M. hubbsi) e de pescada-branca (C.

leiarchus)
Valor energético (kcal.g ™)
A t .
mostras Merluza  Pescada-branca % de diferenca

CRU 81,36 98,46 17,36
GRE 120,68 112,53 6,75
AFE 105,68 122,67 13,85
MIC 136,44 122,11 10,50
ENF 96,58 103,25 6,46
GFC 124,58 133,92 6,97
EFC 115,63 129,13 10,45
AFC 137,27 131,04 4,54
FRI 210,95 209,41 0,73

CRU (peixe cru); GRE (peixe chapeado); AFE (peixe assado em forno elétrico); MIC (peixe cozido
em forno micro-ondas); ENF (peixe ensopado em fogdo convencional); GFC (peixe grelhado forno
combinado); EFC (peixe ensopado forno combinado); AFC (peixe assado forno combinado).

4 CONCLUSAO

Os filés crus de merluza e pescada-branca apresentaram diferencas
significativas em sua composi¢do centesimal. Para os filés de merluza crus foram
encontrados menores teores de lipidios, proteinas, Na, K e baixo valor energético. Em
termos da relacdo Na/K foi observada uma semelhanca para as duas espécies sendo
inferior a 1,0, situacdo considerada ideal sob o ponto de vista nutricional.

Em relagédo aos diferentes métodos de coccdo aplicados nas duas espécies
de peixe, para o teor de lipidios houve maior reducédo proporcionada pelo MIC nos filés
de merluza e pelo EFC nos filés de pescada-branca. O método FRI apresentou maior
teor lipidico devido a absor¢cdo de 6leo do meio de cocgcdo. Em termos proteicos, 0s
métodos de cocgdo aos quais as duas espécies foram submetidas ndo causaram
reducdes significativas, portanto todas as preparacdes foram consideradas de alto
conteudo proteico. Para os filés obtidos apos todos os métodos de coccdo foi
encontrada uma relacdo Na/K adequada, pois todas foram inferiores a 1,0. O método
ENF foi o que propiciou um menor valor energético, tanto para merluza como para a
pescada-branca. Pelos resultados obtidos, em termos nutricionais, verificou-se que nao

€ possivel apontar um Unico método como o melhor, contudo, considerando-se o maior
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teor lipidico, maior valor calérico e menor teor proteico apresentado pelos filés FRI, a

fritura seria o0 método menos recomendado
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CAPITULO 2 IMPACTO DE DIFERENTES METODOS DE COCCAO NO
TEOR DE COLESTEROL E NA FORMACAO DE 7-CETOCOLESTERO L
EM FILES DE MERLUZA (Merluccius hubbsi ) E DE PESCADA-

BRANCA (Cynoscion leiarchus)

RESUMO

Os niveis de colesterol e 7-cetocolesterol foram medidos em filés de merluza
(Merluccius hubbsi) e pescada-branca (Cynoscion leiarchus) crus e submetidos aos
seguintes métodos de cocgdo: assado em um forno elétrico e micro-ondas; cozido,
grelhado e assado em forno combinado; cozido em um fogdo convencional; grelhado
em chapa elétrica e frito em fritadeira. Os filés processados de ambas as espécies
exibiram os niveis de colesterol significativamente (p <0,05) menores do que as
amostras cruas. A maior reducao do teor de colesterol (64,92 % nos filés de merluza e
65,08 % nos filés de pescada-branca) ocorreu nos filés submetidos ao tratamento AFC.
Em todas as amostras o 7-cetocolesterol foi detectado em niveis significativamente
diferentes (p < 0,05), dependendo do método de coccao e do tipo de peixe. Os teores
de 7-cetocolesterol foram mais elevados para os filés de merluza submetidos aos
tratamentos GFC (13,94 +1,17 yg.g), AFE (13,41+0,75ug.gY) e AFC
(12.00 + 1.24 pg.gY), tratamentos nos quais foram utilizados altas temperaturas e
tempos de coccado mais longos. O teor mais baixo de 7-cetocolesterol (p < 0,05) foi
detectado no tratamento EFC (6,90 + 0,21 pg.g™ de filé de merluza e 6,47 +0,28 ug.g*
de filé de pescada-branca). Estes resultados indicam a necessidade de revisdo dos
procedimentos nos filés de peixe assados, objetivando o fornecimento de alimentos

mais saudaveis.

Palavras-chave: peixe, oxidacdo do colesterol, processamento térmico, servico de

alimentacdo, CG/EM.
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ABSTRACT

IMPACT OF DIFFERENT COOKING METHODS ON THE CHOLESTEROL
CONTENT AND FORMATION OF 7-KETOCHOLESTEROL IN ATLANTIC HAKE
(MERLUCCIUS HUBBSI) AND SMOOTH WEAKFISH (CYNOSCION LEIARCHUS)
FILLETS. The levels of cholesterol and 7-ketocholesterol were measured in raw Atlantic
hake (Merluccius hubbsi) and smooth weakfish (Cynoscion leiarchus) fillets and in fillets
subjected to the following cooking methods: baking in an electric or microwave oven;
baking, grilling or stewing in a steam-convection oven; simmering on a stove; electric
grilling; and deep frying. The processed fillets from both fishes exhibited significantly (p
< 0.05) lower cholesterol levels than the raw samples. The greatest reduction of
cholesterol (64.92% in fillets of Atlantic hake and 65.08% in the fillets of smooth
weakfish) occurred in fillets subjected to the treatment BOS. In all of the samples, 7-
ketocholesterol was detected at significantly (p < 0.05) different levels depending on the
cooking method and the type of fish. The levels of 7-ketocholesterol were higher for
fillets of Atlantc hake submitted to the GCO (13.94+1.17 pg.g),
BEO (13.41 +0.75 yg.g™t) and BOS treatments (12.00 +1.24 pyg.g™), in which high
temperatures and long cooking times were used.The lowest level of 7-ketocholesterol
(p < 0.05) was detected in fillets in the treatment SOS (6.90 + 0.21 ug.g™ of the Atlantic
hake fillet and 6.47 +0.28 pg.g™* of the fillet smooth weakfish). These results indicate
the necessity of revising the baking procedures for fish to increase the healthiness of

food.

Keywords : fish, cholesterol oxidation, heat processing, food service, GC/MS.

1 INTRODUCAO

O colesterol (colest-5-en-33-ol), um componente essencial para a estrutura e
funcionamento das membranas celulares (RAYNER et al., 2010), encontra-se em
quantidades importantes em peixes e outros alimentos de origem animal (SOTO-
RODRIGUEZ et al., 2008). Como um alcool insaturado, o colesterol € susceptivel a

oxidacéo, formando compostos conhecidos como produtos de oxidacao de colesterol,
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oxisterois ou oOxidos de colesterol (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010). Estes
compostos constituem um grupo de esterbis semelhantes a estrutura de colesterol,
mas qgue contém, como um complemento, um grupo hidroxila, cetona ou epdéxido no
anel esterol ou um grupo hidroxila na cadeia lateral da molécula (CARDENIA et al.,
2013).

Embora o papel dos produtos de oxidacdo do colesterol da dieta na
aterogénese seja controverso (STAPRANS et al., 2000; ANDO et al., 2002), ha
evidéncias de que os Oxidos de colesterol dietéticos promoveram aterogénese em ratos
(SOTO-RODRIGUEZ et al., 2009) e lesbes hepaticas induzidas por hipercolesterolemia
em coelhos (HUR et al., 2014). Além disso, varios 6xidos de colesterol demonstraram
ser citotoxico (MONIER et al., 2003; NURY et al., 2013), mutagénico (CHENG et al.,
2005), carcinogénico (LINSEISEN et al., 2002, POIROT & SILVENTE-POIROT, 2012;
POLI et al., 2013) e possuirem efeitos bioldgicos indesejaveis, tais como a interferéncia
no metabolismo de esterol e alteragbes nas propriedades da membrana celular
(BOSINGER et al., 1993; SCHROEPFER, 2000). Em alimentos submetidos ao calor, a
oxidacdo do colesterol inicia-se principalmente por meio da remocédo de um atomo de
hidrogénio na posicdo do carbono C-7 do anel esterol seguido pela adicdo de uma
molécula de oxigénio, conduzindo a formacdo de 7a e 7B-hidroperoxicolesterol. Estes
hidroperoxidos prontamente se decompdem e sofrem desidratacdo adicional para
formar 7-cetocolesterol durante o aquecimento de alimentos (SMITH, 1996). Outros
produtos de oxidacéo de colesterol também podem ser formados por meio de oxidacao
em carbonos C-5 e C-6 do anel de esterol, tais como a producdo de epodxidos 5,6 a-
epoxicolesterol e 5,6 B-epoxicolesterol. As oxidacdes na cadeia lateral promovem a
formacdo de monohidroperéxidos, principalmente  20a-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 26-hidroxicolesterol, e seus produtos de degradacdo (BROWN &
JESSUP, 2009).

Entre os varios produtos de oxidacdo do colesterol, 7-cetocolesterol tem
provado ser um marcador util de oxidacdo do colesterol em alimentos processados,
uma vez que é produzido em grandes quantidades e nas fases iniciais do processo
oxidativo, especialmente em peixe e outros produtos marinhos (PARK & ADIS, 1985;
RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2012; RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2014).

Peixes com maior teor lipidico sdo considerados um dos alimentos mais
suscetiveis a oxidacdo pelo seu conteudo de colesterol e acidos graxos poli-

insaturados (HUR et al., 2007). Os acidos graxos poli-insaturados sdo altamente
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susceptiveis a oxidacdo mesmo sob condi¢cbes de aquecimento moderado e séo fontes
de radicais livres que aceleram os mecanismos de oxidagdo de colesterol (SMITH,
1987; KIM & NAWAR, 1991, XU et al., 2011). O peixe € por vezes consumido cru, mas
geralmente é submetido a coc¢éo que favorece a oxidacéo de lipidios podendo levar a
perdas em seu valor nutricional (SALDANHA et al., 2008). A formacéo de oOxidos de
colesterol em peixes processados foi reportada anteriormente (OHSHIMA et al., 1993,.
SHOZEN et al., 1995; ECHARTE et al., 2001; ZUNIN et al., 2001; AL-SAGHIR et al.,
2004; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2008; SALDANHA et al, 2008;. SALDANHA &
BRAGAGNOLO, 2010). No entanto, existem poucos estudos sobre a influéncia de
diferentes métodos de coccdo em peixes merluza (Merluccius hubbsi) e pescada-
branca (Cynoscion leiarchus). Estes peixes sdo muito utilizados em servicos de
alimentacéo brasileiros, mas o conhecimento disponivel sobre o efeito dos métodos de
coccdo, usualmente empregados nesses estabelecimentos sobre a formacédo de
produtos de oxidagcdo do colesterol nos peixes processados é ainda limitado. Assim,
este estudo teve como objetivo avaliar a formacdo de 7-cetocolesterol em filés de
merluza e de pescada-branca, processados por métodos de coccdo comumente
empregados nos servi¢cos de alimentacao, incluindo grelhar, ensopar, fritar e assar em

diferentes equipamentos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Files de merluza (Merluccius hubbsi) e de pescada-branca (Cynoscion
leiarchus) foram cedidos pelo Restaurante Universitario da Universidade Federal de
Ouro Preto, Ouro Preto, Minas Gerais. Amostras (30 kg) de cada espécie foram
adquiridas congeladas de uma distribuidora de pescados congelados (Belo Horizonte,
Brasil). Os filés foram mantidos & temperatura de -18 T, em congelador Termisa®
modelo BD 400 (Maracanau, Brasil), at¢é o momento de seu processamento, que
ocorreu num periodo maximo de 30 dias apds a aquisi¢cao e prazo inferior aos 180 dias

de validade do produto.
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2.2 COCCAO DAS AMOSTRAS

Os filés limpos e sem pele, apresentando aproximadamente 15cm de
comprimento, 6 cm de largura e 2 cm de espessura, foram previamente descongelados
sob refrigeracdo (4 + 1C). Em seguida, amostras de cerca de 500 g do filé (cerca de 3
a 4 filés) de cada espécie de peixe, foram submetidas a oito diferentes métodos de
coccao (fritura, assado em forno elétrico, assado em forno combinado, grelhado em
chapa elétrica, grelhado em forno combinado, ensopado em fogao, ensopado em forno
combinado e coccdo em forno micro-ondas. Ao final de cada processamento, todas as
amostras tiveram a temperatura final medida utilizando-se termémetro digital portatil
Equitherm® (Gravatai, Brasil). Apés o preparo, cada amostra foi triturada e
homogeneizada em multiprocessador Hamilton Beach Brands® (Glen Allen, EUA),
embalada a vacuo em plastico de poliamida e polietileno e mantida congelada a -18 <C,
até o momento das andlises. As amostras foram descongeladas a 4+ 1TC. As
amostras submetidas a coccédo e in natura (CRU) foram preparadas em triplicatas e
cada preparacdao foi analisada em trés repeticées (n = 9).

As condicdes de tempo e temperatura empregadas no processamento foram
as normalmente adotadas pela unidade de alimentacdo. No método de fritura (FRI) foi
utilizada fritadeira semi-industrial, de aco inox, Tedesco® (Caxias do Sul, Brasil), com
capacidade maxima de 3,5 L de 6leo em cada cesto. O termostato foi ajustado para
manter a temperatura a 180 €. Cada amostra foi sub metida a fritura por trés minutos
sendo o 6leo de soja substituido a cada amostragem de 500 g. Em forno elétrico
convencional (AFE) utilizou-se um forno semi-industrial, sem ventilacdo forcada, ITC
Eletro® (Guaramirim, Brasil), com temperatura mantida a 200 € por 30 minutos. As
amostras foram assadas em refratarios de vidro, com periodo de 15 minutos para cada
lado do filé. As amostras de filé grelhadas (GRE) foram preparadas em chapa elétrica
Multi-Grill Express Baby® (Londrina, Brasil). A chapa foi pré-aquecida a 180 C por 10
minutos e a amostra foi grelhada durante 4 minutos. No Forno Combinado EC3
Gourmet Pratica Technicook® (Pouso Alegre, Brasil) os filés foram submetidos a trés
diferentes métodos: assar (AFC), grelhar (GFC) e ensopar (EFC). Para obtencdo do
peixe assado, os filés foram processados a temperatura de 180 T por 25 minutos em
vapor meédio. No preparo dos ensopados, os filés foram submetidos & coccdo em vapor
meédio a temperatura de 150 T por 30 minutos. As am ostras foram grelhadas a 220 °C

por 8 minutos. O fogdo a gas Continental 2001 Maxim’s Giromagic® (S&o Paulo, Brasil)
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foi usado para ensopar os files (ENF). A amostra de cada tipo de filé foi colocada em
utensilio de aco inox Rochedo® n° 22. De acordo com a necessidade, foram
adicionados 100 mL de agua para auxiliar no processo de cocg¢do, que teve duracao de
18 minutos. Foi utilizado um forno micro-ondas Maxi Gratine inox Brastemp® (S&o
Paulo, Brasil) para assar os filés (MIC). Cada amostra de filé foi colocada num
refratario de vidro e processada por 15 minutos, em poténcia maxima (820 W) e
frequéncia de 60 Hz.

2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 PADROES E REAGENTES

Foram utilizados o 5 a-colestano (= 97 %) como padrao interno e os padroes
de colesterol (=99 %) e 7-cetocolesterol, obtidos da Sigma-Aldrich Co. Ltd (Milford,
EUA). Cloroférmio, n-hexano e metanol, todos em grau HPLC, e hidroxido de potassio,
cloreto de potassio, sulfato de sédio anidro e piridina foram adquiridos da Merck Brasil
(Rio de Janeiro, Brasil). O reagente BSTFA/TMCS 99:1 (N,O-bis
(trimetilsilil)/trimetilclorosilano) foi adquirido da Sigma-Aldrich Co. Ltd (Milford, EUA).
Foram preparadas solucées estoque de 5 a-colestano na concentracéo de 0,5 mg.mL™,
colesterol nas concentracbes de 0,4 mg.mL* e 2mgmL™, 7-cetocolesterol nas
concentracbes 0,05 mg.mL'l e 0,005 mg.mL'l, em n-hexano e armazenadas a -18 °C
por periodo maximo de 6 meses. Toda agua utilizada foi obtida utilizando sistema MilliQ

(Millipore®, S&o Paulo, Brasil).

2.3.2 EXTRACAO LIPIDICA

A extracao lipidica foi realizada de acordo com Folch et al., 1957. Logo apos
descongelamento, uma aliquota de 10 + 0,5 g de filé, foi homogeneizada com auxilio
de almofariz e pistilo. Ao material triturado adicionou-se 200 mL de cloroférmio-metanol
(2:1 vlv), sendo a mistura homogeneizada durante 3 minutos com auxilio de um mixer.
A mistura foi filtrada para um funil de separacéo de 500 mL utilizando-se papel de filtro
qualitativo (INLAB®, tipo 50, de 9 cm). A fracdo residual foi cuidadosamente retirada do

papel de filtro e novamente extraida com 100 mL de cloroférmio-metanol (2:1),
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homogeneizada por mais 3 minutos no mixer e novamente filtrada para o funil de
separacdo. O residuo restante no almofariz e no mixer foi lavado com 30 mL de
cloroférmio-metanol (2:1) e transferido diretamente para o funil de separacdo. A este,
foram adicionados 66 mL de cloreto de potassio a 0,74 % (7,4 g de KCl em 1000 mL de
agua destilada). O funil foi tampado e a mistura submetida a agitacao por cerca de 1
minuto. Apds 3 minutos de repouso para ocorrer a separacao das fases, a fase inferior
(cloroférmio-metanol) foi transferida para um baldo de fundo redondo de 250 mL
(previamente seco a 105 T durante 12 horas), conte ndo 5 g de sulfato de sddio anidro.
O funil de separacdo e o papel de filtro foram lavados com 30 mL de cloroférmio-
metanol (2:1), que também foram transferidos para o baldo de fundo redondo. O
cloroférmio foi retirado da solugéo e recuperado utilizando rotavapor em temperatura de
no maximo 55 °C. ApGs pesagem do baldo, o residuo foi dissolvido com 10 mL de
cloroférmio e transferido para tubo de Falcon e posteriormente evaporado utilizando
fluxo de nitrogénio. Os tubos contendo o material oleoso obtido do filé de peixe foram
mantidos em freezer a -18°C, até o momento da extracdo do colesterol e 7-

cetocolesterol.

2.3.3 EXTRACAO DO COLESTEROL E 7-CETOCOLESTEROL

O material oleoso extraido das amostras de filé peixe, foram submetidas a
reacdo de saponificacdo, de acordo com procedimento sugerido por Chen & Chen,
1994. A aliquota do material oleoso, foram adicionados 20,0 uL da solucédo de 5 a-
colestano (padréo interno) seguido de homogeneizacdo em voértex por 1 minuto. A
seguir, foram adicionados 20 mL de KOH 1 mol.L* em metanol, mantendo a mistura
por 18 horas, a 25-30°C, sob agitacdo mecanica nas duas primeiras e nas duas
Gltimas horas do procedimento. Os frascos foram envoltos em papel aluminio para
reduzir a exposicdo a luz. Para separacdo da fracdo insaponificavel, logo apds o
término da reacdo foram adicionados 10 mL de agua ultra pura, sendo a mistura
imediatamente submetida a extracdo em funil de separacdo, por trés vezes
consecutivas com 10 mL de n-hexano. A fracao organica foi lavada com 10 mL de KOH
1 mol.L™* em metanol e, por trés vezes consecutivas, com 10 mL de &gua ultra pura. O
extrato obtido foi filtrado em papel Whatman n’ 1 contendo sulfato de sédio anidro e o
material retido no filtro lavado com 20 mL de n-hexano (MORALES-AIZPURUA &
TENUTA-FILHO, 2005). Este solvente foi retirado utilizando evaporador rotatorio a
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40 °C sob vacuo, e o residuo dissolvido com 1 mL de piridina e transferido para vials

para analise cromatografica.
2.3.4 DETERMINACAO CROMATOGRAFICA

As analises foram realizadas por cromatografia a gads com deteccéo por espectrometria
de massas em equipamento Shimadzu® (Toquio, Japao), modelo GCMS-QP2010 Plus.
As condicBes cromatograficas foram as seguintes: gas de arraste, hélio 5.0 analitico
(White Martins®); vazdo do gas de arraste, 1,46 mL.min™; velocidade linear da fase
mével, 45,0 cm.s™; modo de injecdo splitless; volume injetado, 2 pL. A temperatura de
interface foi de 280 T e a temperatura da coluna inicialmente foi de 100 € mantida
por 1 min, aumentando para 200 € a 10 T.min *; depois para 250 € a 15 C.min ™
depois para 280 € a 3 T.min * e sendo mantida nessa temperatura por 5 min. O
tempo de corrida foi de 26,67 min. A coluna utilizada foi a ZB-5HT inferno (5% fenil,
95% dimetilpolisiloxano), 30 m de comprimento, diametro de 0,25 mm e 0,10 um de
filme. Para a derivacdo foi utilizado o reagente de sillacdo N,O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida/trimetilclorosilano 99:1 (BSTFA/TMCS) (WU et al., 2009). A
derivacdo do analitos foi on-line, isto €, realizada diretamente no injetor do
cromatdgrafo. Neste procedimento o modo de injecdo foi modificado para que amostra
e reagente de derivacdo fossem injetados simultaneamente permitindo que a reacao
ocorresse no injetor, com a seguinte sequéncia: amostra, ar, BSTFA/TCM, ar. A
aquisicdo dos dados ocorreu no modo SIM (ions seletivamente monitorados) utilizando
razao massa carga (m/z) dos ions de maior intensidade sendo m/z 217, 218, 357 e 372
para 5a-colestano e m/z 357 para a quantificacdo e 217 para confirmacédo; para o
colesterol foram utilizados m/z 129, 329, 368, 458 e 0 m/z 329 para a quantificacao e
458 para confirmacao; para o 7-cetocolesterol foram utilizados m/z 367, 457 e 472 e o
m/z 367 para a quantificacao e 472 para identificacdo. Os tempos de retencao foram de
15,9, 17,2 e 20,9 minutos para o 5 a-colestano, colesterol e 7-cetocolesterol,
respectivamente.

A gquantificacdo dos analitos foi realizada por padronizacdo interna e curva
de calibracdo preparada utilizando 6leo de girassol, selecionado para compensacao de
possiveis interferentes. As curvas foram construidas em triplicatas e em seis niveis. As
concentracdes utilizadas foram de 10 ug mL™* para o padréo interno; 10 a 450 pg.mL™

para o colesterol e 0,1 a 15 pg.mL™* para o 7-cetocolesterol. As solu¢des padrdo
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utilizadas para a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas em n-hexano, no
dia de sua utilizagao, a partir de diluicdo das solu¢des estoque.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
utilizando-se o software CG-EM Solutions com base na relagédo sinal/ruido (S/R) dos
analitos nos cromatogramas das solu¢cdes menos concentradas da curva de calibracao.
Foram adotadas as rela¢des sinal-ruido LD =S/R>3 e LQ =S/R >10, sendo: S a
intensidade do sinal obtido pelo analito com uma concentragdo conhecida e R o ruido
gerado no mesmo tempo de retencédo do analito quando este ndo esta presente (AOAC
International, 1998).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para o ajuste da curva de calibracdo foi utilizado o método dos minimos
quadrados ordinarios, apos verificacdo dos pressupostos de normalidade,
independéncia dos residuos, homogeneidade de variancia e desvio da linearidade, de
acordo com Souza e Junqueira (2005). Os dados foram avaliados por meio de analise
de variancia aplicada a esquema fatorial 2 x 9 (peixe x método de coccdo). As
diferencas entre os valores de acordo com o tipo de peixe e os métodos de coccao
foram consideradas significativas utilizando o teste de Tukey para a = 0,05.

Os coeficientes de correlagdo produto-momento (r) ou correlacdo de
Pearson foram calculados para a relacdo entre os teores de colesterol e 7-
cetocolesterol nos filés de peixe com um nivel de significancia de p<0,01
(MONTGOMERY, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela aplicacdo do método dos minimos quadrados ordinarios (SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005) constatou-se que os métodos analiticos utilizados apresentaram
curvas de calibracdo lineares na faixa de 10 pg.mL™ a 450 pg.mL™ para o colesterol e
de 0,1 pg mL™ a 15 pg mL™ para o 7-cetocolesterol, com coeficientes de determinacéo
(R?) sempre maiores que 0,990. Pela analise dos perfis dos graficos de residuos em
funcdo da concentracédo dos analitos verificou-se que nao ocorreram tendéncias Obvias

de desvio da linearidade, bem como a presenca de valores dispersos detectados pelo
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teste de residuos padronizados Jacknife (Figura 2.1). A variancia foi homogénea
(p > 0,05), os residuos da regressao foram independentes (p > 0,20) e seguiram
distribuicdo normal (p >0,10) e ndo foram observados desvios significativos da
linearidade (p > 0,05) para as duas curvas.

Cardenia et al (2012) também relataram coeficientes de determinacédo (R?)
variando de 0.966 a 0.999 ao usarem a CG/EM na andlise de 6xidos de colesterol

evidenciando a linearidade obtida com a curva dentro das concentracdes testadas.
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Figura 2.1 Curvas de calibracdo (A e B) e gréaficos de residuos do colesterol (C) e 7-

cetocolesterol (D) utilizados na quantificacdo das amostras.

Por meio de andlise por CG-EM com deteccdo em modo de ions
seletivamente monitorados foram obtidos os cromatogramas dos padroes do 5-a

colestano (padrdo interno), colesterol e 7-cetocolesterol (anexo A) bem como o0s
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cromatogramas das analises das amostras dos filés de peixe, exemplificados no anexo
B.

3.1 AMOSTRAS CRUAS
Os teores de umidade, lipidios totais, colesterol e 7-cetocolesterol dos filés
de merluza (Merluccius hubbsi) e pescada-branca (Cynoscion leiarchus) séo

apresentados na Tabela 2.1, em base umida.

Tabela 2.1 Umidade, lipidios totais, colesterol e 7-cetocolesterol (base Umida) em filés

crus de merluza (M. hubbsi) e de pescada-branca (C. leiarchus)

Analito * Merluza Pescada-branca
Umidade (g.100 g 81.16%+0.95 78.25° +0.34
Lipidios totais (g.100 g™) 1.99° +0,12 2.922+0,18
Colesterol (mg.100 g*) 62,71° + 6,06 74,162 + 3,96
7-cetocolesterol (1g.100 g™) 0,045% + 0,009 0,050% + 0,001

*Os valores representam a média + desvio padrdo de nove resultados (trés lotes analisados em trés
repeticdes). Os sobrescritos em letras mindsculas (a, b) diferenciam (p < 0,05) as médias entre os peixes pelo
teste de Tukey.

Embora os teores de lipidios de tecidos de peixes variem com a espécie,
sexo, origem geografica, estacdo e outros fatores ambientais (BECHTEL, 2003;
OZOGUL et al, 2007), os valores de lipidios encontrados nos filés se encaixam bem
dentro da faixa determinada por outros autores para ambas as espécies (MENDEZ &
GONZALES, 1997; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2008; SANCHO et al.,, 2011).
Comparando-se o0s peixes houve diferenca significativa (p <0,05) sendo que na
pescada-branca foi encontrado maior teor de lipidio e menor de umidade do que nos
filés de merluza. Este resultado € igualmente consistente com o relatado por Waters
(1983) e Rebah et al. (2010), que descreveram que a quantidade de lipidios em peixes
€ inversamente proporcional ao contetdo de agua.

Tal como observado para lipidios totais, o teor de colesterol nos filés de
pescada-branca foi significativamente maior (p <0,05) que o dos filés de merluza

(Tabela 2.1). Este achado esta de acordo com Osman et al. (2001) que observaram
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gue em peixes marinhos a tendéncia para um aumento no lipidio total &€ seguida por um
aumento dos niveis de colesterol.

Os resultados de colesterol em base Umida foram superiores aos valores
que constam na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011), que
corresponde a 51 mg.100 g de colesterol para filés de merluza crus e 65 mg.100 g™
de colesterol para pescada-branca. Em outros estudos, os valores de colesterol foram
semelhantes ao do presente estudo para a mesma espécie de peixe (MATHEW et al.,
1999; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010; SANCHO et al., 2011; ZOTOS &
VOUZANIDOU, 2012). A variacdo entre os resultados pode ser atribuida a fatores
como regido geogréfica, estacdo do ano, maturidade, espécie, sexo, tipo de alimento
disponivel, condi¢Bes de criacdo (OSMAN et al., 2001; RASOARAHONA et al., 2005),
além de métodos analiticos (SPIRIC et al., 2010; GEORGIOU et al., 2014). MATHEW
et al. (1999) sugeriram que a quantidade de colesterol nos tecidos dos peixes parece
ser geneticamente determinada, uma vez que a quantidade de colesterol foi constante
dentro de uma familia, mas variou entre familias diferentes. As quantidades de
colesterol encontradas para a familia Sciaenidae foram de 60,20 + 12,16 mg.100 g™
(MATHEW et al.,1999), valores semelhantes ao apresentado na Tabela 2.2 para
pescada-branca pertencente a mesma familia. Pesquisas envolvendo a familia
Merlucciidae encontraram valores de colesterol variando de acordo com a
sazonalidade, como Zotos & Vouzanidou (2012), que relataram variacdes de 71,91 a
123,70 mg de colesterol em 100 g de Merluccius merluccius ao longo do ano.

De acordo com a RDC N°. 54, de 12 de novembro de 2012, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para que um alimento seja considerado com
baixo contetido de colesterol devera apresentar um maximo de 20 mg.100 g* ou
100 mL em pratos preparados, conforme o caso (ANVISA, 2012). A resolucdo tem
como base as “diretrizes para 0 uso de declara¢cdes nutricionais e saudaveis”
publicadas pelo Codex Alimentarius/WHO/FAO (CODEX ALIMENTARIUS, 1997).
Assim, ambas as espécies estudadas ndo devem ser consideradas alimentos
portadores de baixo teor de colesterol. E importante destacar que, muitas vezes, ha um
equivoco na generalizacdo de que carnes de peixe sdo alimentos de baixo teor de
colesterol.

Estudos realizados anteriormente demonstraram que o 7-cetocolesterol ndo
estd presente em amostras cruas ou aparece em niveis muito baixos (SECKIN &
METIN, 2005; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010). Isso foi confirmado, uma vez que
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foram observadas quantidades pequenas de 7-cetocolesterol nos filés crus de merluza
e pescada-branca, sem diferenca significativa (p > 0,05) entre eles. Todas as amostras
analisadas no presente estudo estavam em condi¢fes idénticas as consumidas em um
estabelecimento de servico de alimentacdo e foram armazenadas congeladas por
menos de 30 dias antes de serem analisadas. Assim, considerou-se que a oxidacao
nas amostras cruas foi negligenciavel. Saldanha et al. (2008) demonstraram que em
sardinhas frescas cruas e descongeladas houve um maior aumento nos niveis de 7-
cetocolesterol apés o armazenamento a -18 T, variando de 1,2 a 2,7 ug .g™* ap6s 30

dias, atingindo 9,1 ug.g™ depois de 120 dias de armazenamento.

3.2 METODOS DE COCCAO

O tempo e temperatura aplicados nos diferentes métodos de cocgcdo dos
filées de peixe e a temperatura interna do produto final estdo apresentados na Tabela
2.2.. As condi¢cbes dos métodos deveram-se a reproducdo das formas de cocgéo de
peixes em Unidades de Alimentac&o e Nutricdo e ou a recomendacéo do fabricante do
equipamento.

As pesquisas que englobam a influéncia dos métodos de coccdo na
formacdo de Oxidos de colesterol sdo muito varidveis no que se refere ao tipo de
método empregado, bem como nas espécies de peixe estudadas, o que dificultou a
comparacao quantitativa com os resultados deste estudo. As condicdes utilizadas para
assar os filés em forno elétrico ou combinado (AFE, AFC e GFC) foram mais fortes do
qgue as utilizadas para os outros métodos. Isto resultou em produtos finais com a
temperatura interna perto de 85 C. Os valores de t emperatura interna registrados para
as amostras assadas foram mais elevados do que os utilizados por Charley & Geortz
(1958) para o salmao assado (70-80 C) e por Mai et al. (1978), que obtiveram as
temperaturas internas finais de 82 C apds a coccao de filés de trés espécies de peixe
a 190 € por 12-15 min. As amostras GRE e MIC foram processadas em tempo mais
curto ou a temperatura mais baixa do que o grupo de assados e atingiu a temperatura
interna ao redor de 80 T. Saldanha & Bragagnolo (2 010) também grelharam filés de
merluza a 165 €T durante 2 min e obtiveram uma temp eratura interna de 75 T no

produto final.
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Tabela 2.2 Condi¢cbes de tempo e temperatura utilizadas em diferentes métodos de
coccdo e temperaturas internas alcancadas pelos filés de merluza (M. hubbsi) e

pescada-branca (C. leiarchus) ap0s o processamento

Temperatura Tempo Temperatura Interna final (C)
Amostras (T) (min) Merluza Pescada-branca

AFE 200 30 89 + 224 87 + 44
AFC 180 25 84 + 20 82 + 30
GFC 220 8 87 + 18 84 + 2B
GRE 180 4 80 + 2°A 77 +2%A
MIC —* 15 82 + 1% 81 + 2%
ENF 96 18 92 + 1 90 + 1
EFC 150 30 77 £1% 74 +2°4
FRI 180 3 89 + 124 91 + 22

*820 W e 60 Hz; AFE: assado em forno elétrico; AFC: assado em forno combinado; GFC: grelhado em
forno combinado; GRE: grelhado em grill; MIC: aquecido em micro-ondas; ENF: ensopado em fogéo; EFC:
ensopado em forno combinado; FRI: frito em fritadeira. Os valores de temperaturas internas finais
correspondem a médias + desvio padrdo de trés resultados. Letras minUsculas sobrescritas (a-e) diferentes
indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as temperaturas internas médias alcangadas por meio dos
diferentes métodos de cocgdo para 0 mesmo peixe. Letras mailsculas sobrescritas (A-B) diferentes indicam
diferencas significativas (p < 0,05) entre as temperaturas internas médias dos dois peixes obtidos usando o
mesmo método de cocgdo, como determinado pelo teste Tukey.

As condicbes operacionais utilizadas no presente trabalho para o cozimento
de micro-ondas foram mais suaves do que aquelas utilizadas por Weber et al. (2008),
gue aqueceram os filés de bagre em poténcia 10 (950 W) por 30 minutos para obter
uma temperatura interna de 92 T no produto final. As amostras ENF e FRI alcancaram
a temperatura interna proxima de 90 C, mas, neste Ultimo caso, o tempo de
processamento foi 0 mais curto entre todos os métodos empregados (Tabela 2.2). As
condicoes de fritura foram semelhantes as utilizadas por Mai et al. (1978) para fritar os
files de peixe (190 T/ min 2-4; 85-88 C). Nas am ostras ENF, agua fervente foi
adicionada para auxiliar no processo de coccdo e 0s extratos residuais foram
incorporados as amostras durante a analise. Sancho et al. (2011) processaram
almbéndegas de filés de pescada-branca por fervura das amostras a 95 C por 30 min e
as amostras alcancaram temperatura interna de 91 €. No método EFC a superficie do
produto foi mantida Umida durante o processamento, pois houve a utilizacdo de vapor.

Estas amostras foram processadas em condicbes mais suaves em comparacao aos
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demais métodos o que resultou em menor temperatura interna do produto final (Tabela
2.2).

3.3 FORMACAO DE 7-CETOCOLESTEROL

A relacao entre os teores de colesterol e de 7-cetocolesterol em merluza (A)
e pescada-branca (B) crus e preparados por diferentes métodos de coccdo esti
apresentada na Figura 2.2, em base seca.

Os niveis de colesterol nas amostras cozidas foram significativamente
(p < 0,05) mais baixos do que nas amostras cruas. Esta redugao foi acompanhada por
um aumento no teor de 7-cetocolesterol nas amostras cozidas para ambos os peixes.
Estes resultados estdo em conformidade com outros estudos (SHOZEN et al., 1995;
OHSHIMA et al., 1996; CANDELA et al., 1997; ECHARTE et al., 2001; AI-SAGHIR et
al., 2004; SALDANHA et al., 2008, SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2008, e STEPHEN
et al., 2010) em peixes processados por diferentes métodos.

Os filés de merluza tiveram teores mais baixos de lipidios totais e colesterol
(Tabela 2.2), mas teores mais altos de 7-cetocolesterol do que os filées de pescada-
branca nas amostras submetidas a coc¢do (Figura 2.2). Sabe-se que a oxidacdo do
colesterol ocorre como um sistema dependente de varios fatores, que inclui as
caracteristicas do alimento em si, tais como o contetudo de agua, o pH, a concentracao,
as formas fisicas e quimicas de colesterol, tipo de acido graxo presente, teor de
antioxidantes ou pro-oxidantes, bem como, a interagdo entre 0s componentes e 0S
produtos de degradacgéo durante o processamento e armazenamento (SHOZEN et al.,
1995, OHSHIMA et al., 1996; CARDENIA et al., 2013). De acordo com Ansorena et al.
(2013), a matriz de alimentos e sua composicdo quimica sao fatores-chave para a
oxidacdo do colesterol, especialmente o grau de insaturagdo da fragéo lipidica. Outro
fator importante refere-se a presenca do ferro nos tecidos musculares, tanto na forma
heme quanto ndo-heme. Ambas as formas (sendo o ferro ndo-heme sob a forma de
ferro livre) possuem atividades pro-oxidantes e contribuem para a iniciacado da oxidacao
lipidica (ORLIEN et al., 2000). Durante a coccédo a desnaturacdo de proteinas leva a
liberacdo de ferro cataliticamente ativo a partir de metaloproteinas. O ferro ibnico
desempenha um papel importante na oxidagdo por catalisar a degradagao por

hidroperoxidos, os subprodutos primarios de oxidacéo lipidica (HUR et al., 2007)
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Foram observados coeficientes de correlacdo de Pearson negativos e
significativos (p < 0,001) entre os teores de colesterol e 7-cetocolesterol para ambos os

peixe, merluza e pescada-branca (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Correlagdo entre os conteudos (base seca) de colesterol e 7-cetocolesterol
em diferentes métodos de coccdo empregados para filés de merluza (A) e de pescada-
branca (B).

CRU (peixe cru); GRE (peixe grelhado); AFE (peixe assado em forno elétrico); MIC (peixe cozido em forno micro-
ondas); ENF (peixe ensopado em fogao convencional); GFC (peixe grelhado em forno combinado); EFC (peixe
ensopado em forno combinado); AFC (peixe assado em forno combinado). Média + desvio padrao (n = 9)
discriminados pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de 0,05. O expoente em letras minusculas (a-g) diferencia
0S 0s tratamentos no mesmo peixe no que diz respeito ao teor de colesterol. O expoente em letras mailsculas (A-G)
diferencia os tratamentos no mesmo peixe no que diz respeito ao teor de 7-cetocolesterol; ---- Analise de correlacédo
excluindo amostras FRI; ---- Andlise de correlacdo incluindo amostras FRI; r: coeficiente de correlagdo produto-
momento de Person.
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Com excecdo das amostras submetidas ao tratamento FRI, os dados
demonstraram que a reducado do teor de colesterol das demais amostras submetidas a
coccéo pode ser diretamente relacionada ao processo oxidativo, tal como indicado pelo
aumento linear do nivel de 7-cetocolesterol associado ao declinio dos teores de
colesterol. Saldanha et al. (2008) também encontraram uma correlacdo negativa
(r =-0,84) entre os valores de colesterol e a quantidade de 6xidos de colesterol em
sardinhas assadas ou armazenadas por 120 dias. Correlagbes entre teor de colesterol
e formacédo de Oxidos de colesterol durante o cozimento e armazenamento de filés de
merluza foram observadas por Saldanha & Bragagnolo (2008). No entanto, o
7-cetocolesterol ndo foi detectado nas amostras grelhadas e armazenadas, mas o0s
produtos 19-OH e 25-OH foram os Oxidos proeminentes em todas as amostras. No
presente trabalho, confirmou-se o papel de 7-cetocolesterol como um marcador de
oxidacdo do colesterol nas amostras aquecidas (Rodriguez-Estrada et al., 2014), uma
vez que este 6xido pode ser quantificado em todos os filés preparados, mostrando uma
tendéncia significativa (p < 0,01) de aumento em seu teor, seguido pela diminui¢cao do
teor de colesterol.

No presente trabalho, os teores de 7-cetocolesterol nas amostras em base
Umida variaram de 1,88 pg. g* a 3,52 pg. g’ de filé nas amostras processadas de
merluza e de 1,75 pg. gt a 3,79 upg. g* de filé nas amostras de pescada-branca.
Portanto, verificou-se que as duas espécies apresentaram a mesma tendéncia a

oxidacao.

3.4 AMOSTRAS APOS FRITURA

Os filés FRI apresentaram menor quantidade de 7-cetocolesterol do que a
esperada para a reducao do colesterol, diferindo significativamente (p <0,05) dos
demais tratamentos em ambos o0s peixes. A inclusdo ou ndo das amostras FRI no
calculo dos coeficientes de correlacdo de Pearson implicou em uma variacdo de
r = -0,8510 para r = -0,9816 para merluza e de r = -0,9467 para r = -0,9757 para
pescada-branca (Figura 2.2). Estes resultados podem ser explicados por fatores
concomitantes. Em primeiro lugar, o curto tempo de exposi¢cdo ao tratamento térmico
em que o peixe foi submetido durante a fritura ndo permitiu que a temperatura interna

ficasse muito elevada, conforme demonstrado na Tabela 2.2.
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De acordo com Sanchez-Muniz et al (1992), em alimentos com alto teor de
agua, tais como filés de peixe, a temperatura do 6leo de fritura tem pouca influéncia
sobre o dano térmico nos alimentos. A temperatura no interior dos alimentos néo se
eleva acima de 100 € devido a evaporacao da agua. Além disso, o alimento néo inicia
a aborcédo do 6leo de fritura até que a maior parte da agua nele contida seja evaporada.

Saguy & Dana (2003) relataram que o aumento no teor de lipidios no peixe
frito deve-se a penetracdo do 6leo em uma rede uniforme, semelhante a uma esponja
que se forma ap0ds a evaporacao parcial da agua no final do processo de fritura. Assim,
0 Oleo quente atua sobre o alimento por um tempo muito curto, como apontam Stephen
et al. (2010).

Outro fator relacionado as mudancas significativas no teor de colesterol diz
respeito as trocas que ocorrem entre os lipidios presentes nos peixes e 0 0Oleo de
fritura. Durante a fritura, a eluicdo de colesterol para o meio de fritura ocorre, conforme
relatado por Candela et al. (1997) e Wu & Lillard (1998). Além disso, as amostras fritas
normalmente absorvem 6leo no fim da fritura, o que levaria a uma diluicdo do teor de
colesterol. Sanchez-Muniz et al. (1992) observaram que o teor de colesterol de
sardinhas diminuiu significativamente apos a fritura, principalmente devido a absorcéo
do dleo de fritura. Deve-se considerar também a presencga de tocoferdis e tocotriendis
em Oleos vegetais, que sdo antioxidantes importantes. Os antioxidantes favorecem a
eliminacao de radicais livres que sdo produzidos durante o aquecimento e que estao
associados a processos de oxidacao lipidica. Os antioxidantes presentes em o0leos
vegetais também possuem a propriedade de evitar a oxidacdo do colesterol e
simultaneamente reduzir a producdo de 6xidos de colesterol durante o aquecimento
(XU et al., 2005).

Os resultados para as amostras fritas estdo de acordo com os valores de Al-
Shagir et al. (2004) que observaram quantidades elevadas de 6xidos de colesterol apés
a fritura de filés de salméo, mas ndo com os resultados de Simon et al. (2012), que nao
encontraram nenhum efeito sobre a oxidacdo do colesterol proporcionado pela fritura
de camardo pitu, uma vez que nao foram observadas alteracbes significativas
(p > 0,05) nos conteudos de 7-cetocolesterol e colestanotriol entre as amostras cruas e
fritas. No entanto, Echarte et al. (2001) observaram também que o teor de colesterol
nas amostras fritas foi menor do que nos filés de salmdo cru. Da mesma forma, a
diminuicdo no teor de colesterol foi observada por Mai et al. (1978) em filés de truta do

lago, otario branco e bluegill fritos em frigideira e sob imersdo. Estes métodos
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causaram uma reducdo significativa (p <0,05) no teor de colesterol de todas as

espécies estudadas, atribuida a eluicdo do colesterol para o 6leo de fritura.

3.5 AMOSTRAS ASSADAS

Os métodos AFE, AFC e GFC provocaram reducgdes significativas do teor de
colesterol (p < 0,05), associado a um aumento, também significativo (p < 0,05) nos
valores de 7-cetocolesterol em relagdo as amostras cruas, apesar das diferencas
dentro deste grupo de tratamentos observadas entre os peixes (Figura 2.2). Conforme
ja demonstrado anteriormente, estes métodos tiveram tempo e temperatura de
processamento mais elevados assim como a temperatura interna final maior (Tabela
2.2). Isto pode explicar o maior nivel de 7-cetocolesterol e menor teor de colesterol
encontrado neste grupo de tratamentos. Estudos anteriores de Mai et al. (1978)
indicaram que as condicdes de temperatura e tempo de cozimento s&o fatores
importantes que podem afetar a composi¢ao final dos alimentos processados, incluindo
a oxidacdo de compostos. A avaliagdo do efeito do processamento térmico na
formacdo de oOxidos de colesterol em alimentos sugere que o binbmio tempo-
temperatura € um fator preponderante para o processamento dos filés, apresentando
influéncia direta na taxa de oxidacgdo (PIE et al., 1991; MORGAN et al., 1992; KESAVA-
RAO et al.,, 1996). De acordo com Tai et al. (1999), a combinacdo de temperatura
elevada, disponibilidade de oxigénio e de &acidos graxos poli-insaturados é
especialmente determinante na formacao de 6xidos de colesterol em alimentos. Xu et
al. (2005) constataram que a perda de colesterol por meio de aquecimento é
extremamente rapida quando a temperatura € superior a 175 C. De acordo com
Osada et al. (1993b), o tempo de aquecimento também desempenha importante papel
na formacgéo de Oxidos de colesterol.

O efeito de um forno convencional de cozimento no teor de colesterol em
filés de peixe-gato foi examinado por Wu & Lillard (1998), mas estes autores relataram
que a concentracdo de colesterol aumentou quando os filés foram cozidos (teores em
base umida), possivelmente devido a perda de agua. Por outro lado, Echarte et al.
(2001), analisaram oOxidos de colesterol em salméo assados a 200 T durante 30
minutos e também observaram reducédo do teor de colesterol, sendo o 7-cetocolesterol
um dos oOxidos mais importantes detectados em todas as amostras, resultados

apresentados em base umida.
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3.6 AMOSTRAS GRELHADAS

Embora as amostras GRE tenham sido processadas & mesma temperatura
das amostras assadas, o tempo de processamento utilizado para grelhar foi muito mais
curto. Isto resultou em temperaturas internas inferiores para o grupo GRE (Tabela 2.2)
e menor teor de 7-cetocolesterol do que o observado para o grupo de assados (Figura
2.2). Varios estudos tém relatado as formacdes de produtos da oxidagédo do colesterol
em peixes grelhados com deteccdo de 7-cetocolesterol (SHOZEN et al, 1995;
ECHARTE et al, 2005; SALDANHA et al, 2008; SALDANHA & BRAGAGNOLO, 2010).
Ohshima et al. (1996) sugeriram que o mecanismo de oxidacao de colesterol durante a
grelhagem de peixes ocorre com a formacéo de peroxidos, principalmente a partir de
acidos graxos poli-insaturados presentes nos triacilglicerdis. Estes peroxidos sao
decompostos termicamente e atacam a molécula de colesterol gerando seus 6xidos.
Saldanha & Bragagnolo (2010) demonstraram que, quando os filés de merluza foram
grelhados, o teor de colesterol reduziu de 249 mg.100 g’ para 214 mg.100 g*
enquanto os niveis totais de 6xidos aumentaram de 8,79 mg.100 gt a 19,35 mg.100 g™

de amostra.

3.7 AMOSTRAS ENSOPADAS

As amostras submetidas ao tratamento ENF apresentaram altas
temperaturas internas (Tabela 2.2). No entanto, embora a reducéo no teor de colesterol
e a quantidade de 7-cetocolesterol detectada nestas amostras tenha sido significativa
(p < 0,05), foram menores do que as amostras assadas e grelhadas. Sancho et al.
(2011) cozinharam almbéndegas de pescada-branca em agua fervente e nao
detectaram nenhuma alteragcdo dos teores colesterol e de Oxidos de colesterol
indicando que o tratamento térmico nado influenciou significativamente (p > 0,05) a
oxidacdo do colesterol nas amostras cozidas em agua. Por outro lado, Moura e Tenuta-
Filho (2002) constataram que tanto o contetdo de colesterol quanto de 7-cetocolesterol
reduziram apos a coccdo de camardo-rosa em agua. Esta reducado foi relacionada a
eluicdo destes compostos para o meio de coccao durante a fervura. No entanto, no
presente trabalho, a agua adicionada no processo de cocg¢do das amostras ENF néo foi
descartada, sendo a agua residual incluida quando as amostras foram trituradas.

Obara et al. (2006) relataram que a agua influencia significativamente os processos de
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oxidacao de lipidios em produtos alimentares, mas o seu papel em tais processos pode
ser o de estimular ou inibir as rea¢g6es de oxidac&o. De acordo com Smith et al. (2002),
a agua pode promover a oxidacado lipidica por meio de reducdo da viscosidade e
facilitar o movimento das moléculas ou pode inibir, reduzindo a difusdo do oxigénio
para os locais de oxidacdo. Deste modo, apesar da temperatura interna das amostras
ENF terem sido altas, a agua adicionada para cozinhar pode ter exercido algum efeito
protetor reduzindo o processo de oxidagao de colesterol nas amostras, possivelmente,

reduzindo a disponibilidade de oxigénio.

3.8 AMOSTRAS PROCESSADAS POR MICRO-ONDAS

Em relacéo ao tratamento MIC, o teor de 7-cetocolesterol no filé de pescada-
branca foi menor do que o esperado para a reducdo observada do teor de colesterol
como ocorreu para as amostras de merluza (Figura 2.2). Embora a diminuigdo da
quantidade de colesterol tenha sido comparavel entre os peixes (cerca de 2 vezes em
relacdo as amostras cruas), as quantidades de 7-cetocolesterol nas duas espécies
foram bastante diferentes apdés o aquecimento. O conteddo de 7-cetocolesterol
aumentou cerca de 60 vezes na merluza, ao passo que um aumento de 38 vezes foi
observado em pescada-branca. Isto pode ser atribuido tanto a degradacdo de 7-
cetocolesterol quanto & formac&o de outros compostos dependentes da espécie. E
sabido que outros produtos de oxidacdo de colesterol estdo presentes em sistemas
alimentares, além do 7-cetocolesterol (OHSHIMA et al, 1996; TAI et al, 1999). Além
disso, a degradacédo térmica do colesterol conduz, ndo s6 a formacdo de 6xido, mas
também a formacédo de outros produtos de maior ou menor massa molar, tais como
polimeros e produtos volateis (PARK & ADDIS, 1986; CHIEN et al., 1998). O 7-
cetocolesterol sofre degradacdo térmica, no entanto, tem sido utilizado como um
marcador de oxidagdo do colesterol, pois € formado de forma rapida e continua
(RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 1997). Especialmente em peixes e outros alimentos
marinhos, 7-cetocolesterol tem sido considerado o produto mais comum da oxidacao
do colesterol (RODRIGUEZ-CARPENA et al, 2012; RODRIGUEZ-ESTRADA et al,
2014).

No processamento de alimentos por micro-ondas o alimento absorve a
energia liberada pelo equipamento e, internamente, a converte em calor por interagdes

com particulas carregadas e moléculas polares (BUDD & HILL, 2011). As ondas
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penetram o alimento que absorve a energia, assim, menos energia fica disponivel para
penetrar. Portanto, a absor¢cdo de energia e a distribuicdo da temperatura durante o
aguecimento por micro-ondas ndo € uniforme, resultando em pontos quentes e frios do
produto aquecido (VADIVAMBAL & JAYAS, 2010; LIU et al, 2014). O desempenho do
aguecimento é afetado por propriedades dielétricas, geometria e disposicdo dos
produtos alimenticios no equipamento (BHATTACHARYA & BASAK, 2006). A
capacidade de aguecimento de um produto alimentar quando exposto a micro-ondas é
dependente de sua constante dielétrica e fator de perda dielétrica, que corresponde ao
limite do material para converter energia eletromagnética em energia térmica (TAHER
& FARID, 2001). O tempo de coc¢do diminui com o aumento do teor de lipidios da
mesma forma que a constante dielétrica e o fator de perda dielétrica diminuem com o
aumento do teor de lipidios (CHANDRASEKARAN et al., 2013). Assim, as diferencas
observadas entre os tecidos dos peixes, como demonstrado nos teores de lipidios
totais e de umidade para os filés crus (Tabela 2.1), explicam o comportamento
especifico para cada espécie apds o processamento por micro-ondas. No entanto, em
ambos os peixes, a reducéo do colesterol e a formacgéo de 7-cetocolesterol ocorreu em
um menor grau, em oposi¢cao ao cozimento em forno convencional ou forno combinado
(Figura 2.2).

A literatura disponivel sobre o efeito do processamento de micro-ondas em
lipidios e oxidacdo de colesterol em peixes ainda € escassa, e os efeitos relatados
variam consideravelmente. Wu & Lillard (1998) examinaram o impacto do aquecimento
por micro-ondas, sobre o conteudo de colesterol em filés de bagre e encontraram
alteracdes significativas nas concentragfes de colesterol apos o aquecimento. Weber
et al. (2008) avaliaram a influéncia do aquecimento por micro-ondas e outros métodos
de coccdo na composicao e oxidacdo de acidos graxos dos filés de jundia e relataram
um aumento significativo nas substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) nas
amostras processadas. No entanto, o cozimento em forno de micro-ondas néo afetou a
composicado de acidos graxos dos filés de jundia. Uma correlacdo positiva entre os
valores de TBARs e conteudo total de oOxidos de colesterol (r=0,718, p <0,01) foi
observada por Zanardi et al. (2009) em carne de porco irradiada.

De acordo com Ansorena et al. (2013), a matriz de alimentos e sua
composicdo quimica sao fatores chave para a oxidacdo do colesterol, especialmente o
grau de insaturacao da fracao lipidica. Turkkan et al. (2008) determinaram a influéncia

do micro-ondas na composicdo de acidos graxos de robalo e descobriram que as

Freitas, MT (2014) 117



Capitulo 2 — Teor de colesterol e formacgao de 7-cetocolesterol

perdas de acidos graxos 6mega 3 foram maiores do que nas amostras de peixe
preparadas por outros métodos de coccao. Stephen et al. (2010) observaram que o
teor de 4cidos graxos monoinsaturados aumentou em atum aquecido com 0 aumento
do tempo de processamento, enquanto que teores de acidos graxos poli-insaturados
reduziram ligeiramente com o aumento da duracdo do aquecimento por micro-ondas.
Por outro lado, Larsen et al. (2010) ao preparar salmao por aquecimento em micro-
ondas e outras técnicas comuns de consumo observou que o perfil de acidos graxos

apresentou apenas pequenas diferencas entre os métodos de coccgao.

3.9 AMOSTRAS PROCESSADAS NO FORNO COMBINADO

No presente trabalho foram estudadas a influéncia de trés condi¢cdes de
ajuste de métodos de coccado nos niveis de colesterol e 7-cetocolesterol dos dois
peixes processados no forno combinado (Tabela 2.2). Duas condi¢cdes envolveram a
coccédo com umidade gerada por 50% de saturacdo de vapor e diferentes temperaturas
(AFC e EFC), e a outra no modo conveccdo, a alta temperatura e curto tempo,
simulando a grelhagem (GFC).

A utilizagéo do forno combinado tornou-se ampla em todos os servigos de
alimentacdo comerciais ou institucionais devido ao fato de permitir a aplicacdo de
diferentes métodos de coccgéo (cozinhar, fritar, assar, grelhar) com ou sem aplicacao de
vapor. O uso do forno combinado gera economia de energia e de tempo de preparo. Os
produtos alimenticios cozidos desta forma séo caracterizados pela sua capacidade de
manter um alto valor nutritivo e propriedades sensoriais atraentes (DANOWSKA-
OZIEWICZ et al., 2007). No entanto, ndo existem publicacdes na literatura sobre a
utilizacdo de fornos combinados e seus efeitos sobre a oxidacdo do colesterol em
peixes e h4 escassez de informagéo sobre a qualidade dos produtos finais, sendo os
dados limitados e contraditérios (BARBANTI & PASQUINI, 2005; MORA et al., 2011).
De acordo com Murphy et al. (2001), a coccdo por forno combinado envolve a
transferéncia simultdnea de calor e massa em um processo complexo. O calor é
transferido a partir do ar quente para o produto. A umidade € absorvida pelo produto
em alta condicdo de umidade durante o processo de cocg¢ao ou a umidade € evaporada
do produto em condi¢ces de baixa umidade. Durante a coccao, o fluxo de calor varia
com o tempo de processamento, bem como as propriedades térmicas e fisicas do

produto, que se alteram com a temperatura e teor de umidade (BOWERS et al., 2012),
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aumentando a complexidade para avaliacdo dos fendmenos envolvidos no processo.
Como demonstrado anteriormente, as condi¢Oes utilizadas nos tratamentos AFC e
GFC resultaram em elevadas temperaturas internas dos produtos finais (Tabela 2.2) e
grandes efeitos sobre a oxidacdo do colesterol avaliados pelo conteddo de 7-
cetocolesterol das amostras (Figura 2.2), independentemente do uso de vapor em AFC
ou menor tempo de preparo em GFC. A temperatura aplicada no método em GFC foi
muito superior a utilizada para o AFC; no entanto, o vapor quente provoca a liberagédo
de uma grande quantidade de calor latente quando ha condensacao na superficie da
amostra, como demonstrado por Vittadini et al. (2005) em carne de porco cozida. Isto
provoca um aumento da quantidade de calor disponivel dentro do forno e pode resultar
num aumento rapido da temperatura nas amostras, como relatado por Murphy et al.
(2001) em peito de frango. Ja nas amostras do método EFC, as condi¢cbes de coccao
simularam o cozimento em agua, mantendo a superficie do produto Umido e
desfavorecendo o desenvolvimento de crosta na superficie da amostra. Além disso, a
menor temperatura de ajuste usada no tratamento EFC gerou temperaturas internas
meédias dos produtos finais de 7 € a 8 € mais baix as do que a temperatura média das
amostras assadas (Tabela 2.2). Gradientes de temperatura diferentes nas amostras
podem ter um impacto importante sobre a velocidade e o grau de alteragbes nos seus
componentes (VITTADINI et al., 2005). Estes resultados explicariam os menores teores
de 7-cetocolesterol formados nas amostras do EFC, em comparacdo aos demais
tratamentos. Embora tenha havido uma reducéo do teor de colesterol e um aumento do
teor de 7-cetocolesterol livres nestas amostras em comparagéo aos filés CRU, o EFC
foi o tratamento que resultou em menor diminuigdo dos teores de colesterol e menores

teores do oxido 7-cetocolesterol dentre todos os filés tratados.

4 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o0s niveis de colesterol em amostras de peixe
cozidas foram significativamente menores do que nas amostras cruas, com maior
reducdo nos filés de pescada-branca (65,08 %) e nos filés de merluza (64,92 %)
submetidos ao tratamento AFC. As reducdes nos teores de colesterol foram
acompanhadas por um aumento nos teores de 7-cetocolesterol em todas as amostras

processadas para as duas espécies de peixe. As amostras EFC que foram mantidas
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Capitulo 2 — Teor de colesterol e formacgao de 7-cetocolesterol

em condicdes mais suave de tempo e temperatura e com uma superficie de maior
umidade, obtiveram menor temperatura interna, pequena reducéo no teor de colesterol,
e um teor relativamente baixo de 7-cetocolesterol em comparacédo as demais amostras.
Por outro lado, as amostras cozidas em fornos elétrico e combinado, com tempos e
temperaturas mais altos, apresentaram reducdes do teor de colesterol associado a um
aumento importante da quantidade de 7-cetocolesterol. Considerando-se a toxicidade
dos produtos de oxidagcdo do colesterol, de acordo com os resultados obtidos,
destacou-se a necessidade de rever os procedimentos de cozimento para garantir o

fornecimento de alimentos mais saudaveis.
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Conclusbes integradas

CONCLUSOES INTEGRADAS

Foram encontradas diferencas significativas (p <0,05) na composicéo
centesimal dos filés crus de merluza e pescada-branca. Menores teores de lipidios,

proteinas, Na, K e baixo valor energético foram para os filés de merluza.

A relacdo Na/K observada foi inferior a 1,0, para as duas espécies de peixe
tanto cruas quanto submetidas aos métodos de coccéo, situagdo considerada ideal sob

0 ponto de vista nutricional.

Os métodos de coccéo influenciaram na composi¢cédo centesimal, sendo que
o teor de lipidios foi menor para o MIC nos filés de merluza e para o EFC nos filés de

pescada-branca.

O método FRI apresentou maior teor lipidico fato atribuido a absorcéo de

0leo do meio de coccao.

Em termos proteicos, os métodos de coc¢do aos quais as duas espécies
foram submetidas ndo causaram reducdes significativas, portanto todas as

preparacdes foram consideradas de alto contetdo proteico.

O método ENF foi o que propiciou um menor valor energético, tanto para

merluza como para a pescada-branca.

Pelos resultados obtidos, em termos nutricionais, ndo foi adequado apontar
um unico método como o melhor. Porém, devido ao maior teor lipidico, maior valor
calorico e menor teor proteico apresentado pelos filés fritos, a fritura foi considerada

como sendo a forma de preparo menos recomendada.

Os niveis de colesterol em amostras de peixe cozidas foram marcadamente

menores do que nas amostras cruas. Essa reducdo foi acompanhada por um aumento
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Conclusbes integradas

no teor de 7-cetocolesterol nas amostras cozidas para as duas espécies de peixe,

indicando a oxidacédo do colesterol.

As amostras EFC foram mantidas em condi¢des mais brandas de tempo e
temperatura e com uma superficie mais Umida, resultando assim, em menor
temperatura interna, pequena reducdo no teor de colesterol, e um teor relativamente
baixo de 7-cetocolesterol em comparacdo as demais amostras. Portanto, o0 método
EFC foi o melhor dentre os demais métodos estudados, em relacdo a oxidacdo do

colesterol ndo levando também a alteracfes indesejaveis na composicéo centesimal.

Para as amostras cozidas em fornos elétrico e combinado com maior tempo
e temperaturas mais elevadas, observou-se reducdes do teor de colesterol associadas

a um aumento importante da quantidade de 7-cetocolesterol.

Considerando-se a toxicidade dos produtos de oxidacado do colesterol, os
resultados do presente trabalho constatou-se a necessidade de rever os procedimentos
de cozimento das espécies de peixe estudadas e também de outras espécies para

propiciar o fornecimento de alimentos mais saudaveis.
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Sugestoes

SUGESTOES

Estudos envolvendo a aplicacdo de tempos e temperaturas mais brandas nos
servicos de alimentacdo que mantenham as mesmas caracteristicas sensoriais de

aceitacéo dos peixes e menor probabilidade de oxidacéo.

Desenvolver estudos envolvendo o uso de antioxidantes associados aos métodos

de coccéao dos peixes.
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Cromatograma (A) e respectivo espectro de massas (B) obtido por CG-EM com
deteccdo em modo de ions seletivamente monitorados, para o 5-a colestano (tr 15,915
min, m/z 357) utilizado como padrao interno.
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Cromatograma (A) e respectivo espectro de massas (B) obtido por CG-EM com

deteccdo em modo de ions seletivamente monitorados, para o padrdo de colesterol (tr
17,177 min, m/z 329).
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Cromatograma (A) e respectivo espectro de massas (B) obtido por CG-EM com

deteccdo em modo de ions seletivamente monitorados, para o padrdo de 7-
cetocolesterol (20,900 min, m/z 367).
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Anexo B
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pescada-branca assado em forno combinado. (A) 5 a-colestano (tr 15,915 min,

m/z 357); (B) colesterol (tr 17,177 min, m/z 329) e (C) 7-cetocolesterol (tr 20,900
min, m/z 367).
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Perfis tipicos de cromatogramas obtido por CG, de amostras de filé de merluza
grelhado em forno combinado. (A) 5 a-colestano (tr 15,915 min, m/z 357); (B)

colesterol (tr 17,177 min, m/z 329) e (C) 7-cetocolesterol (tr 20,900 min, m/z
367).
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