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RESUMO

OLIVEIRA, Vanessa Sales. Efeito protetor do fruto da aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi) sobre a oxidacdo lipidica em sistemas modelo contendo 6leo de sardinhas
(Sardinella brasilliensis). 145p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Pescado e produtos de pescado sdo constantemente caracterizados como funcionais devido ao
elevado teor de &cidos graxos poli-insaturados, entretanto, contém concentragdes apreciaveis
de colesterol. Assim, elevadas temperaturas acarretam a degradacdo destes compostos e
formagdo de compostos oxidados, comprometendo a qualidade nutricional e a seguranca
destes alimentos. Desta forma, torna-se imprescindivel a busca por fontes alternativas de
antioxidantes naturais que minimizam 0s processos termo-oxidativos e atendem a demanda
por alimentos isentos de aditivos sintéticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
protetor dos frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) em dois niveis de adi¢do (0,2%
e 0,5) frente a oxidacdo lipidica em sistemas modelo contendo 6leo de sardinhas aquecido a
diferentes temperaturas (150 °C e 180 °C), além do controle. Os frutos foram previamente
caracterizados apresentando relevante potencial nutricional. Determinou-se a presenca de
acidos graxos essenciais e compostos bioativos. Entre os compostos bioativos, os flavonoides
apresentaram maior teor (10,33 + 0,34 mg EQ/g) e compostos como, a
tetraidroamentoflavona, a agatisflavona e a hikinoflavona, foram identificados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. A atividade antioxidante foi
constatada em analises in vitro e in vivo. O sistema B-caroteno/acido linoleico determinou
61,41% de inibicdo oxidativa para o extrato dos frutos. Os experimentos in vivo demostraram
a baixa toxicidade do extrato aquoso dos frutos da aroeira frente as células de Saccharomyces
cerevisiea e o pré-tratamento com o extrato (10 pg/mL) aumentou a sobrevivéncia celular em
31,72% frente ao extresse oxidativo devido a presenca de H20.. Para determinacdo da
oxidagdo lipidica, identificou-se a formacgdo de espécies reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBA) e alteracBes na composicdo dos acidos graxos e colesterol, quantificando-se a
formagéo de produtos da oxidagéo do colesterol (POCs). O aquecimento acarretou a queda do
conteldo de &cidos graxos poli-insaturados (AGPs) e o aumento do teor de substancias
reativas ao TBA e POCs, principalmente a 180 °C. O contetdo de AGPs foi reduzido em
aproximadamente 7 e 23% nas amostras sem adicdo de antioxidantes aquecidas a 150 e 180
°C, respectivamente. Entretanto, a adicdo dos frutos da aroeira minimizou a degradacdo dos
AGPs, reduzindo o percentual de degradacdo destes compostos em 17,07%, para o tratamento
empregando os frutos da aroeira a 0,5% (180 °C). O aquecimento a 180 °C reduziu o
contetido de colesterol em 84,75%, observando-se 0 aumento no conteido de POCs totais de
58,9 + 0,26 para 577,5 + 2,14 ug/g de amostra. Entretanto o tratamento com os frutos da
aroeira apresentou efeito protetor de 15,51 e 23,22% para as adi¢bes a 0,2 e 0,5%,
respectivamente. Apesar de o antioxidante sintético ter apresentado acdo protetora mais
significativa frente a oxidacdo do colesterol nas condigdes avaliadas, embora o mesmo tenha
sido empregado na concentracdo limite permitida pela legislacdo, o efeito protetor exibido
pelos frutos da aroeira sugere o emprego dos mesmos como antioxidantes naturais em
detrimento aos sintéticos, ajudando a preservar 0s aspectos nutricionais e disponibilizando
alimentos seguros isentos de compostos deletérios a saude.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius Raddi, 6leo de pescado, termo-oxidagéo.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Vanessa Sales. The protective effect of aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi) fruits against lipid oxidation in model systems containing sardines oil (Sardinella
brasilliensis). 145p. Dissertation (Master in Food Science and Technology). Institute of
Technology, Food Technology Department, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

Fish and fish products are constantly characterized as functional due to the high content of
polyunsaturated fatty acids, however they contain appreciable concentrations of cholesterol.
Thus, high temperatures lead to the degradation of these compounds and formation of
oxidized compounds, compromising the nutritional quality and safety of these foods.
Therefore, it is essential to search for alternative sources of natural antioxidants that minimize
the thermo-oxidative processes and attend the demand for food free of synthetic additives.
The objective of this work was to evaluate the protective effect of aroeira fruits in two
concentration levels (0.2% and 0.5%) against lipid oxidation in a model systems containing
sardines oil heated at different temperatures (150 °C and 180 °C), besides the control. The
fruits were previously characterized presenting relevant nutritional potential. It was
determined the presence of essential fatty acids and bioactive compounds. Among the
bioactive compounds, flavonoids presented the higher content (10.33 + 0.34 mg QE/g), and
compounds such, tetrahydroamentoflavone, agathisflavone and hikinoflavone, were identified
by liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The antioxidant activity was verified
in in vitro and in vivo analyzes. The B-carotene/linoleic acid assay determined 61.41% of
oxidative inhibition for the fruits extract. In vivo experiments demonstrated the low toxicity of
the aqueous extracts of aroeira fruits against Saccharomyces cerevisiae cells and the
pretreatment with the extract (10 pg/mL) increased the cell survival by 31.72% against
oxidative stress due to the presence of H20.. For the determination of lipid oxidation, the
formation of reactive species to thiobarbituric acid (TBA) and alterations in the fatty acids
composition and cholesterol were identified, quantifying the formation of cholesterol
oxidation products (COPs). The heating caused the decrease of the polyunsaturated fatty acids
(PUFAS) content and the increase in the content of substances reactive to TBA and COPs,
mainly at 180 °C. The PUFAs content was reduced by approximately 7 and 23% in the
samples without antioxidants addiction heated at 150 and 180 °C, respectively. However, the
addition of aroeira fruits minimized PUFAs degradation, reducing the percentage of
degradation of these compounds in 17.07%, for the treatment using 0.5% of aroeira fruits (180
°C). Heating at 180 °C reduced the cholesterol content by 84.75%, with an increase in the
content of total COPs from 58.9 + 0.26 to 577.5 + 2.14 pg/g of sample. However, the
treatment with aroeira fruits showed protective effect of 15.51 and 23.22% for the additions
with 0.2 and 0.5%, respectively. Although the synthetic antioxidant presented a more
significant protective action against cholesterol oxidation under the evaluated conditions, even
though it has been applied at the limit concentration permitted by the legislation, the
protective effect exhibited by aroeira fruits suggests the use of these as natural antioxidant,
helping to preserve the nutritional aspects and providing safe food free of compounds harmful
to health.

Key-worlds: Schinus terebinthifolius Raddi, fish oil, thermo-oxidation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os lipidios presentes em pescado sdo considerados elementos essenciais & nutrigao
humana, pois apresentam composicdo lipidica diferenciada devido aos elevados teores de
acidos graxos poli-insaturados da série 6mega-3, que estdo associados a diversos efeitos
benéficos a saude. Devido as funcdes vitais que envolvem estes compostos, pescado como a
sardinha (Sardinella brasilliensis) sdo comumente reconhecidos como alimentos funcionais.

Além dos acidos graxos poli-insaturados os 6leos de pescado contem elevados teores
de colesterol. Estes compostos sdo altamente susceptiveis a oxidagdo quando expostos a
tratamentos térmicos usualmente empregados no preparo do pescado para 0 CONSUMO
humano, de forma a comprometer a qualidade sensorial e nutricional destes alimentos.
Inimeros estudos comprovaram alteracdes em acidos graxos e colesterol durante tratamento
térmico, ocasionando a formacdo de compostos oxidados como os Oxidos de colesterol
(SALDANHA, BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008; SALDANHA e BRAGAGNOLO, 2010;
TARVAINEN et al; 2016; FERREIRA et al., 2017).

Os oOxidos de colesterol ou produtos de oxidacdo do colesterol (POCs) de origem
exogena sdo associados a diversos efeitos deletérios a salde como citotoxidade, aterogénese,
carcinogénese e doencas neurodegenerativas, além de alteracbes das propriedades das
membranas celulares e no metabolismo do colesterol (KULIG et al., 2015; KULIG et al.,
2016; OLIVIER et al., 2017; ROSA-FERNANDES et al., 2017). Devido aos riscos
apresentados pela ingestdo destes 6xidos, torna-se indispensavel o controle das reacdes de
oxidacdo do colesterol que sdo efetivamente mediadas pelo uso de compostos antioxidantes.

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados pela industria alimenticia,
entretanto, observa-se um crescente interesse pela substituicdo destes aditivos por extratos
naturais ricos em compostos bioativos, que além de apresentarem potencial antioxidante,
apresentam aspectos nutricionais benéficos a saide (EMBUSCADO, 2015; XU et al., 2016;
JIANG e XIONG, 2016).

O fruto da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) ou pimenta rosa, pertence a familia
Anacardiaceae e no Brasil estd presente do Nordeste até o Sul do pais, apresentando grande
potencial para a exploracdo e uso na culinaria e inddstria farmacéutica. Nos Ultimos anos,
diversos trabalhos reportaram a diversidade de metabdlitos secundarios presentes no género
Schinus. Compostos fitoquimicos como alcaldides, esterdis, terpenos e substancias fenolicas
foram determinados em frutos da Schinus terebinthifolius Raddi caracterizando assim seu
efeito antioxidante (CARVALHO et al.,, 2013; BERNARDES et al., 2014; ANDRADE,
PONCELET e FERREIRA, 2017).

Em resposta ao potencial efeito toxicologico apresentado pelos antioxidantes
sintéticos, existe uma demanda dos consumidores e legislacdo por alimentos isentos de
compostos artificiais. Desta forma, pesquisas vém sendo desenvolvidas em busca de fontes
naturais de compostos antioxidantes. Os frutos da aroeira representam uma fonte alternativa
de componentes antioxidantes que podem vir a minimizar os danos oriundos dos processos
oxidativos. Assim, o conhecimento sobre a composi¢do quimica e a capacidade antioxidante
dos frutos da aroeira possibilita identificar seu potencial para consumo como alimento
funcional, além de estender seu uso como conservante natural de alimentos.

Os efeitos da exposicdo de acidos graxos poli-insaturados e do colesterol a elevadas
temperaturas vem sendo extensivamente pesquisados. No entanto, sdo inexistentes estudos
envolvendo a formacdo de 6xidos de colesterol em 6leo de sardinhas quando aquecidos a
diferentes temperaturas e empregando os frutos da aroeira como componente antioxidante,
justificando assim a realizacdo deste trabalho.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito protetor dos frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) frente a
oxidagdo lipidica em sistemas modelo contendo 6leo de sardinhas (Sardinella brasilliensis)
submetidos ao tratamento térmico sob diferentes temperaturas.

Objetivos especificos

Caracterizar os frutos da aroeira quanto a composi¢cdo quimica, presenca de compostos
bioativos e atividade antioxidante in vitro e in vivo;

Determinar os compostos bioativos presentes nos frutos da aroeira a partir de analises em
UPLC-ESI-MS;

Determinar a composicdo lipidica do 6leo de sardinhas logo apds a obtencdo do mesmo, a
partir das analises de acidos graxos, colesterol e 6xidos de colesterol;

Preparar sistemas modelo mediante termo-oxidacdo a 150 e 180 °C, utilizando éleo de
sardinhas (controle) e dleo de sardinhas adicionados dos frutos da aroeira (0,2% e 0,5%) e
BHT (0,01%);

Determinar a composicdo lipidica do dleo de sardinhas apds o0 aquecimento em sistemas
modelo a 150 e 180 °C, a partir das analises de acidos graxos, colesterol e Oxidos de
colesterol;

Analisar e correlacionar os dados de forma a avaliar o efeito protetor da adi¢do dos frutos da
aroeira.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Sardinha verdadeira (Sardinella brasilliensis)

Nos ultimos anos, em nome da melhor qualidade de vida, as pessoas estdo mudando
seus habitos alimentares, e consequentemente, buscando por alimentos cujo consumo traga
beneficios a salde. Uma dieta saudavel deve incluir alimentos com proteinas que contenham
todos os aminoacidos essenciais, acidos graxos, além de vitaminas e minerais, como o
pescado (FAO, 2016).

No Brasil tanto a producdo quanto o consumo de pescado vem crescendo a cada ano.
Segundo a FAO, Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura, 0 consumo
de pescado no Brasil alcancara 12,7 kg por habitante em 2025, cerca de 32% a mais do que 0s
9,6 kg consumidos por ano entre 2013 e 2015. Em ambito global, a producgéo de pescado deve
crescer até alcancar 1959 milhdes de toneladas em 2025, um aumento de 17% em
comparacao a producdo no periodo de 2013 a 2015, de 166,8 milhdes (FAO, 2016).

A espécie Sardinella brasilliensis ou sardinha-verdadeira (figura 1), pertence a familia
Clupeidae e é um dos mais tradicionais recursos pesqueiros brasileiro. E uma espécie
subtropical (19 a 24°C), de pequeno porte (90 a 270 mm de comprimento), capturada em
profundidades entre 30 a 100 metros entre os Cabos de S&o Tomé (Rio de Janeiro, RJ- 22°S) e
de Santa Marta (Santa Catarina, SC-28°S). No estado do Rio de Janeiro é pescada
principalmente na llha Grande (Angra dos Reis), arredores de Cabo Frio e na Baia de
Sepetiba (IBAMA, 2013).

Figura 1: Sardinha verdadeira (Sardinella brasilliensis).

Pescado como as sardinhas caracterizam-se por conter proteinas de fécil digestdo e elevado
valor bioldgico (presenca de todos os aminoécidos essenciais), vitaminas (vitaminas D, A e B) e
minerais (célcio, iodo, zinco, ferro e selénio), além da rica composic¢éo em lipidios insaturados (FAO,
2016). Entretanto, a composicdo quimica do pescado depende de diversas varidveis, como por
exemplo: espécie, idade, sexo, estado fisiolégico, época do ano, regido de captura e outras condicoes
ambientais (NUNES et al., 2008; CHITRA SOM e RADHAKRISHNAN, 2013; BANDARRA et al.,
2018).0s 6leos de pescado sdo fontes de acidos graxos poli-insaturados (AGPs) especialmente os da
série dmega-3, destacando-se os acidos eicosapentaenodico (EPA, C20:5 »3) e o docosaexaendico
(DHA, C22:6 ©3). Embora estes compostos possam ser sintetizados pelo organismo humano a partir
do &cido a-linolénico, esta conversdo é limitada, tornando-se indispensavel & ingestéo destes por meio
da dieta, pois teores reduzidos de EPA e DHA nos tecidos pode acarretar o desenvolvimento de
diversas doencas cronicas (GARCIA- MORENO et al., 2016).
Estes AGPs exercem fungdes estruturais e regulatdrias importantes na fisiologia
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humana relacionados a efeitos benéficos a salde, como prevencdo ao desenvolvimento da
aterosclerose, embolia, hipertrigliceremia, hipertensdo, doencgas autoimunes e problemas
alérgicos, além de aprimorar as funcGes cognitivas e aliviar os efeitos da depressdo (ZHENG
etal., 2013; SHAHIDI, 2015; HAIMEUR et al., 2016; ZOCK et al., 2016; BANNENBERG et
al., 2017; FENG et al., 2018; LIU et al., 2018).

LIU et al. (2018) avaliaram pacientes com multiplos fatores de risco ou com
diagndstico ja estabelecido de doencas arteriais coronanianas. Os autores associaram a
reducdo no desenvolvimento destas doencas com a presenca de elevadas concentracGes de
acidos graxos da série 6mega-3 no soro sanguineo. Os autores identificaram o DHA como
fator protetor frente as doencas acima citadas.

Além dos &cidos eicosapentaendico e docosaexaendico, outros &cidos graxos Sao
predominantes em pescado. Os &cidos graxos mais comuns em pescado sdo o0 acido miristico
(C14:0), palmitico (C16:0), esteérico (C18:0), oleico (C18:1 ®9), linoleico (C18:2 w6) e 0
araquidénico (C20:4 w6). Entretanto, o perfil lipidico, assim como os teores destes compostos
variam consideravelmente de espécie para espécie e mesmo entre individuos de uma mesma
espécie  (OGAWA e MAIA, 1999; NUNES et al, 2008; CHITRA SOM e
RADHAKRISHNAN, 2013; BANDARRA et al., 2018; STEINRUCKEN et al., 2018).

De acordo com Chitra Som e Radhakrishnan (2013) a época de captura influencia no
conteddo de acidos graxos presentes em sardinhas. Os autores avaliaram as espécies
Sardinella fimbriatae e Sardinella longiceps capturadas em meses distintos e determinaram
EPA como o acido graxo insaturado predominante nas amostras de S. longiceps, enquanto
para S. fimbriata, o DHA apresentou teores mais elevados. Entretanto, foi possivel observar
variacdo nos teores destes compostos em uma mesma espécie em diferentes meses, de forma
gue em margo o contetido de EPA correspondeu a 18,23% dos acidos graxos totais, enquanto
em junho, 6,94% foi determinado para S. fimbriata.

AlteragBes sazonais também foram observadas no contetdo total de colesterol em
Sardina pilchardus por Zotos e Vouzanidou (2012), onde sardinhas capturadas em setembro
apresentaram teores de 67,31 mg/100g, enquanto em dezembro foram quantificados 43,39 mg
de colesterol/100g de amostra.

Inimeros estudos analisaram o perfil lipidico de sardinhas. Ao estudarem amostras de
o6leo de sardinha comercial refinado, Ganga et al. (1998) encontraram o &cido palmitico como
acido graxo predominante (18,1%), sendo observado um somatério de EPA e DHA de 27,5%.
Garcia-Avrias et al. (2003) também determinaram contetdos elevados para os acidos palmitico
e docosaexaenoico em Sardina pilchardus fresca.

Teores lipidicos entre 12,5 e 39,3 g/100g de sardinhas (Sardinella brasilliensis) foram
determinados por Tarley et al. (2004). Em estudo realizado por Saldanha, Benassi e
Bragagnolo (2008), valores inferiores foram quantificados para a mesma espécie, onde foram
observados teores de 8,9 g lipidio/100g de sardinha.

Os &cidos eicosapentaendico e o docosaexaendico foram identificados como os acidos
graxos insaturados predominantes em amostras de pescado brasileiro como a sardinha-
bandeira (Opisthonema oglinum), o agulha-preto (Hemiramphus brasiliensis), o agulha-
branca (Hyporhamphus unifasciatus) e a cavala-verdadeira (Scomberomorus cavala), onde os
maiores teores dos 4&cidos em questdo foram quantificados em sardinha-bandeira
(FERNANDES et al., 2014). Os acidos graxos da serie dmega-3 também apresentaram
elevada representatividade dentre os acidos graxos poli-insaturados determinados em
Sardinella longiceps, correspondendo a 89,9% destes (BAHURMIZ, ADZITEY e NG, 2017).
Sardinhas do atlantico (Sardina pilchardus) apresentaram contetdo lipidico de 14 g/100g de
amostra, onde os acidos graxos predominantes foram os acidos palmitico, docosaexaendico,
oleico e eicosapentaenoico, respectivamente (BANDARRA et al., 2018).

Além de concentracdes relevantes de &cidos graxos poli-insaturados, as sardinhas
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também apresentam elevados teores de colesterol (SALDANHA, BENASSI e
BRAGAGNOLO, 2008; CARDENIA et al., 2013b; DANTAS et al., 2015; TARVAINEN et
al., 2016; FERREIRA et al., 2017).

O ¢leo de sardinha comercial refinado apresentou teor de 480,5 mg de colesterol/100g
de amostra (GANGA et al.,1998). Saldanha, Benassi e Bragagnolo (2008) quantificaram 342
mg de colesterol/100g em base seca para sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis),
enquanto em outro estudo, conteudo inferior de 327 mg/100g de amostra foi identificado para
a mesma espécie (SALDANHA e BRAGAGNOLO, 2010). Em estudo realizado por Ferreira
et al. (2017) o conteudo total de colesterol para Sardinella brasiliensis variou de 136,4 a
237,2 mg/100g nas amostras cruas, em base seca.

Apesar do valor nutricional dos 6leos de pescado, a presenca de compostos insaturados
os tornam particularmente suscetiveis aos processos oxidativos acarretando perdas
nutricionais e sensoriais. A oxidacdo lipidica conduz ao desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis que tornam os alimentos improprios para o consumo, afeta a qualidade
nutricional devido a degradacdo de vitaminas lipossolUveis e de acidos graxos essenciais, e a
integridade e seguranca dos alimentos, através da formacdo de compostos potencialmente
toxicos (MEDINA-MEZA, BARNADA e BARBOSA-CANOVAS, 2014; HASSOUN e
COBAN, 2017).

2 Oxidagdo lipidica

A oxidacdo lipidica é uma das principais vias de degradacdo de lipidios em pescado.
Consiste em um fendémeno induzido pelo oxigénio na presenca de iniciadores como o calor,
luz, radicais, pigmentos fotosensitizantes ou sensibilizadores e ions metalicos. Os lipidios
podem ser oxidados de diferentes formas, em funcdo do meio e dos agentes catalisadores
podendo ocorrer via acdo enzimatica, foto-oxidacdo e auto-oxidacdo (LAGUERRE,
LECOMTE e VILLENEUVE, 2007; KUMAR et al., 2015; SUAREZ-JIMENEZ et al., 2016;
FENG et al., 2018).

A auto-oxidagio é o principal mecanismo de oxidacdo em alimentos. E associada a
reacao de oxigénio com acidos graxos insaturados através de um mecanismo de reacfes em
cadeia de radicais, que sdo espécies quimicas instaveis e de alta reatividade que contém um ou
mais elétrons ndo pareados. A auto-oxidacdo ocorre em trés etapas distintas: iniciacdo,
propagacao e terminacdo (HALLIWELL e GUITTERIDGE, 2000; LAGUERRE, LECOMTE
e VILLENEUVE, 2007; KUMAR et al., 2015).

Na etapa de iniciagdo ha a formacdo dos radicais de acidos graxos. Os radicais séo
formados devido a abstragdo de hidrogénio de um &cido graxo, deixando um elétron néo
pareado no carbono e formando um radical acido graxo. Entretanto, elevada energia de
ativagdo é requerida para que esta reacdo ocorra em presenga de *O2 (forma menos reativa do
oxigénio), sendo necessaria a acdo de agentes iniciadores como luz, calor ou fons metélicos
(NICKI et al., 2005; LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007; KUMAR et al.,
2015).

A abstracdo de hidrogénio ocorre preferencialmente nos atomos de carbono onde a
energia de dissociacdo da ligagdo é baixa. Os acidos graxos saturados sdo bastante estaveis e
ndo se oxidam a uma velocidade significativa. Quando um atomo de carbono é adjacente a
uma ligacdo dupla, a ligacdo covalente C-H torna-se mais fraca, requerendo menor energia de
dissociacdo (GORDON, 2004).

A retirada seletiva do hidrogénio de acidos graxos insaturados depende do nimero de
ligacGes duplas na molécula. A abstracdo de hidrogénio de um grupo metileno de um sistema
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1,4-pentadieno ocorre mais facilmente do que em um simples grupamento alilico, além de que
o radical 1,4-dieno gerado é estabilizado de modo mais eficiente por ressonancia, isto é, pelo
deslocamento de elétrons pelos cinco atomos de carbono. Essas consideracfes explicam as
diferencas nas velocidades de reacdes de auto-oxidacdo de acidos graxos insaturados,
justificando o fato de a velocidade de oxidac&o ser muito maior quando &cidos graxos poli-
insaturados estdo presentes nos alimentos (LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007;
DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Durante a propagacdo, o radical proveniente da fase de iniciacdo, reage rapidamente
com o oxigénio atmosférico gerando novas espécies radicais, os radicais perdxidos, que
quando oriundos de acidos graxos poli-insaturados apresentam formas de ressonancia
estabilizadoras. As reacGes de formacdo dos radicais peréxidos ocorrem rapidamente devido a
baixa energia de ativacdo requerida, gerando uma elevada concentracdo destes radicais no
meio. A energia elevada dos radicais peroxil permite que eles promovam a abstracdo de
hidrogénio de outro acido graxo formando produtos primarios da oxidacdo (perdxidos e
hidroperdxidos) e outros radicais em outros acidos graxos (LAGUERRE, LECOMTE e
VILLENEUVE, 2007; MEDINA-MEZA, BARNABA e BARBOSA-CANOVAS, 2014;
KUMAR et al., 2015).

Na etapa de terminacdo ocorre a interrupcdo das reacdes em virtude da reducdo da
quantidade de &cidos graxos no sistema, de forma que os radicais passam a reagir entre si
formando compostos estaveis (NICKI et al., 2005; MASUDA et al., 2010). A figura 2
apresenta o esquema geral para a oxidacdo de acidos graxos.

o) N
Iniciacdo HH | —— R= +-__\H-./,
Propagacso — Re + 0, —— ROOe
ROOe +(RH) [ ROCH |+ Re
|
Término ROOe + Re ROOR
ROOe| + ROOs - ROOR 4+Q, > ';Egﬂteﬁ’:
Re + Re RR
. .
RH = Acido graxo insaturado
Re = Radical livre
ROCe = Radical peroxido
ROOCH = Radical hidroperdxido.

Figura 2: Esquema geral para a oxidacao de &cidos graxos (Adaptado de: RAMALHO
e JORGE, 2006).

Durante a terminag&o, produtos secundarios sdo formados por meio de transformacdes
de hidroperoxidos que envolvem reacfes de decomposicao, principalmente via cisdo da
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ligacdo dupla adjacente ao grupo hidroperoxil acarretando a formacdo de aldeidos,
hidrocarbonetos, alcoois, cetonas volateis e outros compostos ndo volateis (LAGUERRE,
LECOMTE e VILLENEUVE, 2007). A figura 3 apresenta o perfil geral de distribuicdo dos
produtos da auto-oxidacdo de é&cidos graxos poli-insaturados nas etapas de iniciagéo,
propagacao e terminagéo.
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Figura 3: Auto-oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados em funcdo do tempo
(Adaptado de: GARDNER, 1983).

Os hidroperédxidos podem se decompor por meio de diversos esquemas de reacfes que
dependerdo do tipo de acido graxo e da localizacdo do hidroper6xido na molécula do acido
graxo. Além disso, os produtos de decomposicdo podem ser insaturados, apresentando
estruturas pentadieno intactas, o que significa que os produtos de oxidacdo podem ser
posteriormente oxidados, resultando na formacdo de centenas de produtos diferentes de
oxidacdo de &cidos graxos (MCCLEMENTS e DECKER, 2010).

Além dos &cidos graxos insaturados, o colesterol também pode ser degradado por meio
de reacOes oxidativas via auto-oxidacdo, acarretando a formacdo de produtos oxidados do
colesterol ou 6xidos de colesterol.

3 Oxidacéo do colesterol e formagéo dos Oxidos de colesterol

O colesterol (C27H460), por ser um composto insaturado, também é altamente instavel
e suscetivel & oxidagéo lipidica (SMITH, 1987; DANTAS et al., 2015). E um dos principais
esterdis encontrados nos tecidos dos animais. Atua como um componente estrutural das
membranas celulares e plasmaticas e precursor de hormoénios esteroides e vitamina D
(MORZYCKI, 2014). Além disso, atua na sintese hepatica dos acidos biliares que
posteriormente sdo secretados no intestino, essenciais para a digestdo normal e para a
absorcdo de gordura e das vitaminas lipossoliveis A, D, E e K (BRZESKA, SZYMCZYK e
SZTERK, 2016).

O colesterol pode estar presente em sua forma livre, combinado com &cidos graxos de
cadeia longa ou como ésteres de colesterol. Em sua forma livre, o colesterol apresenta um
nucleo policiclico formado pela unido de quatro anéis, sendo trés anéis de seis carbonos e um
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com cinco, uma cadeia alifética ligada ao carbono 17 denominada cadeia lateral, um grupo
hidroxila ligado ao carbono 3 e uma instauracdo no nucleo policiclico na posicdo C5 e C6
(Figura 4) (MCCLEMENTS e DECKER, 2010; VICENTE et al., 2012b).

CHg

Figura 4: Férmula estrutural do colesterol (BRZESKA, SZYMCZYK e SZTERK,
2016).

A oxidagdo do colesterol em alimentos ocorre de forma similar a oxidagéo dos &cidos
graxos insaturados, através de reacdes em cadeia que se baseiam na formacdo de radicais,
resultando na formagdo de compostos comumente conhecidos como 6xidos de colesterol ou
produtos da oxidacdo do colesterol (POCs). Os POCs podem ser formados tanto de forma
enddgena, basicamente no figado e nos tecidos geradores de hormoénios esterdides, ou
formados a partir da oxidacdo do colesterol presente nos produtos de origem animal (exdgena)
e ingeridos pela dieta através de alimentos processados (DANTAS et al., 2015; KULIG et al.,
2016; BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

Os oOxidos de colesterol sao esterdis que possuem uma estrutura molecular semelhante
a do colesterol, mas que apresentam um grupo hidroxila, cetona ou epoxido adicional no
nucleo esterdide ou um grupo hidroxila na cadeia lateral (WASOWICZ, 2003). A complexa
mistura de Oxidos de colesterol formada na oxidacdo do colesterol mediada por radicais
dificulta a determinacdo do exato mecanismo de formacdo de cada Oxido, principalmente
devido ao caréater aleatério da oxidagdo por radicais livres e ao subsequente rearranjo dos
produtos intermediarios (MCCLEMENTS e DECKER, 2010).

A ligacdo dupla entre os carbonos 5 e 6 torna a molécula de colesterol altamente
suscetivel a oxidacdo, sendo o carbono 7 o centro reativo na molécula do colesterol. Os
carbonos 4 e 7 apresentam-se no mesmo plano, entretanto, o impedimento estérico provocado
pelo grupo hidroxila do carbono 3 que apresenta posicdo equatorial dificulta as reacGes
oxidativas no carbono 4. O mesmo impedimento estérico ocorre no carbono 5, devido ao
substituinte trialquil. A fraca energia de ligagdo C-H no carbono 7 favorece a reacgdo, pois
demanda uma menor energia de ativagdo para a abstracdo do hidrogénio. A cadeia lateral
também pode ser oxidada, principalmente nos carbonos terciarios C20 e C25 (TAI, CHEN e
CHEN, 1999; WASOWICZ, 2003). A figura 5 apresenta as posi¢cbes mais susceptiveis a
oxidacdo na molécula de colesterol.
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Figura 5: Posi¢cbes da molécula de colesterol suscetiveis ao ataque oxidativo (SMITH,
1987).

A auto-oxidacdo do colesterol se inicia com a formacéo de um radical no carbono 7,
devido a abstracdo do hidrogénio ocasionada por radiagdo ou outros radicais. O radical
formado reage com o oxigénio molecular triplete (302), que acarreta a formagdo simultanea de
70- e 7B-hidroperoxidos, predominando o 7B-hidroperoxido por ser termodinamicamente
mais estavel devido a sua forma equatorial. Posteriormente, estes compostos sdo reduzidos
aos seus alcoois correspondentes (7o- e 7p- hidroxicolesterol) ou podem originar o 7-
cetocolesterol. O 7-cetocolesterol pode ser termicamente degradado a colesta-3,5-dien-7-ona
em meio basico (MAERKER, 1987; TAI, CHEN e CHEN, 1999).

A epoxidacdo ou reacdo de oxidagdo no carbono acarreta a formacdo de 5,6a- e 5,6p-
epoxicolesterol, caracterizados como produtos da oxidacdo do colesterol pelo ar
(GUARDIOLA et al., 1996). Produtos da oxidacdo da cadeia lateral do colesterol também
podem ser formados. A oxidacdo predominante dos carbonos terciarios C20 e C25 acarreta a
formacdo de 20-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol, respectivamente (VICENTE et al.,
2012b). Por reacbes de transferéncia de radicais, outros radicais peroxilas e seus
correspondentes hidroperoxidos podem ser formados, como os derivados hidroxilados do
colesterol, 24-, 26- e 27-OH (SMITH, 1987; GUARDIOLA et al., 1996). A figura 6 apresenta
as vias de formacdo dos principais éxidos de colesterol.

Além da formacdo destes compostos, o colesterol pode degradar e desencadear o
desenvolvimento de outros produtos como hidrocarbonetos de cadeia curta, aldeidos, cetonas
e alcoois (SMITH, 1987).
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Figura 6: Vias de formacéo dos principais 6xidos de colesterol (TAI, CHEN e CHEN,
1999).

A auto-oxidagdo do colesterol comporta-se como um sistema dependente, onde o
perfil dos produtos e suas concentracdes sao influenciados por fatores como a atividade de
agua, pH, exposicdo a luz e a irradiacdo, temperaturas elevadas, radiacdo ionizante, radicais,
ions metalicos, o estado fisico do colesterol e composicdo do alimento (MEDINA-MEZA e
BARNABA, 2013). Dentre os fatores citados, 0 mais relevante é a termo-oxidacdo, desta
forma, inimeros estudos vém sendo desenvolvidos a cerca da oxidagdo do colesterol durante
a exposicdo a elevadas temperaturas (BARRIUSO et al, 2012; DEREWIAKA e
MOLINSKA, 2015; BARRIUSO et al., 2016; TARVAINEN et al., 2016; XU et al., 2016;
LEAL-CASTANEDA et al., 2017).

4 Termo-oxidacao do colesterol

Temperaturas elevadas sdo fatores indutores do processo oxidativo, pois atuam
diminuindo a energia de ativacdo necessaria para a abstracdo do hidrogénio que leva a
formacdo de radicais (BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017). Na termo-
oxidacdo sdo formandos Oxidos como o 7-cetocolesterol, 7a- e 7p-hidroxicolesterol, 5,6p- e
5,6a-epoxicolesterol e colestanotriol, sendo o 7-cetocolesterol o 6xido mais abundante
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(LAMPI et al., 2002; XU et al., 2011).

A termo-oxidacdo do colesterol ocorre em temperaturas acima de 150 °C, pois em
temperaturas proximas ao ponto de fusdo do colesterol (147-148 °C), seu estado fisico
possibilita maior contato desta molécula com agentes oxidantes. Derewiaka e Molinska
(2015) ndo detectaram a formacdo de Oxidos de colesterol ao submeter o colesterol ao
aquecimento a 120 °C, por até 180 minutos. Diversos estudos observaram a degradacdo do
colesterol e formagdo de seus Oxidos a 150 °C, entretanto 180 °C é a temperatura mais
utilizada em pesquisas envolvendo a termo-oxidacéo do colesterol, visto que esta representa a
temperatura usualmente aplicada em processos térmicos culinarios (BARRIUSO et al., 2012).
A figura 7 apresenta o perfil de formacdo de déxidos de colesterol em sistemas modelos a
partir da termo-oxidagéo do colesterol em fungéo do tempo.

Formacio de 6xidos de colesterol

—+— BARRIUSOet al. (2012)
e~ ANSORENA etal. (2013)

\ -® - BARRIUSOet al. (2015)

100 150 200
Min

Figura 7: Formacdo de 6xidos de colesterol em sistemas modelos contendo colesterol
puro em funcdo do tempo (Adaptado de: BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

Ao estudar o processo de termo-oxidagdo do colesterol em sistema modelo, Xu et al.
(2005) observaram que ndo ocorreu formacdo de 7-cetocolesterol durante o aquecimento a
125 °C, por 30 minutos. Entretanto a formacdo do éxido em questdo foi observada a 125 °C e
atingiu nivel maximo a temperatura de 175 °C ap06s 30 minutos de aquecimento (2,11 ug/mL).

Amostras de colesterol aquecidas a 180 °C por 360 minutos foram analisadas por
Barriuso et al. (2012). Os autores constataram o aumento da degradacdo do colesterol com o
aumento do tempo de aquecimento, obtidas razdes de 76,99% e 94,51% de degradacdo apos
60 e 360 minutos de aquecimento, respectivamente. Entretanto, os niveis dos Oxidos
analisados (7-cetocolesterol, 7a- e 7p-hidroxicolesterol, 5,6a-e 5,6p3-epoxicolesterol e triol),
apresentaram aumento significativo nos 10 primeiros minutos, sendo determinada uma taxa
de degradacdo do colesterol maior do que de formacdo destes com o passar do tempo,
concluindo-se que a degradacdo do colesterol ndo acarreta apenas na formacdo de seus
oxidos.

O aquecimento de amostras de colesterol a 180 °C durante 20 minutos, acarretou a
formacéo de 60,39 ng de POCs/mg de amostra, sendo 7-cetocolesterol, a-epoxicolesterol e -
epoxicolesterol os 6xidos predominantes (ANSORENA et al., 2013). Em estudo realizado por
Derewiaka e Molinska (2015) amostras de colesterol foram aquecidas a diferentes
temperaturas (120, 150, 180 e 220 °C) em tempos entre 30 a 180 minutos. A maior razdo de
degradacédo do colesterol foi observada a temperatura de 220 °C, e ap6s 30 e 180 minutos de
aquecimento a perda de colesterol foi entre 96 e 99,5%, respectivamente. Conteudos mais
elevados de 6xidos de colesterol foram determinados a 150 °C, sendo observada a formacao
de outros compostos como polimeros, compostos volateis, além de fragmentos da molécula de
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colesterol. Ap6s aquecimento a 150 °C por 120 minutos, aproximadamente 16,7 % do
colesterol foi oxidado, onde predominou a formacao de 7- cetocolesterol, 5,63-epoxicolesterol
e 5,6a-epoxicolesterol, respectivamente.

Leal-Castafieda et al. (2017) avaliaram a formacéo de 6xidos de colesterol em sistema
modelo contendo colesterol e o6leo de peixe (2,5 mg de colesterol/g de 6leo) quando
submetido ao aquecimento em forno convencional, a 180 °C durante 20 minutos. Os autores
observaram um aumento significativo no conteldo total de &xidos de colesterol,
determinando-se um total de 225,4 ug/g de lipidio ap6s o tratamento térmico, onde os 6xidos
predominantemente formados foram 7a-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol.

Os estudos apresentados demonstram que a utilizacdo de elevadas temperaturas nos
processos térmicos aplicados em matrizes lipidicas ricas em compostos insaturados como o
colesterol, acelera o processo de auto-oxidagdo, com consequente formagéo de produtos de
oxidacdo do colesterol.

5 Efeitos dos 6xidos de colesterol a saude

Os oOxidos de colesterol de origem enddgena exercem atividades bioldgicas
importantes e essenciais ao corpo humano. Atuam como substrato para a sintese de hormonios
esteroidais e acidos biliares. Além disso, sdo importantes transportadores de colesterol pelas
membranas celulares e pela barreira hematoencefalica, assim como marcadores da oxidacao
lipoproteica (KULIG et al., 2016).

A atividade mais notavel dos 6xidos de colesterol é a regulacdo da homeostase do
colesterol. De acordo com Noguche, Saito e Urano (2014), o 24(S)-hidroxicolesterol que €
produzido enzimaticamente no cérebro exerce uma importante funcdo fisiolégica como
regulador da homeostase do colesterol, também agindo na citotoxidade do 7-cetocolesterol
através de uma resposta adaptativa.

Entretanto, os Oxidos de colesterol exdgenos presentes nos alimentos, estdo
relacionados a eventos cardiovasculares e mudancas fisiologicas como inflamacdes, apoptoses
em doencas degenerativas, osteoporose e artrite reumatdide (LUCHETTI et al., 2015; KULIG
et al., 2016; OLIVIER et al., 2017; SATO et al., 2017). O 7-cetocolesterol é considerado um
indutor potente de apoptose em células como as mesenquimais, mediante concentracdes
acima de 17uM (LEVY et al., 2014), e neuronais, em concentraces entre 25 e 150 uM
(JANG e LEE, 2011), assim como nos fibroblastos e nas células endoteliais (KHATIB e
VAYA, 2014).

Estudos indicam a existéncia de correlagcdo entre os 6xidos de colesterol e o mal de
Alzheimer (GAMBA et al., 2015; XUE-SHAN et al., 2016), além do mal de Parkinson e
doenca de Huntington (KREILAUS et al., 2015; LEONI e CACCIA, 2015). Produtos da
oxidagcdo do colesterol causam alteragfes na estrutura e nas propriedades da membrana
lipidica (NETO e CORDEIRO, 2016), injurias ao figado (SERVIDDIO et al., 2016), séo
associados ao desenvolvimento de depressdo (VAVAKOVA, URAIKOVA e TREBATICKA,
2015), diabetes (SOTTERO et al., 2015) e de patologias oculares (GAMBERT et al., 2017).
Os oOxidos atuam na diferenciacdo de ceélulas-tronco mesenquimais, apresentando
propriedades osteoindutivas e inibindo a diferenciagéo de adipocitos (LEVY et al., 2017).

Alguns oOxidos de colesterol, como 7-cetocolesterol e 7B-hidroxicolesterol, séo
potentes indutores do estresse oxidativo que contribui para o desenvolvimento de danos ao
DNA e consequente carcinogénese. 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol e
colestanotriol, apresentam elevada atividade mutagénica e genotoxica devido suas
propriedades pré-oxidativas e pré-inflamatorias, colaborando entdo para a iniciacdo e
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progressao de cancer como o de colon, prostata e mama (NELSON, CHANG e
MCDONNELL, 2014; THANAN et al., 2014; MARWARHA et al., 2017).

Produtos da oxidacdo do colesterol sdo constantemente encontrados em lesfes
caracteristicas de aterosclerose nas paredes de artérias. Os Oxidos de colesterol sdo
considerados mais aterogénicos que o proprio colesterol, exercendo forte influéncia na
aterogénese e no desenvolvimento de doencas cardiovasculares (KHATIB e VAYA, 2014;
LUCHETTI et al., 2015).

Devido aos diversos maleficios associados a ingestdo de produtos oxidados do
colesterol e aos impactos nutricionais causados pela degradacao de &cidos graxos, é notavel a
necessidade de controle das reacdes oxidativas durante 0 processamento e armazenamento de
alimentos. Desta forma, os antioxidantes tornaram-se aditivos indispensaveis a industria
alimenticia.

6 Antioxidantes naturais

Antioxidantes sdo compostos que retardam ou inibem as reacGes oxidativas
protegendo os lipidios iniciadores destas reagbes ou travando a oxidagdo na fase de
propagacdo (LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007; SHAHIDI e ZHONG, 2010;
KUMAR et al., 2015). Ramalho e Jorge (2006) classificaram os antioxidantes quanto ao
mecanismo de acdo em primarios ou secundarios.

Os antioxidantes primarios sdo capazes de doar elétrons ou hidrogénio para o radical
formado durante a oxidacdo lipidica, convertendo-os em produtos termodinamicamente
estaveis e/ou formando o complexo lipidio-antioxidante, que pode reagir com outro radical.
Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciacdo da auto-oxidacdo, por
mecanismos distintos que incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperoxidos formando espécie ndo radical, absorcdo da radiacdo
ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete (RAMALHO e JORGE, 2006).

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Os antioxidantes sintéticos mais
utilizados na industria de alimentos sdo o butilidroxianisol (BHA), butilidroxitolueno (BHT),
galato de propila (GP) e terc-butilidroquinona (TBHQ) (TAHERI et al., 2014; MATUMOTO-
PINTRO et al., 2017). Os antioxidantes naturais compreendem as substancias bioativas tais
como substancias fenolicas, flavonoides, taninos e terpenos, presentes em diversos alimentos,
entre eles, vegetais, frutas, ervas e especiarias (OROIAN e ESCRICHE, 2015; JIANG e
XIONG, 2016; BARBIERI et al., 2017; TIAN et al., 2018).

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados na industria de alimentos.
Entretanto, a utilizacdo destes compostos vem sendo questionada devido & toxicidade e
consequentes efeitos deletérios a saude associados a ingestdo dos mesmos gerando uma nova
demanda por conta dos consumidores e da inddstria por alimentos isentos deste grupo de
aditivos (ESKANDANI, AMISHEHKAR e OLATABADI; 2014; CALEJA et al., 2016;
NASCIMENTO et al., 2016; RAEISI et al., 2016; BALZAN et al., 2017; LORENZO et al.,
2017). Desta forma, os antioxidantes naturais representam uma alternativa que vem se
destacando junto a comunidade cientifica (GRANATO, NUNES e BARBA, 2017).

Estudos demonstram que os compostos naturais podem apresentar efeitos equivalentes
ou superiores aos sintéticos na inibicdo da oxidagdo lipidica (FIGUEIREDO et al., 2015;
CALEJA et al.,, 2016; MATUMOTO-PINTRO et al., 2017; MUNEKATA et al., 2017
ZHANG et al., 2017), além de serem efetivamente assimilados pelo organismo e
apresentarem potencial valor nutricional promovendo beneficios extras a saude
(EMBUSCADO, 2015; BARBIERI et al., 2017).
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Diversos extratos naturais sdo caracterizados como antioxidantes devido & rica
composicdo em fitoquimicos bioativos (EMBUSCADO 2015; JIANG e XIONG, 2016;
LORENZO et al., 2017; TIAN et al., 2018). A propriedade antioxidante é oriunda de uma
mistura de componentes ativos, que podem atuar tanto individualmente como em sinergia
(OROIAN e ESCRICHE, 2015).

Os antioxidantes naturais presentes em maior quantidade na dieta humana sdo as
substancias fendlicas, que podem ser quimicamente definidas como substancias que possuem
um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas. Também podem apresentar outros grupos
substituintes em sua estrutura, como ésteres e glicosideos (HAN, SHEN e LOU, 2007;
BREWER, 2011; SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).

As substancias fenolicas séo substancias amplamente distribuidas na natureza, sendo
gue mais de 8000 destas substancias ja foram detectadas em plantas. Podem ser pigmentos,
que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundario,
normalmente derivados de reaces de defesa das plantas contra agressdes do ambiente. Os
grupos mais abundantes nos alimentos sdo os flavonoides, os acidos fendlicos, lignanas e
estilbenos (HELENO et al., 2015; OROIAN e ESCRICHE, 2015; BARBIERI et al., 2017).

A efetividade antioxidante de muitas substancias fenolicas é resultado da facilidade
com a qual um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica é
doado para um radical, bem como a habilidade da mesma em suportar um elétron néo
emparelhado através do deslocamento do mesmo ao redor de todo o sistema de elétrons da
molécula (MCCLEMENTS e DECKER, 2010). As substancias fenolicas também podem
interferir no processo de oxidacdo atuando como agentes redutores, sequestradores de
oxigénio singlete e agentes quelantes de metais (PROCHAZKOVA, BOUSOVA e
WILHELMOVA, 2011; SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015; TIAN et al., 2018).

O potencial antioxidante de substancias fendlicas depende de sua estrutura molecular e
da localizacdo e comportamento dos grupos funcionais na molécula. Em flavonoides, por
exemplo, o potencial antioxidante é determinado em funcdo no nimero e da localizacdo dos
grupos hidroxilas na molécula. Estruturas poliméricas contendo mais de um grupamento
hidroxila possuem maior potencial antioxidante, enquanto a glicolizacdo dos grupos
funcionais (redugdo dos grupos —OH) usualmente diminui a efetividade antioxidante destes
compostos (KUMAR et al., 2015).

Extratos naturais caracterizados pela presenca de substancias fendlicas sdo
constantemente estudados com o intuito de avaliar o efeito protetor destes na formacdo de
compostos oxidados. Ao comparar a acdo antioxidante do BHT e TBHQ com extratos
naturais das folhas de acacia-branca (Moringa oleifera), Nascimento et al. (2016) constataram
melhor efeito protetor frente a oxidacdo lipidica para os extratos naturais, de forma que o
emprego do extrato reduziu a formacdo de peroxidos e hidroperoxidos em 6leo de pescado.
Os resultados obtidos demonstraram que o BHT e TBHQ podem ser substituidos pelo extrato
natural nas condicdes analisadas, atendendo a demanda dos consumidores por produtos livres
de aditivos sintéticos.

Zhang et al. (2017) compararam o efeito antioxidante de BHT e do TBHQ com
extratos da folhas de Myrica rubra frente a oxidacéo lipidica em emulsdo modelo. As taxas de
inibicdo da formacdo do 7-cetocolesterol para os extratos preparados e adicionados no nivel
de 40 mg/mL foi de aproximadamente 86%, valor equivalente ao determinado para 0s
antioxidantes sintéticos a concentracdo de 20 mg/mL.

No atual contexto de demanda pela substituicdo de aditivos sintéticos por naturais,
pesquisas sdo constantemente desenvolvidas a cerca de compostos antioxidantes naturalmente
presentes em extratos naturais de plantas como a aroeira.
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7 Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi)

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), também denominada pimenta rosa, pimenta
brasileira e aroeira-vermelha, é uma planta nativa da América do Sul, distribuida no territério
brasileiro desde o Nordeste até o Sul do pais, podendo também ser encontrada em partes da
América Central, América do Norte, Africa, Europa e Asia (CARVALHO et al., 2013).
Membro da familia Anacardiaceae, a aroeira apresenta um arbusto com folhas pontiagudas
estreitas. Cresce cerca de 4 a 10 m e quando frutifica fica recoberta de cachos com frutos
pequenos de cor vermelha e brilhante (figura 8) (CERUKS et al., 2007).

Figura 8: Folhas e frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi).

Embora seja uma espécie aparentemente pouco cultivada no Brasil para fins
comerciais, a aroeira possui elevado potencial para a exploracdo e uso. E amplamente
utilizada na culinaria e pela medicina popular, no tratamento de problemas respiratorios e
infeccdes urinarias, feridas, reumatismo, como agente anti-inflamatorio e hemostatico (EL-
MASSARY et al., 2009; SOARES, 2010; BERNARDES et al., 2014). Além disso, sua
capacidade de adaptacdo a diversos habitats possibilita o desenvolvimento da espécie ndo sé
na faixa litoranea brasileira, mas também em terrenos secos, habitando diversas formacdes
vegetais (LENZI e ORTH, 2004).

Tais aplicacGes sdo decorrentes de importantes propriedades atribuidas a aroeira e seus
frutos como: efeito antioxidante (BERNARDES et al., 2014; PAGANI et al., 2014;
D'SOUSA' COSTA et al., 2015; DANNENBERG et al., 2016; ENNIGROU et al., 2017),
efeito cicatrizante (LUCENA et al., 2006; RIBAS et al., 2006), antitumoral (MATSUO et al.,
2011; SILVA et al.,, 2017a), efeito anti-inflamatorio (BERNARDES et al., 2014) e atividade
antimicrobiana (MELO et al., 2014; D'SOUSA' COSTA et al., 2015; DANNENBERG et al.,
2016).

Inimeros trabalhos reportaram a diversidade de metabdlitos secundarios presentes em
Schinus terebinthifolius Raddi (BERNARDES et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2015;
DANNENBERG et al., 2016; ANDRADE, PONCELET e FERREIRA, 2017; FEUEREISEN
et al. 2017; GLORIA et al., 2017). A andlise fitoquimica da pimenta rosa determinou a
presenca de taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas, esteréis e terpenos (CARVALHO et
al., 2013). A figura 9 apresenta a estrutura quimica de alguns compostos determinados nos
frutos da aroeira.
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Figura 9: Estrutura quimica de compostos determinados no fruto da aroeira
(CARVALHO etal., 2013).

Em estudo realizado por Feuereisen et al. (2014) com o objetivo de caracterizar a
composicdo fendlica do exocarpo dos frutos da aroeira, foram detectados antocianinas,
biflavonoides e taninos. Dentre os flavonoides presentes nos frutos da aroeira, estudos
reportam a presenca de compostos como: quercetina (BERNARDES, 2010; GLORIA et al.,
2017), rutina (BERNARDES, 2010), apigenina (DEGASPARI, WASZCZYNSKY e PRADO,
2005; BERNARDES et al., 2014), naringina (DEGASPARI, WASZCZYNSKY e PRADO,
2005), amentoflavona (SKOPP e SCHWENKER, 1986) e tetraidroamentoflavona (SKOPP e
SCHWENKER, 1986). Bernardes (2010) quantificou por espectrofotometria de UV-Visivel
os teores de taninos condensados e hidrolisaveis para os frutos de S. terebinthifolius, ndo
sendo possivel detectar os hidrolisdveis, enquanto os taninos condensados foram detectados
em 2,7 %.

Pagani et al. (2014) ao analisar o perfil de substancias fendlicas dos frutos da aroeira
por UFLC (Ultra-Fast Liquid Chromatography), reportaram os &cidos p-coumarico, vanilico e
ferGlico como os compostos mais representativos. Morais et al. (2017) determinaram a
presenca de acido masticadiendico, galato de etila e acido galico, sendo o Gltimo composto
também determinado por Gloria et al. (2017) e Skopp e Schwenker (1986). Outros compostos
como o acido elagico (DEGASPARI, WASZCZYNSKY e PRADO, 2005), acido ursolico e
cardanol (STAHL, KELLER e BLINN, 1983), também foram identificados nos frutos da
aroeira.

A composigdo quimica dos frutos da aroeira € determinada por fatores genéticos,
porém fatores ambientais podem causar varia¢Ges significativas em seus componentes. Desta
forma, o teor de compostos fitoquimicos pode ser afetado pelo tempo de maturacao, genotipo,
época da colheita, assim como a estocagem e as condi¢des de processamento (ENNIGROU et
al., 2017).

VariagGes no contetdo de substancias fendlicas e flavonoides totais durante diferentes
estagios de maturacdo dos frutos da aroeira foram analisadas, com o objetivo de identificar
possiveis alteracGes nas propriedades destes frutos. Teores mais elevados para as substancias
fenolicas totais foram observados no estagio mais avancado de maturacéo, sendo 0s menores
teores no estagio intermediario. Ja o conteudo de flavonoides totais apresentaram teores mais
elevados no estagio intermediario. Os frutos intactos da aroeira também foram comparados
com o residuo hidrodestilado dos frutos, de forma que foram determinados contetdos quase
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semelhantes de substancias fendlicas e superior ao de flavonoides totais no residuo,
demonstrando que o residuo do processo de destilacdo pode representar uma excelente fonte
de polifendis (ENNIGROU et al., 2017).

Apesar dos frutos da aroeira ja serem utilizados na culinaria e assim ingeridos via oral,
poucos estudos foram realizados a cerca da possivel toxicidade destes, predominando
pesquisas referentes a casca e as folhas da aroeira. Estudos avaliaram a toxicidade dos frutos
em animais, onde de acordo com os autores a administracdo via oral dos extratos nédo
demostraram risco nas doses e condicdes determinadas (PIRES et al., 2004; AFFONSO,
2009).

Ensaios clinicos toxicologicos a cerca da ingestdo oral de produto fitoterdpico
composto por trés plantas medicinais, dentre elas o Schinus terebinthifolius Raddi, foram
realizados por Paulo et al. (2009), que constataram que a ingestdo até 45 mL/dia durante dois
meses ndo apresentou alteracBes clinicas, laboratoriais e nem reacdes adversas significantes
nos voluntarios avaliados, sugerindo a baixa toxicidade do produto.

Além do conhecimento da composicdo quimica e possivel toxicidade de extratos
naturais ao organismo humano, pesquisas a cerca da efetividade destes extratos como
antioxidantes em alimentos também sdo primordiais. Devido a complexidade das matrizes
alimentares, onde diferentes componentes podem interferir nas analises e resultados,
antioxidantes naturais sdo aplicados primeiramente em sistemas modelos. Os sistemas
modelos permitem avaliar e controlar parametros que possam influenciar no processo de
oxidagdo e na efetividade do antioxidante (ANSORENA et al., 2013; BARRIUSO et al.,
2016).

8 Sistemas modelos contendo colesterol x antioxidantes naturais

Indmeros estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de avaliar a agdo inibitoria
de antioxidantes naturais frente a oxidacdo do colesterol. A acdo protetora de tocoferdis no
processo de oxidacdo do colesterol em 6leo de pescado termicamente processado foi
confirmada por Li et al. (1996). Extrato de alecrim e flavonoides comerciais foram avaliados
quanto a capacidade de inibir a termo-oxidacdo (150 °C) do colesterol previamente
adicionado ao 6leo de soja. De acordo com os resultados obtidos foi possivel constatar que
dentre os quatro flavonoides testados (quercetina, rutina, catequina e morina), a quercetina
apresentou melhor efeito antioxidante, reduzindo a contetdo de 7-cetocolesterol de 134 para
47 ng/mL de amostra. O extrato de alecrim reduziu cerca de 40% o conteddo de 7-
cetocolesterol quando comparado a amostra controle, enquanto a rutina ndo apresentou
resultado significativo, reduzindo apenas de 121 para 117 pg/mL de amostra
(VALENZUELA et al., 2004).

Amostras de colesterol contendo diferentes 6leos de origem vegetal (6leo de canola,
soja, oliva, milho e farelo de arroz) foram submetidas ao tratamento térmico e analisadas por
Xu et al. (2005). Os 6leos utilizados foram capazes de inibir a degradagdo do colesterol e
formacgéo de 7-cetocolesterol durante aquecimento. Apds 10 minutos a 150 °C, as amostras
controle apresentaram contetdo de 7-cetocolesterol de 2ug/mL, enquanto nas amostras
adicionadas de 6leo de farelo de arroz e canola o conteido detectado foi de 0,9 e 0,7 pg/mL,
respectivamente.

Chien, Hsu e Chen (2006) adicionaram quercetina pura a solug6es de colesterol com o
objetivo de avaliar o efeito do flavonoide frente a termo-oxidacdo. A presenca de quercetina
nas amostras protegeu o colesterol da degradacdo apds 90 minutos a 150 °C, visto que 71,6%
do colesterol ndo foi degradado nas amostras com adicdo de quercetina, valor superior ao
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constatado nas amostras controle (32,2%). De acordo com 0s autores, a taxa de formacao dos
oxidos de colesterol aumentou em funcdo do tempo de aquecimento devido a degradacéo
térmica da quercetina ao longo do processo.

O efeito protetor do extrato aquoso de Melissa officinalis liofilizada frente a formacao
de 6xidos de colesterol foi avaliado por Barriuso et al. (2015), em sistema modelo de
aquecimento a 180 °C. A adicdo do extrato auxiliou na inibi¢do da formacdo de compostos
oxidados como o 25-hidroxicolesterol. Ap6s 120 minutos de aquecimento, as amostras
adicionadas do extrato apresentaram contetdo de aproximadamente 0,7 ug de 25-
hidroxicolesterol/mg de colesterol, enquanto nas amostras controle foi determinado um teor
de 10 ug/mg de colesterol.

De acordo com estudo realizado por Barriuso et al. (2016), o extrato de mana-cubiu
(Solanum sessiliflorum) foi eficiente no controle da oxidacdo do colesterol nas condicGes
analisadas. Os dados obtidos demonstraram uma reducdo significativa no contetdo de 6xidos
de colesterol das amostras controle para as adicionadas do extrato, 227 e 25 pg de 6xidos/mg
de colesterol, respectivamente.

O efeito inibitorio de onze antioxidantes, dentre estes nove substancias fendlicas,
vitamina E e o antioxidante artificial BHT, foi investigado frente a oxidacdo do colesterol
quando submetido ao aquecimento a 160 °C por uma hora. As amostras controle, sem adigédo
de nenhum antioxidante, apresentaram teores mais elevados de 6xidos de colesterol total apds
0 aquecimento (10,64%), confirmando a a¢&o inibitoria dos aditivos utilizados. Nas amostras
adicionadas de rutina, quercetina, acido clorogénico e acido caféico, ndo foram detectados
Oxidos de colesterol, sendo o menor efeito inibitdrio observado nas amostras contendo BHT,
naringina e naringenina (XU et al., 2016). Substancias fenolicas como a quercetina e o acido
caféico, mostraram-se eficazes no retardo da oxidagdo lipidica em Oleo de sardinha
(VAISALI, BELUR e REGUPATHI, 2016).

Inimeras pesquisas demonstram alteragdes na composicao lipidica devido a termo-
oxidacdo, comprometendo a qualidade sensorial e nutricional de alimentos. A presenca de
Oxidos de colesterol em ¢leos de pescado sugere algumas questbes sobre a seguranca
potencial destes 6leos, normalmente considerados benéficos para a salde. Desta forma, a
utilizacdo de extratos naturais com potencial antioxidante apresenta uma alternativa no
sentido de minimizar a formagdo de compostos oxidados, ajudando a garantir a seguranca no
consumo destes alimentos. Assim, a utilizacdo dos frutos de aroeira em sistemas modelo
contendo 6leo de sardinhas aquecido a diferentes temperaturas, mostrou-se a forma mais
viavel de se estudar os efeitos protetores do referido fruto frente a oxidacdo do colesterol e
acidos graxos insaturados presentes nas amostras.
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ABSTRACT

Synthetic antioxidants are widely used in the food industry. However, the potential toxicity,
carcinogenic effects, and possible health damage caused by the ingestion of synthetic
compounds, and also consumer concern about the safety of such additives has motivated the
food industry to search for natural alternatives. Natural compounds with antioxidant
properties are able to retard or prevent lipid oxidation in food. Animal sources like fish, eggs,
meats and dairy products are essential foods for human health due to their lipid fraction with
high contents of unsaturated compounds, such as polyunsaturated fatty acids and cholesterol.
However, these unsaturated lipids when exposed to favorable factors can become oxidized,
which leads to sensory and nutritional losses as well as the formation of oxidized compounds
known as cholesterol oxidation products or COPs. COPs are associated with deleterious
health effects, such as inflammation, cytotoxicity, atherogenesis, carcinogenesis, and
alterations in cell membrane properties, as well as the development of degenerative diseases
such as Alzheimer's, Parkinson's, Huntington's, osteoporosis, and other chronic diseases.
Thus, the use of natural antioxidants can be an alternative to synthetics to prevent the
formation of COPs and extend the shelf-life of foods susceptible to oxidative deterioration.
This review brings together information concerning the use of natural antioxidants as a
strategy to control cholesterol oxidation.

Keywords: Natural antioxidants, cholesterol oxides, lipid oxidation, processed food.
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1 INTRODUCTION

Foods of animal origin are susceptible to oxidation due to their high content of
unsaturated compounds such as fatty acids and cholesterol (TAI, CHEN and CHEN, 2000;
HUR, PARK and JOO, 2007; ORCZEWSKA-DUDEK et al., 2012). The cholesterol present
in these matrices may oxidize when exposed to favorable conditions leading to the formation
of cholesterol oxidation products (COPs), thus exposing the consumer to possible adverse
effects caused by the ingestion of these compounds (BARRIUSO et al., 2016; XU et al.,
2016).

The ingestion of COPs present in food is related to deleterious health effects such as:
cytotoxic, atherogenic, mutagenic, neurodegenerative, and carcinogenic diseases (KULIG et
al., 2016). COPs are also associated with the development of degenerative diseases such as
Alzheimer's, Parkinson's, Huntington's, osteoporosis, and eye cataract formation. COP
molecules are known to alter cell membrane characteristics and to interfere in cholesterol
metabolism (TUBEROSO et al., 2013; LUCHETTI et al., 2015; KULIG et al., 2016, NETO
e CORDEIRO, 2016; ROSA-FERNANDES et al., 2017; SATO et al., 2017).

Moreover, cholesterol oxides represent a problem in public health. The incorporation
of antioxidants in foods is a strategy to reduce the risks represented by the consumption of
these compounds (VALENZUELA, SANHUEZA and NIETO, 2004; PALLOZA et al., 2008;
BARRIUSO et al., 2015; ARMENTEROS et al., 2016; BARRIUSO et al., 2016; ISLAM,
KHAN and ISLAM, 2017).

Synthetic antioxidants are commonly used in food processing; nevertheless, there is an
increasing interest in substituting these additives for natural extracts, such as herbs and spices
that are rich in bioactive compounds (XU et al., 2016). The bioactive compounds present in
plant extracts possess similar or even higher antioxidant effects when compared with
synthetic compounds. Furthermore, they present additional nutritional benefits to health and
are rapidly assimilated by the organism (EMBUSCADO, 2015; BARRIUSO et al., 2016).
Thus, the addition of natural antioxidants represents an alternative to prevent the loss of the
nutritional and sensory quality of foods due to lipid oxidation reactions (VALENZUELA et
al, 2004; LEE, CHIEN and CHEN, 2008; SHAHIDI and ZHONG, 2010; KARRE, LOPEZ
and GETTY, 2013; MI, GUO and LI, 2016; RAHILA et al., 2017).

The use of natural antioxidants from herbs and spices represents an efficient
alternative to control the formation of COPs in processed foods. In addition, the substitution
of natural antioxidants protects humans from any possible harmful effects from
synthetic substances; besides, they also provide extra benefits due to the action of the
bioactive compounds usually present; furthermore, the use of natural antioxidants follows
current trends and provides products safe for human consumption. This review presents the
use of herbs and spices as natural antioxidants to inhibit cholesterol oxidation.

2 CHOLESTEROL OXIDATION

Cholesterol (C27H460) is the main compound of the sterol family and is present in
cells of animal origin, representing the most prominent lipid in eukaryotic cells. It acts in the
control of the fluidity and permeability of cell membranes and also in the synthesis of bile
acids, vitamin D, and steroid hormones. In addition, it is a crucial component in the
composition of lipoproteins that are involved in the transport and metabolism of lipids in the
body (HARPER and JACOBSON, 1999). Cholesterol may be present in its free form,
combined with long-chain fatty acids, or as cholesterol esters (MORZYCKI, 2014). In its free

21



form, cholesterol is a long-chain polycyclic alcohol with a tetracyclic ring common to the
sterols. It has a hydroxyl group at C3 and an unsaturation between the C5 and C6 positions,
and an aliphatic side chain (HUR, PARK and JOO, 2007).

The chemical structure of cholesterol is susceptible to oxidative processes that result in
the formation of mono- or polyoxygenated compounds, called cholesterol oxidation products
or COPs (SMITH, 1987). These sterols differ from cholesterol as they present additional polar
groups (KULIG et al., 2016), such as a hydroxyl or epoxide group added to the steroid
nucleus or a hydroxyl group added to the side chain of the molecules. The oxidation of
cholesterol is system-dependent; that is, the oxides formed as well as their relative
concentrations vary depending on the presence of water, the temperature, oxidation time, type
of buffer, pH, and the form of substrate (KIM and NAWAR, 1993). The main sites
susceptible to oxidation in the cholesterol molecule are the double bond between carbons 5
and 6, carbon 7 due to its allyl rearrangements, and the C20 and C25 tertiary carbons
(SMITH, 1987).

Cholesterol may be oxidized either enzymatically in biological systems or through
chemical mechanisms (RODRIGUEZ et al., 2014). In foods, cholesterol oxidation occurs
non-enzymatically in an auto-oxidative process through complex chain reactions, which are
based on the formation of free radicals (SMITH, 1987).

Cholesterol oxidation occurs in a manner similar to the oxidation of other unsaturated
lipids, which are susceptible to attack by reactive oxygen species (ROS). ROS are comprised
of radical and non-radical molecules, such as hydroxyl (OH) and peroxyl (ROOH) groups,
hydrogen peroxide (H202), singlet oxygen (*Oy), triplet (*02), and others. These species may
be formed enzymatically, chemically, photochemically, by irradiation, and by decomposition
of hydroperoxides, and they may also decompose or interact with each other to form new
radicals. This process is autocatalytic and forms primary oxidation products, and the
subsequent reactions will lead to the formation of a wide variety of secondary oxidation
products (TAI, CHEN and CHEN, 1999; MEDINA-MEZA and BARNABA, 2013; DANTAS
etal., 2015).

At high temperatures, the oxidation of cholesterol is initiated primarily at carbon 7,
forming 7a- and 7p-hydroperoxides simultaneously, and then, those compounds are reduced
to their corresponding alcohols, 7a- and 7B-hydroxylcholesterol, or they form 7-
ketocholesterol, which may be thermally degraded to cholest-3,5-dien-7-one (SMITH, 1987,
CHIEN, WANG and CHEN, 1998 ). Cholesterol may also degrade and lead to the formation
of other products such as short-chain hydrocarbons, aldehydes, ketones, and alcohols
(SMITH, 1987).

In the presence of air, cholesterol may also form epoxides such as 5a, 6a-
epoxycholesterol and 5B, 6p-epoxycholesterol, which in the presence of water and under
acidic conditions may lead to the opening up of the epoxide ring, thus producing
cholestanetriol (CARDENIA et al., 2013b). Besides the reaction of cholesterol with triplet
(30,) and singlet (*O2) oxygen, these epoxycholesterols can also be formed by reactions with
different species of active oxygen, such as hydroxyl radicals (OH), alkoxyl (RO), peroxyl
(ROO), ozone (O3z), and hydrogen peroxide (H202) (GUMULKA, JAN and SMITH,1982;
GUARDIOLA et al., 1996).

Hydroperoxides derived from the side chain of cholesterol such as 20-
hydroxycholesterol and 25-hydroxycholesterol can be formed. Oxidation of C20, C24, and
C26 may also occur when cholesterol is strongly oxidized by air, leading to the formation of
20-, 24, and 26-hydroperoxides, respectively (SMITH, 1987). Other degradation products
may be formed due to the breakdown of the carbon-carbon side chain bond and subsequent
molecular rearrangements, producing volatile compounds such as ketones, acetic acid, and
others (GUARDIOLA et al., 1996).
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In photo-oxidation, wavelengths that are nearly ultraviolet (UVA, 340-400 nm) and
visible light (400-700 nm), along with an appropriated sensitizer such as chlorophyll and
riboflavin, together with triplet oxygen (*0), lead to oxidative degradation of cholesterol
through photodynamic reactions. The oxidation products generated by this process are the
epimers 7a- and 74-hydroxycholesterol, epoxides, and cholestanetriol (CARDENIA et al.,
2013b).

The most common COPs present in foods are 7-ketocholesterol, 20a-
hydroxycholesterol,  25-hydroxycholestero,  7a,B-hydroxycholesterol and o, -
epoxycholesterol (HUR, PARK and JOO, 2007; ORCZEWSKA-DUDEK et al., 2012). The
profile of the products formed and their concentrations are influenced by factors such such as
water activity, oxidation time, pH, exposure to light and irradiation, elevated temperatures,
physical state of cholesterol, and food composition (presence of unsaturated fatty acids)
(MEDINA-MEZA and BARNABA, 2013; DANTAS et al., 2015; BARNABA et al., 2016).

The presence of unsaturated fatty acids in the food matrix may accelerate the oxidation
of cholesterol, as it generates a pro-oxidant environment, due to the presence of resonance
zones, resulting in radicals such as hydroperoxides (BARNABA et al., 2016). However, lipids
may compete for oxygen with sterols and reduce sterol oxidation by auto-oxidation
(BARRIUSO, ANSORENA and ASTIASARAN, 2017).

During thermal processing, changes such as a loss of antioxidant enzyme activity,
disruption of cell membranes, which bring polyunsaturated fatty acids into contact with pro-
oxidants, and thermal decomposition of hydroperoxides to pro-oxidant species are responsible
for the increase in cholesterol oxidation rate (HUR, PARK and JOO, 2007). Many authors
have investigated the instability of the cholesterol molecule during thermal processing
(FREITAS et al., 2015; XU et al., 2016; BARRIUSO, ANSORENA and ASTIASARAN,
2017).

The physical state of cholesterol also influences its oxidation. For example, the
oxidation of the side chain of cholesterol only occurs when it is in a solid state (BECKWITH,
1958; BASCOUL et al., 1986; SMITH, 1987). The C-25 radical can be formed directly from
cholesterol or by a radical transfer reaction, so that the formation of 25-hydroxycholesterol is
strongly dependent on the physical state of the sample (MEDINA-MEZA and BARNABA,
2013). Storage conditions such as packaging, temperature, and time directly influence the
formation of COPs. Room temperature, light, and the presence of oxygen are critical factors
in these degradation processes (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010).

Most foods are submitted to various processes that expose cholesterol molecules to
factors favorable to oxidation. This increases cholesterol oxide contents in foods and the
consequent consumption of exogenous COPs, representing a public health problem due to
their deleterious effects on human health.

3 EFFECTS OF INGESTION OF OXIDIZED CHOLESTEROL ON HEALTH

Cholesterol oxides, originating from the endogenous oxidation of cholesterol, exert
important biological activities essential to the human body. They are intermediates in
cholesterol catabolism, mainly in the synthesis of bile acids, and are involved in the
elimination of excess cholesterol from the body (BJORKHEM, 2013). They also act as
cellular permeability modulators (KULIG et al., 2015), cholesterol homeostasis regulators,
lipoprotein oxidation markers (KULIG et al., 2016), and receptors of cells signaling
(LEONARDUZZI et al., 2014; VURUSANER et al., 2014). According to Lin et al. (2013),
some oxysterols may also exhibit anticancer effects, suppressing the proliferation of cancer
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cells in the prostate, breast, colon, and lung. Oxysterols have been described to act on the
differentiation of mesenchymal stem cells, exhibiting potent osteoinductive properties, and
inhibiting adipocyte differentiation (LEVY et al., 2017).

However, when these compounds are exogenously obtained through diet, they can
cause negative effects on other components and structures present in the body. The literature
shows the relationship of COPs with various deleterious health effects (ALFONSO-GARCIA
et al., 2014; HUR et al., 2014; KULIG et al., 2015; KULIG et al., 2016; SERVIDDIO et al.,
2016).

The presence of COPs also affects the interaction of proteins and peptides with the
lipid bilayer, such as the p-amyloid peptides associated with Alzheimer's disease, which
present a higher interaction with the lipid bilayer when in the presence of cholesterol oxides
(PHAN et al., 2013). Other neurodegenerative diseases, such as Parkinson's and Huntington's,
may be associated with the intake of cholesterol oxidation products. Changes in plasma levels
of 24-hydroxycholesterol and 27-hydroxycholesterol were detected in patients with
Huntington's disease (LEONI and CACCIA, 2015).

In addition to the deleterious effects cited, COPs also have mutagenic and genotoxic
potential. Based on data from cell culture studies using animal and human models, evidence
has been found that various organs such as the brain, eyes, heart, colon, pancreas, liver, and
prostate can be adversely affected by COPs (ALFONSO-GARCIA et al., 2014). Moreover,
COPs are associated with the development of colon, breast, prostate, skin, and lung cancers,
among others (ZARROUK et al., 2014; THANAN et al., 2014; MARWARHA et al., 2017).
Also the estrogen receptor modulator 27-hydroxycholesterol has been found to stimulate
tumor cell growth in breast cancer (JAVITT, 2015).

Atherosclerosis is one of the major events involved in the deleterious effects of COPs
on the human body. It is characterized by the accumulation of cholesterol in macrophages in
artery walls, leading to the subsequent formation of atherosclerotic plaques, which gradually
contribute to the development of various cardiovascular diseases. The major COPs found in
atherosclerotic lesions are 27-hydroxycholesterol and 7-ketocholesterol, followed by 7a- and
7B-hydroxycholesterol (KHATIB and VAYA, 2014).

The presence of COPs has also been associated with the development of type 2
diabetes (SOTTERO et al., 2015), sensorineural loss of hearing (MALGRANGE et al., 2015),
chronic processes of gallbladder inflammation, renal problems (KULIG et al., 2016), ocular
diseases (RODRIGUEZ et al., 2014; GAMBERT et al., 2017), and osteoporosis (SATO et al.,
2017).

Oxidation during the processing of animal source foods may cause a loss of food
quality and the formation of undesirable compounds. These exogenous COPs are harmful to
the human organism (HUR, PARK and JOO, 2007; MEDINA-MEZA and BARNABA,
2013). Consequently, various studies have been carried out to add natural antioxidants in
food as a strategy to prevent oxidation during processing and storage and, thus, reduce
the intake of oxidized cholesterol or COPs (BRINKERHOFF et al., 2002; BOSELLI et al.,
2004; WOJDYLO et al.,, 2005; LEE, CHIEN and CHEN, 2008; SAMPAIO et al., 2012;
BARRIUSO et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2015; BARRIUSO et al., 2016;
BIERZUNSKA et al., 2017).

4 ANTIOXIDANTS

Antioxidants are compounds that inhibit or retard oxidation reactions by different
mechanisms. They vary according to their chemical structure and can be classified into
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synthetic or natural (DE and CHATTERJEE, 2015; EMBUSCADO, 2015).

Synthetic antioxidants are widely used in the food industry. The most commonly used
synthetic antioxidants are butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), propyl
gallate (PG), and tert-butylhydroquinone (TBHQ) (TAHERI et al., 2014; MI, GUO and LI,
2016). However, due to the potential toxic and carcinogenic effects and possible health
damages caused by the ingestion of synthetic compounds (ESKANDANI, HAMISHEHKAR
and DOLATABADI, 2014; DE and CHATTERJEE, 2015) there is a noticeable tendency for
the substitution of these compounds for natural ones (BARRIUSO et al., 2015; DE and
CHATTERJEE, 2015; KUMAR et al., 2015; MI, GUO and L1, 2016).

Adverse effects have been reported with the use of TBHQ, indicating the formation of
8-hydroxydesoxyguanosine in the calf thymus DNA due to its interaction with TBHQ
(NAGAI et al., 1996). Other research demonstrated that high doses of TBHQ could lead to
such as precursors to stomach tumors and damage to DNA (OKUBO et al., 2003). Moreover,
Kashanian and and Dolatabadi (2009) reported that TBHQ was able to be intercalated in the
DNA base pairs, where TBHQ binds to CT-DNA, and causing possible damage. Also, these
authors strongly recommended that TBHQ should not be used as an additive in the food
industry, since the TBHQ concentration used in their study was much lower (1x 10°M) than
the concentration currently used as an additive by the food industry. Budiawan, Purwaningsih
and Cahaya (2017) also found DNA binding interactions between DNA and TBHQ in various
concentrations. In addition, according to Eskandani, Hamishehkar and Dolatabadi (2014), high
levels of TBHQ can stimulate apoptosis and carcinogenesis.

The synthetic antioxidant BHA has been reported to act as a tumor initiator or a tumor
promoter in some animal tissues. For example, BHA induced papilloma and carcinoma
formation in the stomachs of rats, mice, and hamsters when continuously fed high
concentrations. BHA also induced proliferative effects in the esophagus of pigs and primates
(YU, TAN and KONG, 1997; BOTTERWECK et al., 2000). Furthermore, tert-
butylhydroguinone (TBHQ) is the major metabolite of BHA, which is considered
carcinogenic (NAGAI et al., 1996). Other studies have provided quantitative data to estimate
the progress of BHA—CtDNA interaction. The binding mode of BHA with ctDNA has been
proved to be an intercalation, thus demonstrating the toxicological effects of BHA as a food
additive (WANG et al., 2014).

The main side effect of PG is its bitter taste and consequently its use is restricted in
some foods. PG induces single strand breaks in the presence of Cu (II) (JACOBI, EICKE and
WITTE, 1997). However Kobayashi et al. (2003) reported that PG induced no or little DNA
damage in the presence of metal ions. PG may be converted to gallic acid which is known to
induce DNA damage in the presence of metal ions such as iron and copper.

Based on the results in all these reports a thorough analysis on the widespread use of
synthetic antioxidants in the food industry should be made. In general, natural products appear
to be healthier and safer than synthetic antioxidants. In addition to adding characteristic
flavors to foods the use of aromatic herbs, spices, and natural extracts also provide nutrients.
Moreover, studies have shown their protective effect as natural antioxidants on lipid
oxidation, increasing the shelf-life of foods without causing any adverse effects (KUMAR et
al., 2015; RAEISI et al., 2016). Natural antioxidants incorporated in foods are effectively
assimilated by the organism (EMBUSCADO, 2015; CALEJA et al., 2017) and present
potential nutritional value and therapeutic properties providing extra health benefits (CALEJA
etal., 2017).

However, the action of the antioxidant also depends on the molecular structure of the
compound, and it is also influenced by other factors related to the lipids involved, such as
lipid nature, hydrophilic-lipophilic balance of the antioxidant, and interfacial interactions.
Antioxidants that are effective in one system may not be applicable in another. Thus,
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comparative studies are required among different compounds in order to determine the best
antioxidant for each specific system (VAISALI, BELUR and REGUPATHI, 2016).

4.1 Natural Antioxidants

The plant kingdom represents the major source of natural antioxidants characterized
by pigments or products of secondary metabolism of plants, usually derived from defense
reactions against environmental aggressions (OROIAN and ESCRICHE, 2015). These
compounds are widely distributed in herbs, spices, seeds, essential oils, fruits, and vegetables
(KUMAR et al., 2015).

The antioxidants found in natural extracts are represented by a heterogeneous category
of molecules, and their antioxidative effectiveness is directly related to the chemical and
physical characteristics of these compounds, such as size, number of charges, and degree of
hydroxylation and methylation, which differ in quantity and nature depending on the specific
source (TUBEROSO et al., 2013; GARCIA-CASAL, et al., 2016; JIANG and XIONG, 2016).

Natural extracts often contain high concentrations of phenolic compounds that have
strong H- donating activity or have high radical-absorbance capacity. The major phenolic
constituents are phenolic acids (gallic, caffeic, and rosmarinic acids), phenolic diterpenes
(carnosol and carnosic acid), flavonoids (quercetin, catechin, apigenin, kaempferol,
naringenin, and hesperetin), and volatile oils (eugenol, carvacrol, thymol, and menthol)
(BREWER, 2011).

Another important group of active compounds are the carotenoids. Besides these,
some minerals (Se, Zn) and vitamins (vitamin A, vitamin C, and vitamin E) function as co-
factors for antioxidant enzymes and are also considered natural antioxidants. In addition,
natural peptides are capable of neutralizing free radicals and chelating oxidative metal ions
(JIANG and XIONG, 2016).

The principal classes of natural antioxidants are discussed bellow:

4.1.1 Phenolic compounds

Phenolic compounds are among the main bioactive compounds present in products of
plant origin and they are responsible for the antioxidant properties of these plants and plant
products. Phenolics vary structurally from a single phenolic molecule to complexes of high-
molecular-weight polymers (SHAHIDI and AMBIGAIPALAN, 2015), which have an
aromatic ring with one or more hydroxyls and can also have other substituent groups in their
structure, such as esters, methyl esters, and glycosides (HAN, SHEN and LOU, 2007). The
presence of these chemicals characterizes several natural extracts as antioxidants due to their
redox potential, which permits phenolic compounds to act as hydrogen donors, reducing
agents, and oxygen and metal ion scavengers in several food matrices (V1JI et al., 2015).

The antioxidant potential of phenolic compounds depends on the number and
arrangement of the hydroxyl groups in their molecules (SHAHIDI and AMBIGAIPALAN,
2015). For example, the number and location of free hydroxyl groups in the flavonoid
structure define the scavenging potential of reactive radicals. Thus, polymer structures with a
high number of hydroxyl groups have higher antioxidant potential (KUMAR et al., 2015).
The main and most abundant groups of phenolic compounds present in plants are phenolic
acids, flavonoids, lignans, and stilbenes (OROIAN and ESCRICHE, 2015).
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Phenolic acids are functional components, which may represent about one-third of the
total phenolic compounds present in natural extracts, and they can be divided into two major
groups, hydroxybenzoic acids and hydroxycinnamic acids. These components contain at least
one aromatic ring in which at least one hydrogen atom is replaced by a hydroxyl group. The
substituents attached to the aromatic ring affect the stability and the radical-scavenging ability
of these phenolic acids (HELENO et al., 2015). Hydroxybenzoic acids are represented by
acids such as: gallic, p-hydroxybenzoic, protocatechuic, vanillic, syringic acid, gentisic, and
salicylic acids. Among the hydroxycinnamic acids, the p-coumaric, ferulic, caffeic, and
sinapic acids are the most common in nature (GIADA, 2013).These phenolic acids inhibit the
formation of free radicals and inactivate radical species. In addition, they act as metal
chelators, acting both in the initial stage and in the propagation of oxidative processes
(SHAHIDI and AMBIGAIPALA, 2015).

Phenolic compounds can also be divided into some subclasses based on the variation
of the heterocyclic ring C, such as flavones, flavonols, flavanones, catechins, anthocyanins,
and isoflavones (ZIBERNA et al.,, 2014). Flavonoids have a common structure of
diphenylpropane (CsO3Cs), formed by two aromatic rings joined by three carbons. Their
antioxidant action is conferred by the hydroxyl phenolic group attached to the phenolic ring
structure, and they can act as reducing agents, hydrogen donors, singlet oxygen scavengers,
superoxide radical scavengers, hydroxyl and peroxyl radical scavengers, or even as a metal-
chelating agent. Flavonoids also activate antioxidant enzymes and inhibit lipoxygenase and
cyclooxygenases, enzymes responsible for the development of oxidative rancidity in foods
(PROCHAZKOVA, BOUSOVA and WILHELMOVA, 2011). Some of the major flavonoids
identified in natural extracts are flavonols, quercetin, myricetin, kaempferol, flavanone, and
naringenin (SHAHIDI and AMBIGAIPALA, 2015).

Lignans are phenolic compounds formed by the coupling of two phenylpropanoid
units. They are found in high concentrations in seeds, especially in flaxseed, as well as in
leaves, roots, fruits, and other structures of plants and grains (OROIAN and ESCRICHE,
2015).

Another group of phenolic compounds includes the stilbenes. Resveratrol is the most
important stilbene due to its antioxidant, anticarcinogenic, and cardioprotective properties.
Stilbenes are found in fruits, such as grape, spinach, and black pine, as well as certain herbs
(JAGANATH and CROZIER, 2010; PINHEIRO et al., 2017). Several investigations into the
antioxidant action of natural extracts use the total phenolic compound content as a measure.
Some differences in total phenolic content for the same species of herbs or spice may be due
to several factors such as climate, temperature, light, seasonal and topographic variations, and
the solvent used in the extraction (ALFARO et al., 2013).

4.1.2 Carotenoids

Carotenoids are the class of pigments that most commonly occurs in nature, and they
can be synthesized by animals, vegetables, and microorganisms. The most frequent structure
of the carotenoids is the tetraterpenoid type C40, which is formed by the union of eight C5
isoprenoid units. Due to the presence of multiple conjugated double bonds, they are highly
colored and lipophilic, presenting a variety of colors from yellow to strong red (OROIAN and
ESCRICHE, 2015).

The antioxidant properties of these compounds depend on their chemical structure,
especially the system of conjugated double bonds of the polyene chain, which makes the
uptake of radicals possible. The antioxidant activity increases with an increasing number of
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conjugated double bonds, ketone groups, and the presence of cyclopentane rings in their
structure (LI et al., 2014).

Carotenoids are effective scavengers of singlet oxygen and radicals (BOHM, EDGE
and TRUSCOTT, 2012). The main antioxidant property of carotenoids is due to their singlet
oxygen-chelating activity, which results in excited carotenoids that dissipate the energy
acquired by a series of rotational and vibrational interactions with a solvent, returning to the
non-excited state and allowing the scavenging of other radical species (CAROCHO and
FERREIRA, 2013). Lycopene, which is abundant in tomatoes, has a singlet-oxygen-
scavenging ability as high as that of f-carotene and ten times that of a-tocopherol (LEE et al.,
2017).

The reactions of carotenoids with radicals are more complex and depend mainly on the
nature of the radical, in a mechanism involving the transfer of electrons and hydrogen
abstraction (BOHM, EDGE and TRUSCOTT, 2012). Carotenoids can be divided into two
major groups: hydrocarbon carotenoids, which are known as carotenes and include lycopene
and B-carotene, and oxygenated derivatives, known as xanthophylls, such as lutein (OROIAN
and ESCRICHE, 2015).

4.1.3 Tocopherols

The tocopherol family is composed of eight monophenolic isoforms, with four
tocopherols (a-, B-, y-, and d-tocopherol) and four tocotrienols (a-, B-, y-, and &-tocotrienol).
The most potent and abundant isoform in biological systems is vitamin E or the a-tocopherol
(LI1etal., 2014).

Tocopherols consist of a 6-chromanol group and an apolar aliphatic chain, so that the
prefix used in the nomenclature depends on the number and position of the methyl groups
attached to the chromanol aromatic rings. Tocotrienols differ from tocopherols due to the
presence of an unsaturated side chain (SEPPANEN, SONG and CSALLANY, 2010).
Tocopherols are present mainly in seed oils, leaves, and other green parts of plants.
Tocotrienols are found in the bran and germ of wax, seeds, and cereals (SHAHIDI and
AMBIGAIPALAN, 2015).

The a-tocopherol mechanism of action is the donation of the phenolic hydrogen atom
to the peroxyl radical, which is converted to hydroperoxide. The tocopherol radical produced
is stable and unable to continue the peroxidation cycle. Thus, it reacts with another peroxyl
radical to form a non-radical product. In addition, they act as singlet oxygen scavengers and
can act alone or in synergy with ascorbic acid, regenerating it (LI et al., 2014).

4.1.4 Ascorbic Acid

Ascorbic acid is the main biologically active form of vitamin C. It has several
biological functions and plays an important role as an antioxidant in foods (CAROCHO and
FERREIRA, 2013). Vitamin C is recognized as the most important hydrophilic antioxidant,
acting in the sequestration of radical superoxide anions, hydroxyl radicals, hydrogen
peroxides, reactive nitrogen species, and singlet oxygen, and it has in its structure four
hydroxyl groups capable of donating hydrogen (BREWER, 2011).

Due to the acidic nature of ascorbic acid, the ascorbate anion is the predominant form
at pH 7 and isoxidized irreversibly, resulting in the formation of dehydroascorbic acid and an
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ascorbyl radical, which are both relatively non-reactive, although they can react with other
radicals inhibiting the propagation of oxidative processes (OROIAN and ESCRICHE, 2015).
Although ascorbic acid does not direct sequester lipophilic radicals, this compound has a
synergistic effect when combined with tocopherols in the removal of lipid peroxide radicals
(CAROCHO and FERREIRA, 2013).

5 USE OF NATURAL ANTIOXIDANTS IN THE PREVENTION OF
CHOLESTEROL OXIDATION IN FOODS

5. 1 Fish and fish products

Fish are noted for their high levels of polyunsaturated fatty acids of the omega-3
series, such as eicosapentaenoic acids (EPA, C20: 5) and docosahexaenoic acids (DHA, C22:
6), which are compounds directly related to health benefits (RAATZ et al., 2013; ZHENG et
al., 2013; CALDER, 2015; HAIMEUR et al., 2016). However, the lipid fraction of fish,
which is composed mainly of PUFAs and with high levels of cholesterol, is particularly
susceptible to oxidation processes when exposed to favorable factors during processing and
storage (SALDANHA, BENASSI and BRAGAGNOLO, 2008; DANTAS et al., 2015;
FREITAS et al., 2015; MESIAS et al., 2015). In addition, the presence of pigments, such as
myoglobin and hemoglobin, and traces of metal ions in fish makes it more susceptible to
oxidation. Hemoglobin is one of the most potent pro-oxidants in these foods and may act as
an activated oxygen source due to its auto-oxidation (MAQSOOD et al., 2014).

When fish are in the post-mortem state and subjected to processing and storage for a
long period of time, their endogenous antioxidants are consumed sequentially (NOLLET and
TOLDRA, 2010), requiring the addition of exogenous antioxidants in order to minimize the
oxidative reactions and formation of COPs, compounds deleterious to health when ingested in
food.

Li et al. (1996) evaluated the influence of tocopherols on the oxidation of cholesterol
in fish and concluded that the formation of cholesterol oxides in thermally processed foods
and during storage can be prevented by the addition of vitamin E or some natural form of
tocopherols. Shozen et al. (1997) studied the effects of added BHA and tocopherols on the
oxidation of cholesterol during processing and subsequent storage of boiled and dried
anchovies. BHA showed better results than tocopherols. The levels of 7a-hydroxycholesterol,
7-ketocholesterol, and cholesterol-5,6-a- and B-epoxides in the sample with BHA were lower,
protecting almost 50% of the formation of these oxides.

According to Akhtar et al. (1998), a dietary a-tocopherol supplementation and surface
application of rosemary oleoresin on rainbow trout can reduce the formation of COPs. The
concentrations of total COPs in fish fed the a-tocopheryl acetate-supplemented diets increased
from the initial range of 0.49-0.94 to 1.03-2.17 pg/g after two days of storage, but an
application of rosemary oleoresin showed better results.

The formation of cholesterol oxides in frozen horse mackerel (Trachurus trachurus)
was studied by Lebovics et al. (2009). The fish were previously treated with an aqueous
solution of a mixture of plant extracts with antioxidant characteristics such as hyssop
(Hysoppus officinalis), prunella (Prunella vulgaris), lemon balm (Melissa officinalis), and
rosemary (Rosmarinus officinalis) and stored at a temperature of -20 °C for 12 months.
During the experiment, analyses revealed the formation and an increase in the concentration
of 7a- hydroxycholesterol, 7B-hydroxycholesterol, and 7-ketocholesterol during the storage
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period. However, the data obtained showed that the formation of 7a-hydroxycholesterol and
7B- hydroxycholesterol was reduced in the samples pre-treated with the solution containing
the antioxidant extracts, which caused a partial inhibition in cholesterol degradation.

Hernandez-Becerra et al. (2014) monitored the formation of cholesterol oxidation
products and the changes in the content of astaxanthin, a carotenoid responsible for the
characteristic color of shrimps, in samples of salt-dried and sun-dried shrimp during the
cooking processes and storage. This carotenoid has a high antioxidant potential, however the
authors verified a high formation of COPs during the processing and storage stages. Thus, the
authors concluded that the process conditions led to astaxanthin degradation, thereby
reducing its activity as an antioxidant. After 90 days of storage at room temperature and in
polypropylene boxes, the authors observed an 83% degradation of astaxanthin and the total
concentration of COPs was approximately 886.6 ug/g lipid, while the total COPs
concentration in the raw sample was only 38.9 pg/g lipid.

According to Figuéiredo et al. (2015), seeds of annatto and bixin, the main carotenoid
present in annatto seeds, were able to retard the oxidation of cholesterol in samples of minced
herring (Clupea harengus) and minced mackerel (Scomber scombrus) processed under high
pressure during storage at 5 °C for 14 days. The total content of COPs in the control samples
of mackerel was 28.55 ug/g fish. In the samples with annatto and bixin, the COPs contents
were 12.04 pg/g and 12.85 ug/g lipids, respectively.

Annatto was also studied by Sancho et al. (2011). The spice was assessed against
cholesterol oxidation alone and in combination with coriander in white hake meatballs cooked
in boiling water for 30 min and stored at —18 °C for 120 days. However, the thermal treatment
did not significantly influence the formation of COPs, and the spices did not exert any
protective effect (SANCHO et al., 2011).

De and Chatterjee (2015) studied the addition of fennel seeds (Foeniculum vulgare),
black-pepper (Piper nigrum), and cinnamon (Cinnamomum verum) with samples of tilapia,
stored for five weeks under refrigeration. The samples with the spices had a higher total
cholesterol concentration than the control sample, without the addition of spices, confirming
the effectiveness of these natural extracts to control cholesterol oxidation. The three spices all
contributed, however, only cinnamon was stable as an antioxidant through to the end of the
experiment, while the fennel and black-pepper seeds lost their efficacy after nearly 25 days.

In a study carried out by Tarvainen et al. (2016), the effect of three different extracts
was investigated: rosemary leaf extract, oregano leaf extract, and a mixture of extracts of 7
herbs (turmeric, oregano, hops, cloves, sage, ajowan, and licorice), against oxidation of
cholesterol in Atlantic salmon fillets during thermal preparation (180 °C for 20 minutes) and
storage at 4 °C. The total COPs determined in the control samples after the heat treatment was
14 ug/g lipid, with lower values in all the samples containing the natural extracts (<1 pg/g
lipid) after processing, confirming the potential of these natural antioxidants in retarding the
thermo-oxidation of cholesterol. In addition, the samples treated with the natural extracts
presented similar COP levels after the heat treatment and after 7 days of storage, except for
samples containing rosemary and oregano.

Ferreira et al. (2017) studied the effects of fresh herbs (parsley, chives, and Brazilian
cheiro-verde) as natural antioxidants in air-fried sardine samples. The authors observed that
air-frying significantly decreased the content of essential PUFAS, and increased the levels of
COPs from 61.2 (raw) to 283 ug/g in the control sample. However, the use of herbs as natural
antioxidants (2 and 4%) proved to be effective in reducing the COP levels in most samples.
The addition of 4% of cheiro-verde in the air-fried sardines presented the best protective
effect against lipid oxidation.
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5.2 Meat and meat products

Meat is a source of protein, minerals, vitamins, and other micronutrients (BIESALSKI,
2005; JIANG and XIONG, 2016). Fresh meat usually contains only trace amounts of COPs
(EDER et al., 2005). However, the temperature and time required for the preparation of these
foods, as well as industrial processes such as triturating and mincing, storage conditions, the
deficiency of endogenous antioxidants, and the high concentration of pro-oxidants, such as
salt and heme and non-heme iron, significantly affect the lipid fraction due to the oxidative
processes (KANNER, 1994; SOUZA and SILVA, 2006; HUR, PARK and JOO, 2007,
ORCZEWSKA-DUDEK et al., 2012; KARRE, LOPEZ and GETYY, 2013; FALOWO,
FAYEMI and MUCHENJE, 2014; JIANG and XIONG, 2016; SABOLOVA et al., 2017).

Various research projects involving the addition of natural antioxidants in meat and
meat products have been carried out in order to evaluate the reduction in cholesterol oxidation
that can be achieved (KIM, GODBER and PRINAYWIWATKUL, 2000; OSADA et al.,
2000; MARIUTTI, NOGUEIRA e BRAGAGNOLDO, 2011; PRICE et al., 2013; WONG and
WANG, 2013; KOBUS-CISOWSKA et al., 2014; MI, GUO and LI, 2016).

The resistance to oxidative degradation was tested in restructured beef roasts. Beef
roasts containing rice fiber and rice-bran oil had higher oxidative stability during storage at 4
°C than beef roasts without additives. The 7-ketocholesterol content of beef roasts with the
antioxidants was lower. The authors found values of 8.02 ug/g, 2.24 ng/g and 1.91 ug/g for
the control, the samples with added rice fiber and the rice-bran oil, respectively (KIM,
GODBER and PRINAYWIWATKUL, 2000). In another study, Kim et al. (2003) evaluated
the effectiveness of y-oryzanol as a potential natural antioxidant for precooked beef stored at
refrigeration temperatures. The results showed that 100 ppm of y-oryzanol was a more
effective inhibitor against the formation of 7-ketocholesterol during storage than 100 ppm of
a-tocopherol.

Osada et al. (2000) studied sausages produced with or without varying levels of
sodium nitrite and apple polyphenol and stored in the refrigerator for 15 days. This study
demonstrated that the addition of apple polyphenol may inhibit linoleic acid oxidation in
sausages as well as suppress cholesterol oxidation through its radical-scavenging effects.
According to the authors, apple polyphenol, which has a large amount of catechin oligomer,
may interfere with cholesterol oxidation through its antioxidative action and thus be useful as
an antioxidant for meat products.

A study by Flaczyk et al. (2006) showed that enzymatic and acid hydrolysates can be
used as a natural antioxidant in pork meatballs. After 7 days of storage at 2 °C, inhibition of
formation of the COPs in samples with added crackling hydrolysates was 29-54%. The
results showed that the enzymatic hydrolysate had a stronger inhibition activity against the
formation of COPs than the acid hydrolysates and BHT.

According to Rudzinska et al. (2007), acid and enzymatic protein hydrolysates
prepared from pork cracklings reduced the levels of oxysterols in frozen pork meatballs after
360 days of storage by 20%. Marinated pork was treated with vitamin C and vitamin E. With
0.02% vitamin C, only 7-ketocholesterol was reduced significantly with a loss of 72 ug/g,
compared to the control treatment. In the marinated pork with 0.02% vitamin E, all the COPs
showed a decline with 25-hydroxycholesterol and 7-ketocholesterol being inhibited the most
(LEE, CHIEN and CHEN, 2008).

Lyophilized water extracts of borage (Borago officinalis L.) leaves can be used as a
good source of natural antioxidants to control the lipid oxidation process in functional dry-
fermented sausages enriched with ®3. The lyophilized extract (340 ppm) showed an
antioxidant capacity equivalent to 200 ppm of a BHA and BHT mixture. However, the COPs
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did not show any significant differences between products with the different antioxidants and
the sensory analysis showed that the extracts did not affect the sensory properties of the
products (CIRIANO et al., 2009).

Garlic and onion, which are commonly added to meat dishes, were compared for their
antioxidant effects against the formation of 7-ketocholesterol and 7-hydroxycholesterol in
pork dishes. Both additions caused a decrease in the concentration of these COPs in all the
dishes investigated. The addition of onion decreased the concentration of 7-ketocholesterol
from 204.49 to 92.05 ug/g in cooked meat, and the addition of garlic dropped the COPs
contents from 204.49 to 127.25 pg/g (JANOSZKA, 2010). Rodriguez-Carpena et al. (2012)
concluded that phenolic-rich extracts from avocado peel can be used as natural antioxidant
against the formation of COPs in porcine patties subjected to cooking and chill storage.

Price et al. (2013) compared the preservative effects of green tea extract, grape seed
extract, and sodium ascorbate on cooked pork meatballs stored for 16 days. Among the
compounds tested, the synthetic antioxidant sodium ascorbate presented a low antioxidant
capacity, inhibiting 69.92% of the formation of 7p-hydroxycholesterol and 55.24% of 25-
hydroxycholesterol. The antioxidant activity of green tea and grape seed extract inhibited the
formation of all detected COPs by over 97%, except for cholestane-3b, 50,6b-triol and 5-
cholestene-3b, 25-diol (25-OHC). These results confirm the feasibility of replacing synthetic
antioxidants by the natural extracts discussed in this work. L-ascorbic acid, retinoic acid, and
a-(x)-tocopherol each at a concentration of 0.4 mmol in 30 g of beef can inhibit 30-50% of 7-
ketocholesterol formation and about 20% of 7a- and 7p- hydroxycholesterol formation
(WONG and WANG, 2013).

The antioxidant effect of annatto powder and sodium erythorbate against lipid
oxidation in pork loin patties was evaluated by Figueirédo et al. (2014). The meat was stored
in the dark for a period of 120 days at -18°C. Throughout the storage no COPs were detected
in raw and grilled samples with the antioxidant added; however, in the samples without the
addition of antioxidant the authors verified cholesterol oxidation from 60 days of storage in
the raw and grilled samples, highlighting 7-ketocholesterol, 7a- and 7B-hydroxycholesterol,
and 5,6a- and 5,6-epoxides.

Extracts of ginkgo tree leaves showed stabilizing effects on both lipid and cholesterol
oxidation processes in pork meatballs over 21 days of refrigerated storage (KOBUS-
CISOWSKA et al., 2014). The levels of cholesterol oxidation products in meatballs increased
with storage time; however, the addition of antioxidants slowed down the process. The
dominant oxysterols in the samples were 7B- and 7a-hydroxycholesterol and 7-
ketocholesterol. The levels of COPs in the control samples were 3.80 mg/100g lipid, the
samples with natural antioxidants had a content of 0.92 and 1.28 mg/100g lipid, respectively.
BHT also had an inhibitory effect against lipid oxidation. However, the level of COPs in the
sample with BHT amounted to about 1.97 mg/100 g lipid, higher than those detected in
samples with the natural extracts.

Mustard seed was used as a natural antioxidant in fresh and stored cooked pork
products. The results showed that a low amount (0.5%) of mustard seed was effective in
inhibiting the formation of COPs, especially in the case of 7-ketocholesterol and 7p-
hydroxycholesterol. In the control sample without the addition of mustard, a total COP
content of 6.77 pg/100g of product was found after 12 days of chill storage. In the samples
with the addition of mustard seeds, 7.53 ug/100 g product and 5.14 ug/100 g product were
found in the samples with the addition of 0.2% and 0.5% mustard seed, respectively.
Moreover, the sensory evaluation indicated that mustard seed at 0.2 and 0.5% had positive
effects on the sensory qualities of the pork products (KARWOWSKA and DOLATOWSKI,
2014).

The effect of an extract rich in phenols obtained from olive vegetation water (an
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agricultural by-product) on the lipid oxidation of raw and cooked fresh pork sausages
prepared without chemical additives was evaluated before and after aerobic storage at 2 °C for
14 days. The most abundant COP was 7a-hydroxycholesterol, followed by 7-ketocholesterol
and 7p-hydroxycholesterol. The addition of the extract (0.075 and 0.15 g/10g) resulted in a
decrease in the COPs. The COP levels were 4- and 17-fold lower in raw and cooked sausages,
respectively. The cooked control samples exhibited 106.77 ug COPs/g of fat after 14 days of
storage, against 6.12 ug COPs/g of fat in the samples with the addition of the natural extract
(0.15 g/100g) (BALZAN et al., 2017).

5.3 Chicken

Lipid oxidation is a major factor in the deterioration of fat and fat-containing muscle
foods, and it has negative effects on nutritional and sensory qualities. Also, lipid oxidation
might be responsible for the production of toxic compounds (GHIRETTI et al., 1997). Due to
the lipid composition of chicken meat, rich in cholesterol and other unsaturated lipids
(SAMPAIO et al., 2012), favoring oxidation and COP formations, some authors have studied
the incorporation of natural antioxidants in order to minimize the occurrence of oxidation and
COPs and to increase the shelf-life of the chicken meat (LOPEZ-BOTE et al., 1998;
MARIUTTI, NOGUEIRA e BRAGAGNOLO, 2011; SAMPAIO et al., 2012; SHAH, DON
BOSCO and MIR, 2014).

Polak et al. (2011) evaluated the addition of coenzyme Q10 and ascorbic acid or a-
tocopherol, either alone or together, to prevent oxidative damage in chicken liver paté. The
samples were separated into four groups of chicken liver patés: no supplements (control) or
were supplemented with coenzyme Q10 (0.2 g/kg) and either ascorbic acid (2 g/kg) or a-
tocopherol (0.2 g/kg), or both. All products were pasteurized (82 °C) or sterilized (121 °C).
Four COPs were found: 7a-, 7B-, 20a-, and 25-hydroxycholesterol. The most efficient
scavenger was ascorbic acid either alone or together with a-tocopherol, where the formation
of COPs was below the limit of detection with preservation of sensory quality.

Mariutti, Nogueira e Bragagnolo (2011) studied the effects of adding sage and garlic
to chicken meat on lipid and cholesterol oxidation, having as pro-oxidant factors the addition
of salt, thermal treatment, and frozen storage. Cooking and storage resulted in an increase of
total cholesterol oxides. Sage was effective in controlling lipid and cholesterol oxidation;
however, garlic had a poor effect as an antioxidant. The amount of 7-ketocholesterol formed
in the grilled samples with salt, but without antioxidants, was 40.39 pg/g meat (dry basis),
whereas the samples with antioxidants added had a lower content of 15.49 pg/g meat and
37.54 ng/g meat with the addition of sage and garlic, respectively

The effects of colorific (0.4 g/100g) to minced chicken meat on lipid oxidation and
degradation of bixin and vitamin E was investigated in raw and grilled patties during storage
at -18° C for 120 days. According to the authors the addition of colorific (0.4 g/100g) to
minced chicken meat is an alternative for minimizing lipid oxidation during storage of grilled
patties at -18 °C for 120 days; however, no effect was observed in the raw patties. The authors
observed the antioxidant mechanism that suggested that vitamin E acted along with bixin to
protect the unsaturated lipids from oxidation (CASTRO, MARIUTTI and BRAGAGNOLO,
2011).

The effects of the addition of sage, oregano, and honey on lipid oxidation in cooked
chicken meat (breast and thigh) during refrigeration at 4 °C for 96 h was evaluated.
Quantitative measurements of thiobarbituric acid-reactive substances, conjugated dienes,
hexanal, fatty acids, cholesterol, and cholesterol oxides were used as indicators of lipid
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oxidation. Acceptability and preference were also evaluated. The authors confirmed the
antioxidative effect of oregano, sage, and honey when added prior to processing. These
ingredients increased the shelf-life of cooked chicken meat after 96 h of refrigeration at 4 °C,
inhibiting the formation of cholesterol oxides and exhibiting good sensory acceptability
(SAMPAIO et al., 2012).

5.4 Eggs

Eggs are considered to be of great importance for human consumption because they
have a high biological value due to their protein contents; they are also a source of
polyunsaturated fatty acids of the omega 6 series and of the omega 3 series, especially linoleic
and arachidonic acids. However, eggs are also one of the main sources of dietary cholesterol
(LERCKER and RODRIGUEZ-ESTRADA, 2000; BOSELLI et al., 2004; HUR, PARK and
JOO, 2007; ORCZEWSKA-DUDEK et al., 2012).

Eqggs are usually consumed after processes such as frying and cooking and can also be
processed and then used as ingredients in several widely consumed food products such as
biscuits, cakes, pasta, among others (BOSELLI et al., 2004; ABREU et al., 2017). One of the
most common industrial processes in eggs is drying. Several industrialized products use egg
powder due to ease of handling and transportation, and especially because of the longer shelf-
life (BERGQUIST, 1995; BRINKERHOFF, et al., 2002; ABREU et al., 2017). However, the
high temperatures used in the process of powder-egg production by spray-dryer accelerate the
reactions between the lipids present in surrounding and molecular oxygen, resulting in the
loss of nutritional and sensory properties, as well as the formation of cholesterol oxides
(MORGAN and ARMSTRONG, 1992; GUARDIOLA et al., 1995; LAI et al., 1996;
CABONI et al., 2005; MEYNIER et al. 2014).

Another important factor in the formation of COPs in eggs and egg products is the
storage time of these foods (GUARDIOLA et al., 1997; DU and AHN, 2000; OBARA,
OBIEDZINSKI and KOLCZAK, 2006). The level of COPs also depends on the chemical
composition of egg yolk and storage conditions of the final product (ORCZEWSKA-DUDEK
et al., 2012). Considering the impact of the processing used and the consequent alterations and
COPs formation resulting from lipid oxidation, it is necessary to use antioxidants in order to
minimize the loss in the quality of this food. Although eggs exhibit natural antioxidants in
their composition, compounds such as tocopherols are drastically degraded during heat
treatment and inadequate storage conditions (GALOBART et al., 2001; CABONI et al.,
2005).

Huber, Pike and Huber (1995) demonstrated the effective antioxidant activity of BHA,
ascorbyl palmitate (0.023%), and a tocopherol blend on inhibiting cholesterol oxidation
during accelerated (CU*?, heat) storage of spray-dried egg yolk. COP levels generally
increased during storage with 7-ketocholesterol being predominant. However, the significant
antioxidant effects were manifest in a decrease of 7-ketocholesterol, and 7a- and 78
hydroxycholesterol contents. All antioxidants showed significant inhibitive effects; however,
tocopherols were the most effective relative to the control samples.

The inhibitory effect of antioxidants against cholesterol oxidation during storage of
spray-dried egg yolk was evaluated by Brinkerhoff et al. (2002). Equimolar amounts of BHA
and a mixture of tocopherols (60 to 65% of d-tocopherol, 15 to 20% of y-tocopherol, and 15
to 20% of a-isomers) were added to liquid yolks subsequently submitted to the spray-
drier process, resulting in levels of 0.01 and 0.023% (w/w), respectively, based on total yolk
lipid. After 3 years of storage at room temperature, it was possible to observe the inhibitory
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action of antioxidants against the formation of 7-ketocholesterol, obtaining values of 118 ppm
for the control samples (without antioxidant addition), 101 ppm for the samples with the
synthetic antioxidant and 100 ppm for the samples with the mixture of tocopherols. However,
no significant differences were observed in the formation of 7a- and 7B-hydroxycholesterol,
cholestane-triol, cholesterol-5,6-epoxide, and 25-hydroxycholesterol.

Boselli et al. (2004) studied the oxidation of cholesterol in commercial samples of
mass-produced egg pasta, comparing the results obtained in these products with home-made
egg pasta produced with fresh hen eggs and spray-dried eggs. Commercial samples showed a
content of 2.2 ug of COPs/g of pasta. The home-made pastas showed contents of 1.7, 3.5 and
3.6 ug/g of pasta, for the pastas prepared with organic eggs, fresh commercial eggs, and
spray- dried eggs, respectively. The lowest COPs content was found in the domestic samples
prepared with organic eggs, indicating the influence of the hens feeding on vegetables rich in
natural antioxidant compounds.

The effect of processing and storage on spray-dried whole egg was evaluated by
Caboni et al. (2005). Commercially obtained samples were stored at room temperature and at
4 °C in the dark for 1, 3, 6, and 12 months. At 4 °C no significant change in the concentration
of cholesterol oxides was observed; however, storage at 20 °C resulted in an increase in the
total content of COPs over time, showing a content of 54.7 ng/g lipid and 167 pg/g lipid right
before the storage and after 12 months, respectively. Changes in a- and y-tocopherol contents
were also observed during storage; at 20 °C a reduction of 14% in the content of these natural
antioxidants was recorded after 12 months of storage however; no significant change occurred
at 4 °C. Thus, it is possible to correlate the loss of natural antioxidants such as tocopherols
with the increase of cholesterol oxidation.

Vitamin C, vitamin E, and BHA were incorporated as antioxidants in marinated eggs.
Vitamin E (0.02%) was less effective in inhibiting cholesterol oxidation than vitamin C
(0.02%), as evidenced by a larger amount of total COPs generated using the former (4563
ug/g) than the later (2891 ng/g). For the total COPs, the inhibition effect of cholesterol
oxidation increased with increasing concentrations of vitamin C and BHA. In contrast, a low
level of vitamin E showed a better antioxidant activity than a high level, which may act as a
pro-oxidant (LEE, CHIEN and CHEN, 2008).

Chen et al. (2010) studied eggs in marinated juice and its relation with the formation
and inhibition of COPs as affected by heating time and various ingredients. A total of five
COPs including 7-ketocholesterol, 5,6 B-epoxycholesterol, 7a-hydroxycholesterol, 7f-
hydroxycholesterol, and triol, were formed in tea-leaf eggs during marinating, but not in
marinated juice. A total of COPs 227.2 ug/g was formed in tea-leaf eggs after 24 h of heating,
but reduced to 106.8ug/g after 48 h. The incorporation of soy sauce or black tea leaf into juice
was effective in inhibiting COPs formation in tea-leaf eggs. According to the authors, the
presence of total phenolics and total flavonoids in black tea leaf was mainly responsible for
the COPs reduction in tea-leaf eggs.

Malagueta pepper (Aframomum danielli) antioxidant extract was applied in the control
of cholesterol oxidation in mayonnaise. The results showed, on the 60th day of storage, that
malagueta pepper antioxidant extracts were better than the synthetic antioxidant extracts with
BHA to control cholesterol oxidation in mayonnaise (ETTI, ADEGOKE and ETTI, 2012).

Ren et al. (2013) studied the stability of n-3 PUFA-enriched eggs fortified with
antioxidants (vitamin E or organic selenium [Sel-Plex] or both) and subsequent cooking and
storage. Cholesterol oxidation was significantly affected by the different cooking methods.
Fried eggs contained higher levels of cholesterol oxidation products (COPs), at 13.58 ug/g;
compared to boiled (10.15 pg/kg) and raw eggs (9.03 ng/kg), respectively. Supplementation
of antioxidants reduced the formation of COPs by 12% in fried eggs. However, the content of
COPs was not affected by storage. This research indicated that the n-3 PUFA in enriched eggs
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was relatively stable during storage and home cooking in the presence of antioxidants.
According to Matumoto-Pintro et al. (2017) natural antioxidants such as catechin,
tocopherol and lycopene can exhibit protective effect against lipid oxidation in egg powders
during storage at different temperatures. The results showed that natural compounds can be
used in egg powder instead of synthetic compounds to reduce lipid oxidation during storage.

5.5 Milk and dairy products

Milk is an important food in human nutrition. Milk and dairy products may be
consumed as such or used in the preparation of many other types of food such as pastries,
pies, cakes, and others. The milk lipid fraction is composed of several fatty acids and
cholesterol, which may undergo chemical and physical changes during processing and storage
(RAMALHO, CASAL and OLIVEIRA, 2011)

Cholesterol oxidation products can also be found in dairy products. The probability of
COPs forming in fresh milk or fresh dairy products is very low, however a higher
concentration of COPs can be found in processed dairy products exposed to harsh storage
conditions where the impacts of oxygen, light, low water activity, and heat are possible
(SIEBER, 2005). The resistance in fresh milk and dairy products is probably due the low level
of polyunsaturated fatty acids, pro-oxidant trace elements such as iron and copper, and modest
cholesterol levels (ADDIS and PARK, 1992).

Milk contains approximately 12 mg cholesterol/100 g (WALTE, 1994), however the
cholesterol content in milk samples may vary due to the influence of various factors, such as:
milk processing, differences in the breeds, and individual characteristics of the animals,
milking intervals, lactation phase, composition of feed, as well as seasonal and climatic
interferences (BAUER et al., 2014).

Due to a loss of nutritional, sensory and quality aspects caused by the processes
usually applied to dairy products, natural antioxidants from plants have been incorporated into
these foods in order to minimize losses and improve quality (BERTOLINO et al., 2015;
ALENISAN et al., 2017; BARKALLAH et al., 2017; COMUNIAN et al., 2017; MAHAJAN,
BHAT and KUMAR, 2017; VITAL et al., 2017).

Wojdyto et al. (2005) evaluated the effects of natural polyphenolic antioxidants
isolated from the roots of skullcap (Scutellaria baicalensis Georgi) and procyanidins extracted
from the bark of hawthorn (Crataegus oxyacantha) on butter during storage for 28 days at a
temperature of 4 °C and 30 °C in darkness as well as at 50 °C with light. The initial level of
cholesterol in the butter was 77.31 mg/100g. During storage, qualitative and quantitative
changes of cholesterol were recorded. The greatest degradation of cholesterol was observed
after 28 days of storage in the samples treated with 50 °C and light. The results demonstrated
the inhibitory action of the polyphenols used compared with the control samples, without the
addition of any natural antioxidants, where the cholesterol was totally degraded when exposed
to light. Samples containing flavones from Scutellaria baicalensis Georgi also showed a
significant reduction in cholesterol degradation.

Bierzunska et al. (2017) found that the health-promoting value of fresh white cheese
made from buttermilk can be increased by adding whey protein concentrate, especially
because of the antioxidant effect of whey protein concentrate. The COPs content in fresh
white cheese made from buttermilk with the whey concentrate was, after 30 days of storage at
4 °C , 4.7-fold lower than in the control cheese; the initial cholesterol contents were similar
in both samples (white cheese with and without the whey protein concentrate). Compounds
such as 7a-hydroxycholesterol, 5,6a-epoxycholesterol, 25-hydroxycholesterol, and 7-
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ketocholesterol were detected only in the samples without the addition of the whey protein
concentrate, even under the same conditions.

The effects of rosemary extract as a natural antioxidant in cow milk ghee during deep-
frying were investigated by Rahila et al. (2017). Ghee samples did not show any COPs at the
beginning of frying, but after 45 minutes the samples without the addition of antioxidants
showed the presence of 5,6a-epoxycholesterol and at 60 min of frying the presence of both
5,6a-epoxycholesterol and 7B-hydroxycholesterol. Ghee with 0.02% BHA was also used in
this study for comparison. The results showed that BHA could be substituted by the rosemary
extract, since ghee with the natural extract inhibited the oxidation of cholesterol throughout
the frying process for 60 min.

5.6 Animal feed supplementation

In addition to the direct incorporation of antioxidants in eggs, milk, meat, and meat
products, natural antioxidants can also be supplemented in animal feed leading to an increase
in the content of these compounds in the animal source foods and a decrease of lipid oxidation
(ZANARDI, et al., 2000; EDER et al., 2005; SHIRZADEGAN and FALAHPOUR, 2014,
LERCH et al., 2015).

Li et al. (1996) studied the effects of feeding flax, sunflower, palm, and fish oils, with
and without tocopherols, to laying hens on the oxidative stability of cholesterol in egg yolk
powders. The results showed that increasing the intrinsic tocopherol concentration in egg yolk
powder may decrease the oxidation of cholesterol during storage and heating. Lai et al. (1996)
reported the effects of dietary a-tocopherol supplementation on cholesterol and carotenoid
stability in dried egg powders during processing and subsequent storage.

Cluskey et al. (1997) studied the influence of animal feed quality on lipid and
cholesterol oxidation in stored whole milk powder. The animals were treated with a
concentrate rich in vitamin E, and the results showed that the supplemented diet had a
protective effect against cholesterol oxidation during whole milk powder processing, despite
the fact that the animal feed quality had no significant effect on the level of COPs in fresh
whole milk powders.

Oxidation of meat from broilers fed on a diet containing 500 mg/kg rosemary and sage
extracts was compared to meat oxidation from broilers receiving a control diet (not enriched
with antioxidants) and a diet enriched in a-tocopheryl acetate (200 mg/kg). No differences
were observed in the cholesterol contents between the samples, this fact allowed the authors
to attribute all differences in the concentrations of cholesterol oxidation products only to
differences in oxidation. The meat from broilers fed on the diets containing the spice extracts
had lower total of COP concentrations (27.67 and 26.54 ug/kg for rosemary and sage,
respectively) than meat from the control group (47.04 ug/kg) in the white muscle (LOPEZ-
BOTE et al., 1998).

Maraschiello, Esteve and Garcia (1998) studied the effect of supplementary levels of
natural antioxidants, such as a-tocopherol and [-carotene, on chicken meat cholesterol
oxidative stability. Cooking increased the oxysterol content of the meat, and levels as high as
5 pg/g in muscle tissue were observed. The meat from the chickens fed the olive oil-based
diet containing a-tocopherol presented the best cholesterol oxidative stability, however, a
positive effect could not be found for dietary -carotene administered at levels of 15 and 50
mg/kg of diet.

Grau et al. (2001a) concluded that a-tocopheryl acetate was highly effective in
protecting raw and cooked chicken meat from cholesterol oxidation, contrary to acid ascorbic
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supplementation. In another study, Grau et al. (2001b) also confirmed the effectiveness of a-
tocopheryl acetate supplementation (225 mg/kg of feed) on dark chicken meat oxidation.
They also tested a dietary fat source (linseed, sunflower, and oxidized sunflower oils and beef
tallow) and ascorbic acid, and they observed that there were no significant differences
between the cholesterol content of meat from different fat sources supplementation.

The effect of feeding laying hens linseed oil or sunflower oil, with and without a-
tocopheryl acetate and/or canthaxanthin, was evaluated on cholesterol oxidation in spray-
dried whole eggs at various storage periods by Galobart et al. (2002).

Kim et al. (2006) examined the effect of dietary a-tocopheryl acetate on the lipid and
cholesterol oxidation in retail-packed chicken meat during refrigerated storage. After 42 days
of feeding (five dietary treatments 0, 50, 100, 200, or 400 IU of a- tocopheryl acetate/kg diet)
all the broilers were slaughtered, and the carcasses were packed in polyethylene bags
individually, bags similar to those used in the retail trade, and stored for 12 days at 4 °C. The
authors observed that the supplementation with 200 or 400 IU of tocopherol was more
effective in reducing the level of lipid oxidation and total cholesterol oxidation products
formed (7B-hydroxycholesterol; 7-ketocholesterol, and 25- hydroxycholesterol) causing major
improvements in the oxidative stability of chicken meats during refrigerated storage.

Souza and Silva (2006) evaluated the protective effect of vitamin E on cooked hams
produced from pigs that had received a controlled diet supplemented with different levels of
vitamin E. As the vitamin E levels in the diet were increased, there was a reduction in the
cholesterol content, and reached approximately 30% when the levels of supplementation were
400 mg of vitamin E/kg diet, and consequently decreasing the formation of COPs during
storage.

The effect of animal fat and vegetable oil sources on the composition of lipids in raw
chicken and in precooked ready-to-eat fried chicken patties was analyzed. The total
cholesterol in the raw chicken was higher for the animal fat-based diet samples than the
vegetable oil ones, with values of 55.7 and 36 mg/100g sample, respectively. However, along
the cooking processes the COPs contents followed a similar trend and no significant
differences were detected between the samples obtained from the two different fat diets. The
maximum level of COPs was observed after flash-frying (BONOLI et al., 2007).

According to Mele et al. (2011), the inclusion of extruded linseed in the diet of dairy
ewes for a 10-week period resulted in a stable enrichment of bulk milk used to produce
pecorino cheese. The results showed that after 30 days of ripening the total of COP contents
were 1.08 and 0.79 mg/100g of fat in the control cheese and in the cheese produced with milk
from sheep fed the linseed diet, respectively. Ripening increased the ratio of COPs/total
cholesterol in the control cheese (28%), whereas this ratio remained roughly constant in the
case of cheese produced with milk from sheep fed the linseed diet. According to Abdulla et al.
(2015) palm oil can be used as an alternative oil source in broiler diets with a positive effect
on cholesterol stability of chicken meat refrigerated for seven days.

Verardo et al. (2017) evaluated the influence among the egg products and between the
drying processes on pasta quality. The results confirmed that the ingredients and drying
temperatures are important for the quality of dried egg pasta and that higher thermal
treatments favored the formation of COPs. However, the authors concluded that eggs from
free-range hens contained higher amounts of tocopherols (compared to the eggs obtained by
conventional breeding) and therefore were able to decrease the formation of the COPs in the
studied samples.
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5.7 Model systems

Foods are usually complex matrices where interferences among various components
may hinder the acquisition of clear data and make the understanding of the mechanisms of
cholesterol oxidation and its inhibition more difficult. Therefore, model systems are a very
useful tool to evaluate the different parameters that influence the cholesterol oxidation
processes and the effectiveness of natural antioxidant compounds (ANSORENA et al., 2013;
BARRIUSO et al., 2016).

Kim et al. (2001) investigated the inhibition of cholesterol autoxidation using a non-
saponifiable fraction from rice bran oil in an aqueous model system for 16 hours at pH 5.5
and 80 °C. The results showed a loss of cholesterol and the formation of 7-ketocholesterol
showed inhibition of cholesterol by the natural antioxidant. After 16 hours of incubation the
samples without the non-saponificable fraction showed a content of 207.78 ppm against 76.69
ppm in the sample with 700 ppm of the antioxidant added. According to the data, the
inhibitory effect increases with an increase of the antioxidant concentration. Rice bran oil was
also used as an antioxidant by Kim (2005). The author confirmed the antioxidant effect of the
vitamin E fraction extracted from rice bran in an emulsified cholesterol system.

Another study evaluated the antioxidant activities of rice bran. Vitamin E and y-
oryzanol components purified from rice bran were investigated in a cholesterol oxidation
system accelerated by 2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride. The antioxidant
activity of the vitamin E and p-oryzanol components reduced the production of toxic
cholesterol oxidation products and all the y-oryzanol components had activities higher than
that of any of the four vitamin E components (XU, HUA and GODBER, 2001).

Valenzuela et al. (2004) tested the ability of tocopherol homologs, rosemary extract,
four commercial flavonoids (quercetin, catechin, morin, and rutin), and an alkaloid-derived
product (boldine) to inhibit thermal-induced oxidation of cholesterol using soybean oil with
added cholesterol, induced under Rancimat test conditions (150 °C and air bubbling). Under
the experimental conditions rutin and boldine were devoid of any protective action against
COP formations; however, all the other natural antioxidants were efficient in preventing
cholesterol oxidation. Quercetin showed the strongest antioxidant behavior among the
flavonoids.

The effect of quercetin on cholesterol oxidation during heating was verified by Chien,
Hsu and Chen (2006). Standard quercetin was added to samples of cholesterol submitted to
heat-induced cholesterol oxidation at 150 °C. The results showed that a low amount (0.002%,
w/w) of quercetin was effective in preventing the formation of cholesterol oxidation products
during the first 30 minutes. However after this thirty-minute period a low antioxidant activity
was observed due to the degradation of quercetin.

The antioxidant activity of [-carotene and oxygenated carotenoids lutein,
canthaxanthin, and astaxanthin was investigated during spontaneous and peroxyl-radical-
induced cholesterol oxidation. All compounds demonstrated high antioxidant activity. The
results showed that astaxanthin was much more effective than the other carotenoids in
inhibiting 7-ketocholesterol formation. The overall order of effectiveness of these compounds
was astaxanthin>canthaxanthin>lutein = B-carotene (PALOZZA et al., 2008).

Xu et al. (2009) investigated cholesterol oxidation in lard, corn oil, and olive oil; and
they examined the effectiveness of green tea catechins, a-tocopherol, and quercetin to prevent
cholesterol oxidation compared with BHT. According to the authors, cholesterol was oxidized
more slowly in corn oil, lard, and olive oil due to the unsaponified antioxidants present in
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these fat and oils. The natural antioxidants, green tea catechins, a-tocopherol, and quercetin,
significantly inhibited the oxidation of cholesterol at 200 ppm and demonstrated a protective
effect stronger than that of BHT under the same conditions.

Hydrophilic anthocyanins and lipophilic tocos from black rice bran may prevent
cholesterol oxidation in an emulsion system containing either cholesterol or fish oil, showing
better results when added to the cholesterol emulsion (ZHANG et al., 2013).

Barriuso et al. (2015) evaluated the protective effect of lyophilized aqueous extract of
Melissa officinalis against the degradation of cholesterol and the formation of COPs in model
systems. Standard cholesterol solutions with the addition of 2 mg extract/ 100 mg cholesterol
were heated at 180 °C for different periods, 0, 10, 20, 30, 60, 120, and 180 minutes. The
results showed that the concentration applied in the study protected the cholesterol from
degradation, since at the end of the experiment the control samples maintained only 23% of
the cholesterol and the samples with the natural extract retained 69%. The highest values of
COP formations were observed in the 30- and 120-minute heatingtimes, both in the control
samples and in the samples under the protective effect of the natural antioxidant, reaching
142.97ug /g and 93.03 ug/g, respectively.

Xu et al. (2016) investigated the inhibitory effect of eleven antioxidants including nine
phenolic compounds (rutin, quercetin, hesperidin, hesperetin, naringin, naringenin,
chlorogenic acid, caffeic acid, and ferulic acid), vitamin E, and BHT in the oxidation
of commercial cholesterol samples submitted to a heat treatment at 160 °C for one hour. All
antioxidant compounds evaluated were effective in minimizing the formation of oxidized
products. However, rutin, quercetin, chlorogenic acid, and caffeic acid were able to
completely inhibit cholesterol degradation.

Barriuso et al. (2016) evaluated the antioxidant capacity of mana-cubiu (Solanum
sessiliflorum), a plant native to the Amazon, in standard cholesterol solutions. The analysis
carried out in solution showed that, after heating, the cholesterol oxides content was much
higher in the samples without the natural extract (227 pg cholesterol oxides / mg cholesterol)
than in the samples with the mana-cubiu extract (25 ug cholesterol oxides / mg cholesterol).

Three different proanthocyanidin extracts of Chinese bayberry leaves were prepared
by different methodologies: a normal extraction method, Sephadex LH-20 column
purification, and ultrasound degradation. Then they were tested as antioxidants in an emulsion
cholesterol model system. All the extracts were effective against cholesterol oxidation.
Ultrasound degradation and Sephadex LH-20 column purification, with an addition of 40
mg/mL, had an equivalent antioxidant activity to BHT and TBHQ with an addition of 20
mg/mL, confirming the feasibility of using them as natural antioxidants (ZHANG et al.,
2017).

6 CONCLUSION

In conclusion, the formation of cholesterol oxides and the degradation of
polyunsaturated fatty acids play a prominent role in the loss of quality and nutritional
characteristics of products of animal origin. These losses are caused by factors such as
thermal processing (thermo-oxidation) and storage under fluorescent light (photo-oxidation).
Furthermore, the consumption of oxidized lipids is the subject of constant investigations in
the public health area, since there are correlations between the intake of exogenous
cholesterol oxidation products that can be potentially harmful to human health and the
development of deleterious health effects such as cytotoxicity, atherogenesis, cardiovascular
changes, and carcinogenesis, as well as other chronic degenerative diseases. The formation of
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COPs is related to processing temperatures, heating time, storage conditions, and packaging.
Fish, meat, eggs, and dairy products are cholesterol-containing foods and when processed
they are potential sources of these cholesterol oxides. The application of antioxidants is the
main tool used to prevent or to reduce cholesterol oxidation. Generally speaking synthetic
antioxidants are widely used in the food industry. However, they have been confirmed to have
toxicological and carcinogenic effects. Thus, consumer concern about the safety of these
additives has motivated the industry to apply natural products over synthetic ones. Natural
antioxidants possess bioactive compounds with antioxidant properties and are able to retard or
prevent lipid oxidation in food. This review presented different natural bioactives with various
applications as natural antioxidants in food matrices of animal origin, and in model systems,
to prevent or minimize COP formations. However, future studies are still necessary to
determine the ideal concentration for the use of these natural products on a large scale in order
to replace the synthetic antioxidants used in the food industry, and to develop effective
strategies to prevent the occurrence of lipid oxidation as well as to maintain and even improve
the nutritional quality of these foods.
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CAPITULO 1

COMPOSICAO QUIMICA, IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS
BIOATIVOS POR UPLC-ESI-MS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN
VIVO E IN VITRO DOS FRUTOS DA AROEIRA (Schinus terebinthifolius
Raddi)
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RESUMO

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) ¢ uma planta nativa da América do Sul,
amplamente utilizada em pratos culinarios e pela medicina popular. Este trabalho apresenta a
composi¢do quimica, a identificagdo de compostos bioativos e a avaliacdo da atividade
antioxidante dos frutos da aroeira. Os resultados indicaram a seguinte composic¢do nutricional:
umidade (13,70%), lipidios (12,52%), proteinas (7,71%), carboidratos (62,49%) e cinzas
(3,58%). Os principais acidos graxos determinados foram: acido linoleico (C18:2 n6c), acido
oleico (C18:1 n9c), &cido palmitico (C16:0) e acido palmitoleico (C16:1). Foi observada a
presenca de compostos fenolicos (13,66 £ 0,26 mg EAG/g ), principalmente flavonoides. A
atividade antioxidante in vitro foi avaliada utilizando-se os métodos de DPPH, ORAC e j-
caroteno/acido linoleico. Em relacdo a atividade in vivo, extratos aquosos dos frutos da aroeira
apresentaram baixa toxicidade e protecdo frente ao estresse oxidativo em células de
Saccharomyces cerevisiae. As andlises cromatograficas confirmaram a presenca de
compostos antioxidantes, identificando compostos como flavonoides, antocianinas e taninos.
Este estudo destaca os frutos da aroeira como fonte de compostos de elevado valor nutricional
e caracteriza sua atividade antioxidante, sugerindo a potencial utilizagdo destes frutos pela
industria de alimentos, em substituicdo aos antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius Raddi, compostos bioativos, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) is a native plant of South Africa, widely used in
culinary dishes and by the folk medicine. This work presents the chemical composition, the
identification of bioactive compounds and evaluation of antioxidant activity of aroeira fruits.
The results indicated the following nutritional composition: moisture (13.70%), lipids
(12.52%), proteins (7.71%), carbohydrates (62.49%), and ash (3.58%). The main fatty acids
determined were: linoleic acid (C18:2 n6c), oleic acid (C18:1 n9c), palmitic acid (C16:0) and
palmitoleic acid (C16:1). It was observed the presence of phenolic compounds (13.66 + 0.26
mg GAE/g), mainly flavonoids. The in vitro antioxidant activity was evaluated by DPPH,
ORAC and B- carotene/linoleic acid assays. In relation to the in vivo activity, aqueous extracts
of aroeira fruits showed low toxicity and protection against oxidative stress in Saccharomyces
cerevisiae cells. The chromatographic analyzes confirmed the presence of antioxidant
compounds, identifying compounds such as flavonoids, anthocyanins and tannins. This study
highlights aroeira fruits as source of high nutritional value compounds and characterizes their
antioxidant activity, suggesting the potential utilization of theses fruits by the food industry,
as a substitute for the synthetic antioxidants.

Key-words: Schinus terebinthifolius Raddi, bioactive compounds, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Extratos naturais oriundos do reino vegetal tem ganhado proeminéncia na ciéncia de
alimentos. Além do potencial valor nutricional, as plantas sdo fontes de compostos bioativos
que apresentam numerosos efeitos biologicos, dentre esses, as propriedades antioxidantes
(JIANG e XIONG, 2016; BARBIERI et al., 2017; TIAN et al., 2018).

Inimeros estudos tém sido realizados sobre 0 emprego de extratos naturais durante o
processamento e armazenamento dos alimentos, uma vez que o desenvolvimento de técnicas
para utilizacdo dos mesmos, em detrimento aos sintéticos, € uma demanda dos consumidores
e da legislacdo, sendo cada vez maiores as restricbes ao uso de substancias quimicas
(CALEJA et al., 2016; MATUMOTO-PINTRO et al., 2017; MUNEKATA et al., 2017;
FERREIRA et al., 2017).

O género Schinus, membro da familia Anacardiaceae, € uma espécie nativa da flora sul
americana. A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é amplamente distribuida pela costa
brasileira, pode ser encontrada do nordeste ao sul do Brasil, sendo também denominada
“pimenta rosa”, “poivre rose”, “felfel aarred”, “pimenta brasileira” (CARVALHO et al.,
2013). Seus frutos sdo amplamente utilizados na culinaria internacional devido ao seu leve
sabor apimentado (GOMES et al., 2013), e pela medicina popular no tratamento de infeccGes
e feridas (EL-MASSARY et al., 2009; SOARES, 2010; BERNARDES et al., 2014; ROSAS
et al., 2015).

Nos dltimos anos, diversos estudos vém demostrado a diversidade de metabolitos
secundarios presentes na familia Anacardiacea. Embora a composicdo quimica de espécies
vegetais varie de acordo com a origem, o grau de maturacdo, o gendtipo, a época de colheita e
outras condicGes de processamento (ZHANG e HAMAUZU, 2003; ENNIGROU et al., 2017),
estudos fitoquimicos dos frutos da aroeira determinaram a presenca de taninos, alcaloides,
flavonoides, saponinas, esterdis, terpenos, lipidios fendlicos e proteinas (EL-MASSARY et
al., 2009; MATSUO et al., 2011; CARVALHO et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2015;
GOIS et al., 2017).

O conhecimento sobre a composi¢do quimica, bem como a capacidade de sequestro de
radicais livres da pimenta rosa (Schinus terebinhtifolius Raddi) possibilita identificar seu
potencial para consumo como alimento funcional. Além de reduzir os danos causados pelos
processos oxidativos nos alimentos, os frutos da aroeira ampliam seu uso como conservante
natural devido as atividades antimicrobianas.

O efeito preservativo do Oleo essencial dos frutos da aroeira contra Listeria
monocytogenes em queijo minas frescal durante estocagem (30 dias/4 °C) foi avaliado por
Dannemberg et al. (2016). O 6leo natural demonstrou capacidade biopreservativa in situ,
reduzindo a formacdo de produtos secundarios da oxidacdo e a populacdo das bactérias em
questao.

A exploracdo de extratos naturais pela industria alimenticia representa uma alternativa
a ciéncia e tecnologia de alimentos, capaz de minimizar a utilizacdo de preservativos
sintéticos e agregar valor nutricional a dieta humana, devido a presenca de compostos
bioativos antioxidantes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar as
propriedades antioxidantes dos frutos da aroeira (Schinus terebinhtifolius Raddi).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os reagentes utilizados no experimento foram: carbonato de sodio, hidroxido de sodio,
nitrito de sodio, carbonato de célcio, &cido acético glacial e acido cloridrico (Vetec); metanol,
etanol, hexano e acetona (Neon); reagente Folin-Ciocalteu, tricloreto de aluminio, quercetina,
acido galico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico (Trolox), 2,2-difenill-1-
picril-hidraliza (DPPH) e metdxido de sodio (Sigma-Aldrich), Tween-40, cloroférmio e
fosfato monossodico (Synth); fluoresceina e 2,2’-azo-bis(2-amidinopropano) diidrocloreto
(AAPH) (Merck). O éster metilico do &cido undecandico e hexano UV-HPLC foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e o0 FAME mix de &cidos graxos da Supelco
(Supelco TM FAME Mix 18919, Bellefonte, PA, USA). As cepas de Saccharomyces

cerevisiae (BY4741 MATa; his3A41; leu240; met1540; ura340) utilizadas foram da empresa
EUROSCARF (Frankfurt, Germany). Para preparo do meio de cultivo foram utilizados:
glicose (Vetec, Brasil), peptona (Difco, EUA), extrato de Iévedo (Difco, EUA) e agar (Difco,
EUA).

2.2 Amostras

Os frutos maduros da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) foram coletados na
Embrapa Agroindustria de Alimentos localizada em Guaratiba, Rio de Janeiro, Brasil, latitude
23°00°0,32”S e longitude 43°34°56,5”W, no més de junho, 2017 (Figura 10).
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Figura 10: Localizacdo do ponto de coleta dos frutos da aroeira (Embrapa
Agroindustria de Alimentos) (GOOGLE MAPS, 2018).

Os frutos frescos foram secos em estufa ventilada (Solab, SP, Brasil) a 40 °C por 48
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horas. Depois de secos, os frutos foram moidos em um processador doméstico (Cadence,
Brasil), até apresentar aspecto de p6 (Figura 11). Em seguida, os frutos secos e moidos foram
armazenados em embalagens de polietileno e mantidos a temperatura ambiente na auséncia de
luz até o preparo dos extratos e realizacdo das andlises. Todas as analises foram realizadas em
triplicatas.

Figura 11: Frutos da aroeira.

2.3 Composicao centesimal

Os procedimentos da AOAC (AOAC, 2002) foram utilizados para as andlises de
umidade, cinzas, proteinas e lipidios totais. A umidade foi determinada pela perda de peso em
estufa regulada a 105 °C. O conteudo de proteinas das amostras foi estimado pelo método de
micro-kjeldahl, que consiste na determinacdo do nitrogénio total, utilizando-se o fator 6,25
para converter o resultado em proteina bruta. Os lipidios foram determinados extraindo-se
uma massa conhecida da amostra com éter de petroleo, utilizando o aparelho de Soxhlet. O
contetdo de cinzas foi determinado por incineracdo de uma quantidade de conhecida de
amostra, em mufla a 600 °C, até obtencdo de peso constante. A determinacdo do contetdo
total de carboidratos foi realizada por diferenca, subtraindo-se a soma da umidade, cinzas,
lipidios totais e proteinas de 100. O valor energético foi estimado, considerando-se os fatores
de conversdo de Atawer, segundo a seguinte equacdo: Energia (Kcal) = 4 x (g proteina + ¢
carboidrato) + 9 x (g lipidio).

2.4 Composicao de acidos graxos

Os acidos graxos presentes nas amostras dos frutos da aroeira (0,05 g) foram
convertidos a ésteres metilicos por transesterificacdo de acordo com Zhu et al. (2011), com
modificagdes. A transesterificacdo foi realizada no intuito de aumentar a volatilidade e assim
permitir a analise por cromatografia gasosa.

Em tubos, 2 mL de solugdo metandlica de metoxido de sodio 2,5 M foram adicionados
as amostras (0,05 g) e sonificados em ultrassom (Elmasonic P, ElIma Schmidbauer GmbH) por
10 minutos (40 Hz). Em seguida, 0,1 mL de acido acético glacial, 2,5 mL de solugdo saturada
de hidréxido de sodio e 1 mL de hexano foram adicionados. Os tubos foram agitados em
vortex e a fracdo hexanica separada. A extracdo com 1 mL de hexano foi repetida 3 vezes,
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perfazendo o total de 4 extragdes. Na sequencia, tubos contendo as fragdes hexanicas
separadas foram direcionados a secagem em estufa ventilada (Solab, SP, Brasil) a 40 °C.
Antes da andlise por cromatografia gasosa, as amostras foram ressuspendidas com hexano
UV-HPLC (700uL) e o padrdo interno (éster metilico do acido undecandico, 300 L)
totalizando 1 mL, sendo filtradas na sequencia (Millipore, Maryland, MD, USA).

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram determinados de acordo com Saldanha,
Benassi e Bragagnolo (2008), com modificagcBes. Utilizou-se um cromatégrafo gasoso
(Shimadzu GC 2010, Tokio, Japdo), equipado com injetor split (1:50), detector de ionizacéao
em chamas e coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm x 0,20 pm)
(Chrompack, Middelburg, The Netherlands), coluna de alta polaridade e guimicamente nao
ligada, apresentando fase estacionéria de cianopropil As condi¢des cromatogréficas foram:
temperatura inicial da coluna, 140 °C (5 minutos); taxa de aquecimento 4°C/min, até
temperatura de 230 °C (0 minuto); taxa de aquecimento 5°C/min, até temperatura de 240 °C
(18 minutos). As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas em 250 °C e 280 °C,
respectivamente. Hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a 30 mL/min, e 0 nitrogénio
como “make-up gas” a 30 mL/min.

Os tempos de retencdo dos padroes de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco TM
FAME Mix 37, Bellefonte, PA, USA) foram usados para identificar os picos cromatograficos
das amostras. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo interna, utilizando o éster
metilico do &cido undecanoico (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), como padrdo interno. Na
padronizacdo interna adiciona-se uma quantidade conhecida do padrdo interno de
concentracdo também conhecida nas amostras, de forma que um grafico é construido
relacionando a razdo (&rea de cada padrao/area do padrdo interno) pela concentracdo de cada
padrdo. Como na amostra é adicionada a mesma quantidade do padrdo interno, através da
razao das areas obtidas no cromatograma da amostra, pode-se obter a concentracao do analito
(COLLINS e BRAGA, 1992).

2.5 Preparo dos extratos

Os extratos utilizados nas analises das propriedades antioxidantes in vitro (DPPH,
ORAC ¢ sistema [-caroteno/acido linoleico) e de compostos bioativos (substancias
Aproximadamente 2 g dos frutos da aroeira secos foram homogeneizados com 20 mL de
solucdo metanol/agua (80:20 % v/v). A mistura foi sonificada por 30 minutos em ultrassom
com frequéncia de 40 Hz (Elmasonic P, Elma Schmidbauer GmbH) e posteriormente
centrifugada em centrifuga de bancada (NI 1813, Nova Instruments) a 3500 rpm por 5
minutos, seguida da retirada do sobrenadante, sendo o extrato avolumado para 50 mL com a
solugdo metanol/agua. Todo o processo de preparo do extrato foi realizado a temperatura
ambiente e na auséncia de luz.

A concentracdo do extrato preparado foi obtida determinando-se o teor de residuo seco
do extrato. O volume de 1 mL do extrato foi transferido para vidro relégio, previamente
tarado, e este foi colocado em estufa a 105 °C, por 16 horas, seguido de resfriamento em
dessecador e pesagem, sendo a operacgdo repetida até peso constante, obtendo entdo o residuo seco
em mg/mL de extrato (AOAC, 1995). Foi determinada a concentracdo de 0,0143 g/mL de extrato.

2.6 Compostos bioativos
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2.6.1 Fendlicos totais

Os fendlicos totais foram determinados utilizando o reagent Folin—Ciocalteu, de
acordo com SWAIN e HILLIS (1959), com modificacdes. Em tubos, foram adicionados 10
mL de &gua destilada e 1 mL do extrato. Em seguida, adicionou-se o reagente de Folin—
Ciocalteu (1 mL), deixando reagir por 3 minutos, e posterior adicdo de 1,5 mL da solucéo de
carbonato de sodio (10 % m/v). As solucdes foram agitadas e permaneceram em repouso por
2 horas a temperatura ambiente e auséncia de luz. Em seguida, a absorbéncia foi mensurada a
725 nm, utilizando-se espectrofotometro (Modelo NOVA 2000 UV). A curva de calibracédo
foi preparada utilizando-se o &cido galico como padrdo em concentracGes de 5 a 40 pg/mL
(r=0,9978), e os resultados foram expressos em mg de acido géalico equivalente (EAG) por
grama de amostra.

2.6.2 Flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinado utilizando-se 0 método colorimétrico
descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), com modificagdes (SCAPIN et al.,
2016). Uma aliquota de 250 pL do extrato foi misturada com 1250 uL de &gua destilada e 75
uL de solucdo de nitrito de sodio (5%). Apds 5 minutos, 150 uL de solucao de tricloreto de
aluminio a 10% foi adicionada, deixando-se a mistura descansar por mais 5 minutos e
seguindo com a adicdo de 500 uL de solucdo de hidroxido de sodio (1 M) e 775 uL de agua
destilada. A mistura foi homogeneizada e a absorbancia medida em espectrofotbmetro
(Modelo NOVA 2000 UV) a 510 nm. O contetdo total de flavonoides foi determinado
utilizando-se uma curva padrdo de quercetina com concentracdes variando de 0 a 4x10™* g/mL
(r=0,9901). Os resultados foram expressos em mg equivalente quercetina (EQ) por grama de
amostra.

2.6.3 Antocianinas totais

O contetido de antocianinas totais foi determinado pelo método descrito por Fuleki e
Francis (1968), com modificacbes. Uma solucdo extratora preparada com 85 mL de etanol
95% e 15 mL de solucdo aquosa de acido cloridrico 1,5 M foi preparada, sendo realizado o
ajuste do pH para 1, utilizando &cido cloridrico e com o auxilio de pHmetro. A extracéo foi
realizada misturando-se 10 g dos frutos da aroeira secos com 50 mL da solugéo extratora em
béquer. O bequer foi coberto com parafilme e mantido por 24 horas a 4 °C. Em seguida, as
amostras foram filtradas em papel de filtro e 1 mL do extrato filtrado foi transferido para
baldo volumétrico de 10 mL, sendo este avolumado com a solugéo extratora. Apds 10 minutos
a absorbancia foi medida utilizando-se espectrofotdmetro (Modelo NOVA 2000 UV) a 520
nm. O conteudo total de antocianinas foi calculado de acordo com a equacao 1:

Antocianinas totais mg /100g de amostra = abs X VD x 100/VA x VET/PA x 1/98,2 (D)
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onde abs é a absorbancia lida, VD é o volume diluido, VA é o volume da amostra,
VET é o volume de extrato total e PA é o peso da amostra utilizada na extracgéo.

2.6.4 Carotenoides

Os carotenoides foram analisados de acordo com a metodologia proposta por
Lichtenthaler (1987), que determina os teores de carotenoides e clorofila a e b
simultaneamente. Para extracdo, 2 g dos frutos da aroeira foram macerados e adicionados a
0,2 g de carbonato de célcio e 7 mL de acetona 80%. O extrato foi filtrado para baldo
volumetrico de 25 mL e o volume avolumado com o solvente. A absorbéncia foi medida em
espectrofotometro (Modelo NOVA 2000 UV) a 470 nm para carotenoides totais, 647 nm e
663 nm para clorofila a e b, respectivamente. As concentracfes totais de clorofila a e b, e
carotenoides foram determinadas de acordo com as equacdes 2, 3 e 4, respectivamente. Os
resultados foram expressos em pg/g de amostra.

Clorofila a (Ca) = [12,25 Assz.2— 2,79 Agss 5] 2
Clorofila b (Cb) = [21,50 Ass65—5,10 Aaeg_z] (3)

Carotenoides totais = [100 As7o— (1,82Ca — 104,96 Ch)/198]  (4)

2.6.5 Identificacdo dos compostos bioativos por UPLC-ESI-MS

O extrato dos frutos utilizado nas andlises cromatogréaficas dos frutos da aroeira foi
preparado utilizando-se solventes de polaridades diferentes de acordo com os procedimentos a
seguir. Os frutos secos (2 g) foram homogeneizados com 10 mL de hexano (solvente 1) por
30 minutos em ultrassom com frequéncia de 40 Hz (Elmasonic P, EIma Schmidbauer GmbH)
a temperatura de 40 °C, em seguida o sobrenadante foi retirado, transferido para baldo e o
solvente evaporado em evaporador rotatério (Fisatom, SP, Brasil) a 40 °C. A mesma amostra
dos frutos foi posteriormente homogeneizada com 10 mL de acetato de etila (solvente 2),
assim como descrito anteriormente, e em seguida o sobrenadante foi retirado, transferido para
0 mesmo baldo utilizado anteriormente e o solvente 2 foi evaporado. Os mesmos
procedimentos foram empregados com dicloro metano (solvente 3) e metanol (solvente 4),
utilizando sempre a mesma amostra de fruto e 0 mesmo baldo para a evaporacdo do solvente
em evaporador rotatorio. Para a injecdo no cromatografo, o extrato foi ressuspendido em
metanol.

As analises cromatograficas dos extratos dos frutos da aroeira foram realizadas
utilizando-se um cromatégrafo UPLC Acquity acoplado a espectrometro de massas TDD
Acquity (Micromass-Waters, Manchester, Inglaterra), com fonte de ionizacao por eletrospray
(ESI - “Electrospray lonization”). Utilizou-se uma coluna C18 BEH Waters Acquity (2,1 mm
X 50 mm x 1,7 um) a temperatura de 30 °C. Foram utilizados dois solventes para a fase
movel, fase A (0,1% de &cido formico em agua Milli-Q® purificada) e fase B (metanol). O
fluxo foi de 0,2 mL/min e 5 pL das amostras foram injetadas; com gradiente linear a partir de
5% de B e aumento até 100% (B) em 7,5 minutos, mantendo-se até 9 minutos e retornando as
condigdes iniciais, seguido de reequilibrio da coluna até 10 minutos.

A ionizacdo por electrospray (ESI) foi realizada sob as seguintes condigdes: voltagem
de 3,00 kV no capilar e 30 V no cone extrator, temperatura da fonte 150 °C, temperatura de
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dissolvatacdo 350 °C e aquisicdo de dados de m/z entre 100 e 900. A aquisi¢do dos ions foi
realizada no modo positivo e negativo na mesma corrida, de forma que a cada 4 segundos foi
feita a alternacdo automatica das condicGes, onde a voltagem no capilar de 3,00 kV e no cone
de 30 V para 0 modo positivo, € invertida no modo negativo. MS/MS dos picos selecionados
foram adquiridos via CID (Collision-induced dissociation) com energia de colisdo de 30 V.

2.7 Atividade antioxidante do extrato dos frutos da aroeira (in vitro)

2.7.1 DPPH

A atividade antioxidante foi determinada utilizando-se o radical 2,2-difenill-1-picril-
hidrazila (DPPH) como descrito por Rufino et al. (2010), com modifica¢cdes. Uma solucao
metanolica contendo 0,06 mM DPPH foi preparada. Em seguida, 100 puL do extrato foram
adicionados a 3,9 mL da solugdo de DPPH. As misturas foram homogeneizadas e deixadas
em repouso por uma hora a temperatura ambiente e auséncia de luz. Apés 60 minutos, as
absorbancias foram medidas em espectrofotometro (Modelo NOVA 2000 UV) a 517 nm. A
quantificacdo foi realizada utilizando-se Trolox em uma curva de calibracdo variando de 5 —
60 pg/mL Trolox (r=0,9977). A atividade antioxidante foi expressa em umol Trolox
equivalente (TE)/g de amostra. O percentual de inibicdo (1%) foi calculado da seguinte forma:
%l = (Ao - A) / Ao) x 100, onde Ao é a absorbancia do controle (sem extrato) e A é a
absorbéancia medida com a amostra.

2.7.2 ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Os procedimentos para a realizacdo do método ORAC foram conduzidos de acordo
com o método reportado por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001) com modificacdes,
utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax M5, Molecular Devices, CA, USA).
Amostras diluidas em tampéo fosfato monossédico 75 mM (50 pL) foram incubadas a 37 °C
com 150 pL de fluoresceina (93 mM). Apo6s 15 minutos, 50 uL de AAPH (2,2’-azo-bis(2-
amidinopropano)diidrocloreto, 221 mM) foram adicionados ao meio reacional. Durante o
periodo de uma hora, a queda de fluorescéncia foi mensurada a 37°C (Aexcitacio = 493 nm,
demissio = 515 nm), a cada minuto. Os resultados foram comparados com a area abaixo da
curva do padréo Trolox (20 uM). O tampéo fosfato 75 mM (pH 7,4) foi utilizado como
branco. A area abaixo da curva (AUC) foi determinada pela equagéo 5.

AUC = 1+ f1/0 + f2/f0 + ...+ f59/f0 + f60/f0 (5)

Onde fo é a leitura inicial da fluorescéncia no tempo de 0 e fi é a leitura da
fluorescéncia no tempo I. O valor ORAC (equivalente Trolox) foi determinado pela equacgéo
6, que considera a concentracdo de Trolox e a area abaixo da curva de decaimento da
fluoresceina:

ORAC: (AU Camostra* AUCbranco/AUCTrolox —AU Cbranco)*(M0IaridadeTrolox/MOlaridadeamostra)
(6)
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2.7.3 Sistema p-caroteno/acido linoleico

O Sistema de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico foi avaliado como descrito
por Miller (1971). Um solucéo de B-caroteno/acido linoleico foi preparada dissolvendo-se 20
mg de [B-caroteno em 1 mL de cloroférmio. Em seguida, 28 pL desta solucdo foram
adicionados a 28 pL de &cido linoleico e 200 mg de Tween® 40 (agente emulsificante). O
cloroférmio foi completamente evaporado da solucdo reativa sob nitrogénio e adicionou-se
140 mL de agua destilada saturada com oxigénio (30 minutos, 100 mL de O2/minuto). Apds
vigorosa agitacdo, 5 mL da mistura reacional foram adicionados a tubos contendo 1 mL do
extrato. A mistura foi homogeneizada e em seguida incubada em microplacas a 50 °C com o
intuito de acelerar a oxidacao e descoloracdo do B-caroteno, sendo realizada a medida a 470
nm durante 2 horas a cada 15 minutos (SpectraMax M5, Molecular Devices, CA, USA). O
padrdo (BHT) foi preparado da mesma forma que as amostras, assim como o controle, porém
este no lugar da amostra foi adicionado metanol.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da peroxidagao calculados
pela equacao 7.

% inibicdo = 100 — (ABSi da amostra — ABSf da amostra / ABSi do controle — ABSf do
controle) @)

onde ABSi é a absorbancia inicial e ABSf é a absorbancia final.

2.8 Atividade antioxidante do extrato dos frutos da aroeira (In vivo)

No presente trabalho, avaliou-se a toxicidade e o efeito protetor do extrato aquoso dos
frutos da aroeira frente ao estresse oxidativo em células de Saccharomyces cerevisiae, por
meio do estudo da viabilidade de células expostas ao estresse oxidativo devido a presenca de
peroxido de hidrogénio (H202). Os procedimentos foram realizados de acordo com Sa et al.
(2013), com modificacdes.

2.8.1 Condicdes de cultivo e crescimento celular

As cepas de Saccharomyces cerevisiae foram armazenadas em meio YPD 2% sdlido, a
temperatura de refrigeracdo. 24 horas antes de cada experimento foram preparados repiques
frescos em meio YPD 2% solido (2,0% de glicose, 2,0% de peptona, 1,0% de extrato de
Iévedo e 2% de &gar) e mantidos em estufa incubadora refrigerada a 30°C (Solab, SP, Brasil).
O inoculo celular foi realizado em meio liquido esterilizado e a concentragdo da suspensao
celular foi mensurada por leitura da densidade Optica em espectrofotdbmetro (Biospectro,
Brasil) a 570 nm. Preparou-se uma curva padrdo relacionando as absorbancias medidas para
diferentes dilui¢cdes de inoculo inicial de concentracdo conhecida, determinando-se o fator de
conversdo de absorbancia em concentracdo (mg de peso seco de célula/mL de meio de
cultura).
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2.8.2 Determinacéo da toxicidade do extrato

Ap0s crescimento, as células (20 mg), na primeira fase exponencial de crescimento
(aproximadamente 1 mg/mL), foram incubadas com os extratos em concentracGes de 10
pg/mL e 100 pug/mL por 1 hora e 3 horas a 28 °C sob agitacdo de 160 rpm em incubadora tipo
shaker (Novatecnica, Brasil). A sobrevivéncia celular foi determinada pelo plagueamento
celular (40 pg), em meio YPD 2% sélido. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas em
estufa incubadora refrigerada (BOD, Solab, SP, Brasil), seguida pela contagem das colonias.
Os procedimenentos foram realizados de acordo com Séa et al. (2013), com modificacdes.
Neste teste de tolerancia celular, os resultados obtidos foram comparados com os resultados
apresentados por células expostas ao estresse oxidativo mediado pela presenca de H202 1 mM
(28 °C/160rpm) e por células controle, sem nenhum tratamento (28 °C/160 rpm).

2.8.3 Determinacdo da viabilidade celular

As células foram incubadas com os extratos sob as mesmas condicdes citadas no item
anterior, por 2 horas. Em seguida, as células foram lavadas com &gua destilada e ressuspensas
em tampdo fosfato de sédio (50 mM, pH 6,0). A esta suspensédo foi adicionada solucéo de
H202, 1 mM e a mesma foi mantida sob agitacdo (28 °C/160rpm) por 1 hora. Apos esse
periodo, procedeu-se o plagueamento idéntico ao citado anteriormente. Neste teste de
atividade antioxidante contra o estresse oxidativo provocado pelo H,O, foram utilizadas
como parametro células que ndo foram pré-tratadas com os extratos expostas ao extresse
oxidativo, e células controle, incubadas somente com tampéo fosfato.

2.9 Analises estatisticas

As andlises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos pelas
médias, seguidas do desvio padrdo. Os resultados das analises in vivo foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey em nivel de 95% de significancia, utilizando XLSTAT
2016.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao centesimal

A composicédo centesimal dos frutos da aroeira esta descrita na Tabela 1. Os frutos da
aroeira apresentaram um teor de umidade de 13,70%, valor que corresponde aos obtidos por
outros autores, onde a umidade variou entre 12,09 e 29,04% (GONCALVES et al., 2012;
VICENTE et al., 2012a; SOUZA, ARTHUR e NOGUEIRA, 2012; LABRE et al.,
2013; PAGANI et al., 2014). Os contetdos de lipidios e proteinas obtidos nos frutos foram de
12,52 £ 0,51 e 7,71 £ 0,09 g/100g, respectivamente. Os carboidratos apresentaram-se como 0s
principais componentes da composic¢édo dos frutos avaliados, 62,49 g/100g. Entretanto foram
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avaliados somente por diferenca em relacdo aos demais componentes.

Tabela 1: Composicgéo centesimal dos frutos da aroeira (g/100g).

Propriedades Teores (g/1009)
Umidade 13,70 £ 0,99
Lipidios 12,52 £ 0,51
Proteinas 7,71+ 0,09

Carboidratos 62,49 £ 0,16
Cinzas 3,68+0,01
Valor calérico (Kcal) 358 £ 0,31

Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrao.

Estudos anteriores encontraram valores de lipidios variando de 7,91 g/100g a 16,50
0/100g em frutos da aroeira (SOUZA, ARTHUR e NOGUEIRA, 2012; VICENTE et al.,
2012a; LABRE et al., 2013). No presente trabalho, foi determinado um conteudo de proteinas
de 7,1 g/100g, valor préximo ao observado por Gongalves et al. (2012), em farinha dos frutos
da aroeira destinada a alimentacdo animal. Resultado semelhante foi observado por Labre et
al. (2013), que determinaram contetdo de 6,97 g/100g para proteinas em frutos da aroeira
secos e moidos. O teor de cinzas foi 3,58%, concordando com valores obtidos em estudos
anteriores (GONCALVES et al.,, 2012; LABRE et al.,, 2013; VICENTE et al.,, 2012a;
PAGANI et al., 2014).

3.2 Composic¢ao de &cidos graxos

Vinte acidos graxos foram identificados e quantificados nos frutos da aroeira
avaliados. Os principais acidos graxos determinados foram o acido linoleico (C18:2 n6c)
36,33 £+ 0,62 g/100g, acido oleico (C18:1 n9c) 18,71 + 0,32 g/100g, acido palmitico (C16:0)
9,01 + 0,03 g/100g e acido palmitoleico (C16:1c) 7,87 + 0,33 g/100g. Os conteudos totais de
acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados foram 26,29 + 1,04, 29,39 + 0,65
e 36,94 + 0,91 ¢/100g, respectivamente. A tabela 2 apresenta a composicdo de acidos graxos
dos frutos da aroeira.

54



Tabela 2: Composicéo de acidos graxos dos frutos da aroeira (g/100g de amostra).

Acido graxo Contetido
(9/100g de amostra)

C4:0 512+0,31
C6:0 5,60+ 0,31
C8:0 2,43+0,21
C14:0 0,21+0,03
C15:0 0,28 +£0,00
C16:0 9,01+0,03
C17:0 0,54 + 0,06
C18:0 2,44 + 0,06
C20:0 0,39+0,03
C22:0 0,22 + 0,09
C23:0 0,06 + 0,00
Ci4:1 0,44 +0,00
Ci15:1 0,33+0,03
Cile6:1 7,87 +0,33
Ci7:1 0,35+0,09
C18:1 not 2,03+0,06
C18:1 n9c 18,71+ 0,32
C18:2 n6c 36,33 + 0,62
C18:3n3 0,59 + 0,06
C20:5n3 0,02 +0,03
XAGS 26,29+ 1,04
XAGM 29,39 + 0,65
XAGP 36,94 + 0,91
Xn6 36,94 + 0,60
xn3 0,61+0,15

Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. AGS = 4cidos graxos saturados,
AGM = &cidos graxos monoinsaturados, AGP = 4cidos graxos poli-insaturados.

Ao realizar analises cromatogréaficas de extratos etandlicos dos frutos da aroeira, Silva
et al. (2017c) determinaram a presenca de acidos graxos saturados como o acido palmitico
(C16:0), acido estearico (C18:0), &cido eicosandico (C20:0) e acido docosandico (22:0),
dentre dos quais o acido palmitico e o acido estearico apresentaram maior representatividade.
A composicdo de acidos graxos de outras partes da Schinus terebinthifolius Raddi, como
as folhas e a madeira, foi estudada por Salem, Ali e EI-Shanhorey (2014) e Salem, EI-Shikh
e Ali (2014), respectivamente. Nas folhas, os autores determinaram a presenga de acidos
graxos como: acido heptadecanoico (C17:1) 22,56%, acido estearico (C18:0) 11,47%, acido
oleico (C18:1) 11,18%, acido pentadiendico (C15:0) 5,65%, acido hexadecandico (C16:1)
5,28%, &cido eicosandico (C20:0) 7,57%, acido miristico (C14:0) 5,21% e &cido palmitico
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(C16:0) 4,06%, dentre outros determinados em concentragcdes menores. A madeira apresentou
o0s acidos miristico (C14:0) e acido erocica (C22:1, ¢) como majoritarios.

Os resultados obtidos neste trabalho identificaram o &cido linoleico como o &cido
graxo predominante nas amostras, de forma a apresentar os frutos da aroeira como fonte
importante deste &cido graxo essencial. O &cido linoleico apresenta diversas propriedades
bioldgicas e funcionais, dentre as quais se destacam a acdo hipocolesterolémica,
antiaterogénica e imunoestimulante (SANHUEZA, NIETO e VALENZUELA, 2002). Além
disso, podem ser convertidos em acido a-linolénico por meio da acdo de enzimas, acarretando
também a producdo enzimatica dos acidos docosapentaendico e docosahexaendico, que
desempenham funcges vitais ao organismo humano (MARTIN et al., 2006).

3.3 Compostos bioativos

3.3.1 Fendlicos totais

A tabela 3 demonstra os teores totais determinados para 0s compostos bioativos
avaliados nos frutos da aroeira.

Tabela 3: Contetddo de substancias fendlicas totais, flavonoides totais, antocianinas
totais e carotenoides do extrato dos frutos da aroeira (base seca).

Composto bioativo Conteudo
Fendlicos totais* 13,66 + 0,26
Flavonoides? 10,33 + 0,34
Antocianinas® 0,13 + 0,02
Carotenoides* 24,66 + 0,05

Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. ‘mg EAG/g, 2mg EQ/g, *mg/g
de amostra, 4 pg/g de amostra.

Para fendlicos totais observou-se teores de 13,66 + 0,26 mg EAG/g amostra. Estudos
anteriores reportaram valores bastante variaveis para o conteldo total de substancias
fendlicas. Costa (2011) avaliou o extrato etandlico dos frutos da aroeira colhidos na Bahia,
Brasil, obtido por soxhlet e determinou o teor de 20,21 mg EAG/g de extrato. Ennigrou et al.
(2017) reportaram um contetdo de aproximadamente 270 mg EAG/g de extrato, para o
extrato metandlico dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi coletados no norte da Tunisia,
obtidos por sonificacdo e maceracdo por 30 minutos durante 24 horas, respectivamente.

Andrade, Poncelet e Ferreira (2017) avaliaram o contetdo de substancias fenolicas em
extratos dos frutos da aroeira coletados em Santa Catarina, Brasil, preparados por
metodologias distintas (soxhlet, extracdo assistida por ultrassom e extragdo com fluido
supercritico) e solventes (hexano, etanol e acetato de etila), e encontraram valores variando de
2,9 + 0,4 (extracdo com fluido supercritico/150 bar/60 °C) a 60 = 1 mg EAG/g de extrato
(soxhlet/etanol). Extratos do exocarpo e de partes internas dos frutos da aroeira foram
analisados por Feuereisen et al. (2017), que utilizaram &cido cafeico para obtengdo da curva
de calibracdo e encontraram cerca de 50 e 40 mg de &cido cafeico equivalente/g de extrato,
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respectivamente.

As variacOes entre os valores obtidos neste trabalho e os valores determinados na
literatura, sugerem que as diferencas podem ser decorrentes de diversos fatores que acarretam
modificagdes na composicao dos frutos, tais como: a origem, as condic¢Ges climaticas, a época
de colheita, o grau de maturacdo, dentre outros. Métodos de processamento e a metodologia
aplicada na obtencdo dos extratos, os solventes utilizados e as condi¢Ges de estocagem (ar,
temperatura) também podem influenciar o resultado final.

Embora as substancias fendlicas sejam as principais responsaveis pela atividade
antioxidante de frutos, a determinacdo destes compostos pelo método de Folin-Ciocalteu ndo
¢ capaz de caracterizar totalmente esta propriedade, representando apenas uma boa estimativa
da atividade antioxidante (ROGINSKY e LISSI, 2005). De acordo com GARCIA-ALONSO
et al. (2004), a atividade antioxidante de um extrato natural ndo pode ser atribuida somente a
esta classe de compostos, visto que diversos compostos com caracteristicas antioxidantes
presentes em uma amostra apresentam mecanismos de acdo distintos, podendo ainda
apresentar efeitos sinérgicos e antagbnicos. Carotenoides, por exemplo, sdo excelentes
abstradores de oxigénio singlete, assim como acido ascorbico que ndo é um sequestrador
direto de radicais lipofilicos, apresenta efeito sinérgico quando em presenca de tocoferois na
remocao de radicais peroxidos (CAROCHO e FERREIRA, 2013).

3.3.2 Flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais obtido no extrato dos frutos da aroeira foi 10,33 +
0,34 mg EQ/g amostra (Tabela 3), contribuindo significativamente para o conteldo de
compostos fenolicos totais. Este valor foi maior do que o contetdo determinado por Ennigrou
et al. (2017) em extratos metanolicos de frutos colhidos na Tunisia, obtidos por sonificacdo
seguida de maceracdo. Estes autores encontraram cerca de 3 mg EQ/g de extrato. Os dois
estudos em questdo utilizaram o metanol como solvente no preparo dos extratos, mas em
proporcdes distintas. As diferencas nas metodologias aplicadas no preparo do extrato também
podem influenciar nos resultados obtidos. Gléria et al. (2017), ao utilizar a rutina como
padrdo na curva de calibracdo determinaram contetido de 140,69 mg de rutina equivalente/g
de extrato metandlico dos frutos da aroeira coletados em Campos dos Goitacazes, Rio de
Janeiro, Brasil.

Flavonoides sdo metabolitos secundarios das plantas que caracterizam a pigmentacao
de seus tecidos. Além das fungdes fisiologicas exercidas nas plantas, a ingestdo destes
compostos € associada a diversos beneficios a salde como a prevencdo de doencas
cardiovasculares e atividade anticancerigena, anti-inflamatoria e antiviral (CHEN et al., 1996;
SANTOS et al., 2014; OROIAN e ESCRICHE, 2015). Estudos reportaram a presenga de
flavonoides como a miricetina, quercetina (TABALDI et al.,, 2016), naringenina
(DEGASPARI, WASZCZYNSKY e PRADO, 2005; GLORIA et al., 2017) e apigenina
(DEGASPARI, WASZCZYNSKY e PRADO, 2005; BERNARDES et al., 2014) nos frutos da
aroeira.

3.3.3Antocianinas totais

O conteudo total de antocianinas determinado foi 0,13 + 0,02 mg/g de amostra (Tabela
3). Antocianinas sdo compostos pigmentados pertencentes ao grupo dos flavonoides
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amplamente distribuidos na natureza. Inimeros estudos apresentam evidéncias a cerca do
potencial preventivo destes a saide humana (LILA, 2004; TRIEBEL, TRIEU e RICHLING,
2012; WALLACE, SLAVIN e FRANKENFELD, 2016).

Embora nenhum trabalho tenha sido encontrado na literatura a cerca do teor de
antocianinas totais dos frutos da aroeira, estudos cromatograficos do exocarpo de frutos da
aroeira determinaram a presenca de compostos como: 7-O-metil pelargonidina 3-O-
galactosideo, 7-O-metil cianidina 3-O-galactosideo e 7-O-metil pelargonidina 3-O-
galactopiranosideo (FEUEREISEN et al., 2014; FEUEREISEN et al., 2017).

Visto que os frutos da aroeira sdo popularmente denominados pimenta rosa e séo
utilizados na culinaria como um substituinte para diversas pimentas, resultados referentes ao
género Capsicum foram analisados para comparagdo. Capsicum annuum L. foram estudadas
por Basiouny e Biswas (1981) e Arnnok et al. (2012), os autores reportaram conteddos de
antocianinas totais de 0,29 mg/g (base seca) para pimentas coletadas nos Estados Unidos e
0,0068 mg/g (base seca) para pimentas coletadas na Tailandia, respectivamente. Carvalho et
al. (2015) determinaram valores entre 0,06 e 0,18 mg/g (base seca) para distintos genétipos de
Capsicum cultivados no Brasil. Estes estudos realizados para o género Capsicum
apresentaram resultados préximos ao obtido neste trabalho.

3.3.4 Carotenoides

O contetdo total de carotenoides determinado para os frutos da aroeira foi 24,66 +
0,05 pg/g de amostra. Carvalho et al. (2015) notaram elevada variacdo no contetudo de
carotenoides em diferentes genétipos de Capsicum sp., com valores variando de 59,86 a
1349,97 pg/g. Sankari et al. (2017) reportaram a presenca de 2,87ug de carotenoides/g de
amostra para Bixa orellana L. (urucum). Carotenoides presentes em frutas e vegetais
apresentam excelentes propriedades antioxidantes, devido a presenca de um sistema de
ligacbes duplas conjugadas que atuam neutralizando os radicais presentes no meio (YOUNG
e LOWE, 2001).

3.4 Atividade antioxidante do extrato dos frutos da aroeira (In vitro)

3.4.1 DPPH

O extrato dos frutos da aroeira apresentou inibicdo de 42,68 + 0,05 %, com 303,35
umol TE/g (Tabela 4). Gloria et al. (2017) e Bernardes et al. (2014), reportaram valores
variando entre 69% e 77%, e 95,6%, respectivamente. Os dois trabalhos também analisaram
extratos metandlicos dos frutos da aroeira, entretanto os extratos foram obtidos por
metodologias distintas, o que pode influenciar a eficiéncia da extragdo e consequentemente, 0
resultado final.

Os frutos da aroeira também apresentaram resultados significativos de atividade
antioxidante em estudo realizado por Pagani et al. (2014). Os autores encontraram valor de
83,33 % para o extrato metandlico, enquanto Degaspari, Waszczynsky e Prado (2005) e Costa
et al. (2015) determinaram 53 e 60%, respectivamente, para extratos etandlicos dos frutos.
Extratos etanolicos também foram analisados por Labre et al. (2013), que determinaram um
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percentual de inibi¢do de 35,58%. Andrade, Poncelet e Ferreira (2017) avaliaram extratos dos
frutos da aroeira preparados por metodologias distintas (soxhlet, extracdo assistida por
ultrasom, extracdo com fluido supercritico) e solventes (hexano, etanol e acetato de etila), e
encontraram valores variando entre 1,3% (extracdo com fluido supercritico/200 bar/60 °C) e
94% (soxhlet/etanol).

Tabela 4: Anélises antioxidantes in vitro.

Frutos da aroeira

DPPH
(% inibicdo oxidativo) 42,68 + 0,05
ORAC
(UM TE/g) 43,40 £ 6,22

B-caroteno/acido linoleico
(% inibicdo oxidativo) 61,41 +5,30

Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padréo.

3.4.2 ORAC

ORAC ¢é um método que envolve reacdes de transferéncia de atomos de hidrogénio,
fornecendo valores a cerca da capacidade antioxidante na presenca de radicais peroxil
(HUANG et al., 2002). Devido aos radicais peroxil serem os radicais predominantes no
sistema biolégico humano, o método ORAC também apresenta elevada relevancia em
condigoes in vivo (PRIOR, 2015). Nesta analise, utiliza-se o AAPH como fonte desses
radicais que sdo gerados apos sofrer decomposicdo térmica. Os radicais peroxila diminuem a
fluorescéncia da fluoresceina. O antioxidante adicionado reage com os radicais, doando
atomos de hidrogénio e inibindo a perda da intensidade da fluorescéncia.

O valor determinado neste trabalho foi 43,40 + 6,22 uM TE/g de amostra (Tabela 4).
N&o foi encontrado nenhum trabalho na literatura aplicando o método ORAC em frutos da
aroeira. A capacidade antioxidante determinada pelo método ORAC para os frutos da aroeira
foi semelhante ou superior aos resultados obtidos para outras frutas como blueberry
(46,69umol TE/qg), goji berry (43,10 umol TE/g) e morango (43,02 umol TE/g). Entretanto,
outras espécies que tambeém sdo comumente utilizadas na culinaria apresentaram valores
superiores como, 196,71 umol TE/g (pimenta-caiena), 1199,29 umol TE/g (salvia) e 1314,20
umol TE/g (canela) (HAYTOWITZ e BHAGWAT, 2010).

3.4.3 Sistema p-caroteno/acido linoleico

O método de oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico avalia a capacidade de inibicdo
de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico. O Sistema B-
caroteno/acido linoleico mensura a descoloracédo sofrida pelo pB-caroteno a 470 nm (MILER,
1971). A descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico ocorre em fungédo das estruturas
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radicalares formadas pela oxidacdo do acido linoleico que atacam as duplas ligacbes do B-
caroteno, perdendo seu cromoforo, resultando na descoloracdo do complexo alaranjado
caracteristico da solugdo (HUANG e WANG, 2004).

O presente estudo determinou uma porcentagem de inibicdo de 61,41% para os frutos
da aroeira. O BHT, antioxidante sintético amplamente utilizado pela industria de alimentos,
foi utilizado como controle na concentracdo de 0,2 mg/mL e apresentou porcentagem de
inibicdo de 81,02%. Silva et al. (2017b) encontraram valores superiores, variando de 70,44 a
86,36 % de inibicdo para extratos metandlicos das folhas da aroeira. Nenhum trabalho foi
encontrado na literatura utilizando este método em frutos de aroeira. Embora faltem trabalhos
na literatura utilizando analises como 0 ORAC e o sistema [B-caroteno/acido linoleico para
amostras dos frutos da aroeira, dificultando assim comparacgdes, os resultados obtidos no
presente estudo sdo capazes de demonstrar as propriedades antioxidantes presentes nos
mesmos.

3.5 Identificacdo dos compostos bioativos presentes nos frutos da aroeira
utilizando UPLC-ESI-MS

A tabela 5 apresenta os compostos identificados no extrato dos frutos da aroeira para o
modo positivo e modo negativo.

Tabela 5: Identificacdo dos compostos presentes na aroeira.

Frutos da aroeira

Modo positivo

Tempo de M+H ms? Provavel identificacdo
retencao
4,32 447 285 7-O-metil pelargonidina 3-O- REF 3
galactosideo
4,50 539 403; 375 Biflavona (Hinikoflavona) REF 3
Modo negative
Tempo de M-H ms? Provavel identificacéo
retencdo
2,90 541 415; 389,3 Tetraidroamentoflavona REF 2
3,20 349 197,2 Galotanino REF 1
4,35 539 413,1; 387,3; 193,9 Galotanino REF 1
4,58 537 537,1 Agatisflavona REF 1
7,53 455 455,6 Acido 3o-hidroximasticadiendlico REF 2

REF1 (FEUEREISEN et al., 2014), REF 2 (SILVA et al., 2017c) REF 3 (FEUEREISEN et al., 2017)

De acordo com a tabela acima foram determinados compostos como taninos,
flavonoides e antocianinas que podem apresentar caracteristicas antioxidantes. Em modo
positivo, foram identificados 7-O-metil pelargonidina 3-O- galactosideo e Hinikoflavona. Os
mesmos compostos agrupados como antocianinas e biflavonoides, respectivamente, também
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foram identificados em trabalho anterior por Feuereisen et al., (2017). Maior nimero de
compostos foram identificados em modo negativo, sendo determinados flavonoides
(Tetraidroamentoflavona, Agatisflavona), acido 3a-hidroximasticadiendlico e galotaninos,
que sdo taninos hidrolisaveis em que os grupos fendlicos que esterificam o ndcleo glicosidico
sdo constituidos por acido galico, seu dimero ou um oligbmero (HAGERMAN e BUTLER,
1981). Estes mesmos compostos foram identificados anteriormente por FEUEREISEN et al.
(2014) e SILVA et al. (2017c). A figura 12 apresenta a estrutura de dos flavonoides
identificados nas amostras e de um galatonino (tanino hidrolisavel).

OH

HO | OH HIKINIFLAVONA

TETRAIDROAMENTOFLAVONA

‘ OH,
HO@N ’

OH O

AGATISFLAVONA TANINO HIDROLISAVEL

Figura 12: Estrutura quimica dos flavonoides identificados nos frutos da aroeira e de
um tanino hidrolisavel.

Os flavonoides foram as substancias fendlicas quantificadas em maior teor nas analises
referentes aos compostos bioativos dos frutos da aroeira neste trabalho, concordando com a
identificacdo destes compostos pela andlise cromatografica. A acdo antioxidante dos
flavonoides, assim como de outras substancias fenolicas identificadas nos frutos, é resultado
da facilidade com a qual um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua
estrutura é doado para um radical e se mantem estavel por meio de estruturas de ressonancia
(MCCLEMENTS e DECKER, 2010). Além disso, também podem interferir no processo de
oxidacdo atuando como agentes redutores, sequestradores de oxigénio singlete e agentes
quelantes de metais (PROCHAZKOVA, BOUSOVA ¢ WILHELMOVA, 2011; SHAHIDI e
AMBIGAIPALAN, 2015).

3.6 Atividade antioxidante do extrato dos frutos da aroeira (in vivo)

As andlises in vivo foram realizadas utilizando-se cepas de Saccharomyces cerevisiae
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e perdxido de hidrogénio (H20), como agente oxidativo. O perdxido de hidrogénio (H203) é
a espécie reativa de oxigénio mais abundante in vivo, sendo constantemente produzido como
coproduto do metabolismo aerdbico. Desta forma, cepas de S. cerevisiae incubadas com
extratos dos frutos da aroeira foram submetidas ao estresse oxidativo mediante a presenca de
peréxido de hidrogénio, com o intuito de observar o efeito antioxidante do extrato natural
(CHANAJ-KACZMAREK et al., 2015; JARDIM et al., 2017).

Devido as similaridades bioguimicas e moleculares com as células humanas, a S.
cerevisiae é considerada um organismo modelo nos estudos e entendimentos de respostas
celulares frente ao estresse oxidativo. Além de ser um microrganismo simples e néo
patogénico, que possui um tempo de geracdo curto em condi¢fes favoraveis e ndo requer
custos elevados para o seu crescimento e manutencdao (CHANAJ-KACZMAREK et al., 2015;
JARDIM et al., 2017).

As células das leveduras foram analisadas durante a primeira fase exponencial de
crescimento, pois neste periodo as células ainda ndo possuem um mecanismo de defesa
intracelular completamente desenvolvido e apresentam-se mais sensiveis ao ambiente
oxidativo. Os ensaios de toxidez visam verificar o potencial que uma substancia ou extrato
possui para causar a morte das células, através de possiveis danos irreparaveis em suas
estruturas e metabolismo celulares. Ao comparar o efeito do extrato com a agdo de um agente
altamente toxico (H20z), as células da levedura revelaram-se tolerantes a exposicdo aos
extratos, principalmente no tempo de 1 hora.

Ao comparar as células controle com as células tratadas com o agente oxidativo, a
presenca de H>O; reduziu o nimero de coldnias em até 3 vezes, apds a exposicdo pelo periodo
de uma hora, e 17 vezes, ap6s 3 horas. Ja o extrato aquoso dos frutos da aroeira, embora tenha
reduzido o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC), ndo apresentou elevada
toxicidade as células da levedura, tanto no tempo de 1 hora quanto em 3 horas, e nas duas
concentracdes avaliadas (10 pg/mL e 100 pg/mL), sendo que estas ndo apresentaram
diferengas significativas entre si (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13: Tolerancia das células de S. cerevisiae expostas ao extrato aquoso dos

frutos da aroeira por 1h e 3h.
*As letras minGsculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras maiUsculas
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Uma vez realizado o ensaio de toxidez, o proximo passo foi verificar a agdo protetora
dos extratos em células sob estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio. E interessante
ressaltar que a lavagem com agua destilada retira o extrato do meio sobrenadante, permitindo
assim avaliar apenas a acdo dos compostos que provavelmente foram absorvidos pela
levedura. A figura 14 demonstra o percentual de sobrevivéncia celular para os diferentes
tratamentos.
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Figura 14: Viabilidade das células de S. cerevisiae pré-incubadas com os extratos dos
frutos da aroeira sob estresse oxidativo (H20>).
*As letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com a figura 13, é possivel observar que as células foram drasticamente
afetadas pela exposicdo direta ao perdxido de hidrogénio, apresentando um percentual de
sobrevivéncia celular de 20,03. Entretanto, a exposi¢do das células pré-incubadas com o0s
extratos dos frutos da aroeira aumentou a viabilidade celular em comparacdo com as células
sob estresse oxidativo. Mesmo ndo atingindo o nivel do experimento controle (suspensdo
celular em tampédo fosfato), houve protecdo antioxidante dos extratos independente da
concentracdo utilizada, sendo observado um aumento na sobrevivéncia celular de 20,03%
para 51,75% e 48,59%, nos tratamentos em que as células foram pré-incubadas com 0s
extratos dos frutos a 10 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente.

Nenhum trabalho foi encontrado na literatura para a avaliagdo da atividade
antioxidante in vivo dos frutos da aroeira, entretanto diversos extratos naturais e compostos
naturais vém sendo avaliados quanto a toxicidade e atividade antioxidante em experimentos
envolvendo a S. cerevisiae (SA et al., 2013; BAYLIAK et al., 2014; OPREA et al., 2014;
FRASSINETTI et al., 2015; STINCO et al., 2015; LINGUA et al., 2016; JARDIM et al.,
2017). Em estudo realizado por Sa et al. (2013), o efeito do extrato alcoolico de propolis foi
avaliado frente células de S. cerevisiae de forma que este ndo apresentou toxicidade as
leveduras em concentracdes entre 25 e 100 pg/mL. O pré-tratamento com o extrato natural na
concentracdo de 25 pg/mL antes da exposicdo a 2 mM de H202 durante 1h foi capaz de
aumentar o percentual de sobrevivéncia celular de aproximadamente 8% para 27%.

Stinco et al. (2015) empregaram a S. cerevisiae como modelo celular para avaliar o
efeito antioxidante de fragdes hidrofilicas de suco de laranja. As células foram expostas ao
extresse oxidativo pela presenca de H202 (0,75 mM) por 1h, de forma que o pré-tratamento
com 0 suco acarretou 0 aumento entre 23 e 38% na sobrevivéncia celular. Extratos de uvas
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(Vitis vinifera L.) também foram avaliados mediante a exposicéo das células da levedura em
questéo ao H202 (2 mM) durante 1h, acarretando no aumento entre 14 e 20% na sobrevivéncia
celular quando comparada com o tratamento em que ndo houve exposi¢do prévia aos extratos
(LINGUA et al., 2016).

O estresse oxidativo gerado pela presenca de perdxido de hidrogénio induz a
ocorréncia de danos oxidativos em biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA, que
acarretam o desenvolvimento de inimeras patologias degenerativas (PIMENTEL et al., 2012;
JARDIM et al., 2017). Entretanto, compostos fendlicos e outros componentes bioativos
presentes em extratos naturais como o do fruto da aroeira podem atuar protegendo contra a
acdo de oxidantes, embora mecanismos especificos de protecdo ainda nao sejam
caracterizados (LINGUA et al., 2016; JARDIM et al., 2017).

4 CONCLUSAO

As anélises referentes aos frutos da aroeira possibilitaram caracterizar estes frutos
guanto a composicdo centesimal, perfil de acidos graxos e compostos bioativos. Substancias
fendlicas como os flavonoides foram identificados, determinando as propriedades
antioxidantes exibidas pelos frutos da aroeira nas analises in vitro e in vivo. Visto que,
pesquisas envolvendo extratos naturais vém destacando uma nova tendéncia na ciéncia e
tecnologia de alimentos, este trabalho sugere a utilizacdo dos frutos da aroeira pela industria
alimenticia de forma a agregar qualidade nutricional e atuar como conservante natural,
minimizando o uso de aditivos sintéticos.
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CAPITULO Il

EFEITO PROTETOR DOS FRUTOS DA AROEIRA (Schinus
terebinthifolius Raddi) FRENTE A TERMO-OXIDACAO EM SISTEMAS
MODELO CONTENDO OLEO DE SARDINHAS (Sardinella brasiliensis)
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RESUMO

A degradacdo de lipidios devido a termo-oxidacdo acarreta perdas nutricionais e sensoriais
nos alimentos, aléem da formacao de produtos da oxidacao do colesterol (POCs), reconhecidos
pelos seus efeitos citotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Este trabalho avaliou o efeito
protetor dos frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) frente a oxidacdo de acidos
graxos e colesterol em sistemas modelo contendo 6leo de sardinhas durante aquecimento. O
aquecimento a 150 e 180°C, levou a degradacdo dos lipidios insaturados contidos no 6leo,
acarretando a formacdo de TBARS nas amostras e reduzindo o contetdo de &cidos graxos
poli-insaturados. Também observou-se o aumento nos teores totais de POCs de 58,9 + 0,26
Mg/g (amostras sem aquecimento) para 478,2 + 0,14 ug/g e 577,5 £ 2,14 pg/g nas amostras
controle aquecidas a 150 e 180 °C, respectivamente. Entretanto, o uso dos frutos da aroeira
nas duas concentracbes avaliadas (0,2 % e 0,5%) como antioxidante natural reduziu os
processos oxidativos em todas as amostras. Embora o antioxidante sintético (BHT) tenha
apresentado maior efeito protetor, uma vez que foi utilizado na concentracdo limite
determinada pela legislacdo, este estudo demonstrou que os frutos da aroeira podem ser
utilizados como antioxidantes naturais.

Palavras-chave: 6leo de sardinha, termo-oxidacdo, frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi).
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ABSTRACT

Lipids degradation caused by thermo-oxidation leads nutritional and sensorial losses in food,
besides the formation of cholesterol oxidation products (COPSs), recognized by their cytotoxic,
mutagenic and carcinogenic effects. This work evaluated the protective effect of aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi) fruits against fatty acids and cholesterol oxidation in model
systems containing sardines oil during heating. Heating at 150 and 180 °C resulted in the
degradation of unsaturated lipids present in the oil, leading to the formation of TBARS in the
samples and decreasing the content of polyunsaturated fatty acids. It was also observed the
increase of total level of COPs from 58.9 + 0.26 pg/g (samples without heating) to 478.2 +
0.14 pg/g and 577.5 £+ 2.14 pg/g in control samples heated at 150 and 180 °C, respectively.
However, the use of aroeira fruits in both concentrations evaluated (0.2% and 0.5%) as natural
antioxidant reduced oxidative processes in all samples. Although the synthetic antioxidant
(BHT) had a greater protective effect, since it was used in the limit concentration determined
by the legislation, this study demonstrated that aroeira fruits can be applied as natural
antioxidant.

Key-words: sardine oil, thermo-oxidation, aroeira fruits (Schinus terebinthifolius Raddi).
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1 INTRODUCAO

A sardinha brasileira (Sardinella brasiliensis), um dos principais recursos marinhos do
Brasil, é considerada um importante alimento funcional. O 6leo deste pescado € caracterizado
pelo rico conteddo de &cidos graxos poli-insaturados, principalmente os &cidos
eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaendico (DHA), sendo associados a prevencdo de
doencas cardiovasculares e outros diversos efeitos benéficos a saude (NASCIMENTO et al.,
2016; FERREIRA et al., 2017; FENG et al., 2018; LIU et al., 2018).

Além de serem fonte de acidos graxos poli-insaturados, os 6leos de pescado também
apresentam elevados teores de colesterol (SALDANHA, BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008;
DANTAS et al., 2015). Desta forma, devido a estrutura quimica destes compostos
insaturados, 0os mesmos sdo rapidamente oxidados via auto-oxidacdo quando expostos a
fatores como elevadas temperaturas e presenca de oxigénio (BARRIUSO et al., 2012;
TARVAINEN et al. 2016; FERREIRA et al., 2017). Temperaturas elevadas sdo indutores
relevantes da oxidacdo lipidica, pois facilitam a formacéo de radicais ao reduzir a energia de
ativacdo necessdria para a abstragdo do hidrogénio durante as reacBes oxidativas
(BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

O colesterol é relativamente estdvel em temperaturas abaixo do seu ponto de fusdo
(147-148 °C), degradando-se a temperaturas em torno de 150 °C, principalmente devido a
presenca de outros indutores como o oxigénio (BARRIUSO et al., 2012; MEDINA-MEZA e
BARNABA, 2013; DEREWIAKA e MOLINSKA, 2015). Inumeros estudos envolvendo a
termo-oxidacdo sdo realizados a 180 °C, visto que esta representa a temperatura comumente
aplicada em processos térmicos culinarios (ANSORENA et al.,, 2013; DEREWIAKA e
MOLINSKA, 2015; BARRIUSO et al., 2016; FERREIRA et al., 2017; LEAL-CASTANEDA
etal., 2017).

Os processos oxidativos em alimentos, além de comprometer as caracteristicas
sensoriais destes, também resultam na perda da funcionalidade e produzem compostos que
causam efeitos deletérios a satde, principalmente devido a formacdo de produtos da oxidacgéo
do colesterol (POCs) (DANTAS et al., 2015). Diversos autores reportaram sobre os efeitos
citotoxicos, aterogénicos, mutagénicos, neurodegenerativos e carcinogénicos apresentados por
POCs de origem exodgena, obtidos a partir da ingestdo de produtos de origem animal
processados (KULIG et al., 2015; KULIG et al.,, 2016; OLIVIER et al., 2017; ROSA-
FERNANDES et al., 2017).

Com o intuito de retardar ou inibir os processos oxidativos, os antioxidantes sdo
amplamente utilizados pela indUstria de alimentos. Entretanto, devido aos questionamentos
sobre a seguranca e toxicidade de aditivos sintéticos como o BHT (butilidroxitolueno), BHA
(butilidroxianisol), GP (galato de propila) e TBHQ (terc-butilidroquinona), o uso de
antioxidantes naturais como ervas, especiarias e frutos vém se destacando como uma
estratégia efetiva no controle da oxidagéo de acidos graxos e colesterol (MI, GUO e LI, 2016;
VAISALI, BELUR e REGUPATHI, 2016; TARVAINEN et al., 2016; BARRISO et al., 2016;
FEREIRA et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é uma planta nativa da América do Sul,
vastamente distribuida entre o norte e sul do Brasil. Apresenta elevado potencial de uso, onde
seus frutos sdo utilizados pela culinaria (CARVALHO et al., 2013; GOMES et al., 2013), e
pela medicina popular (EL-MASSARY et al., 2009; BERNARDES et al., 2014). Diversos
estudos reportaram a aroeira como fonte de compostos bioativos e antioxidantes como
taninos, alcaloides, flavonoides, terpenos e outros (EL-MASSARY et al., 2009; CARVALHO
etal., 2013; CAVALCANTI et al., 2015; GOIS et al., 2017).

Neste estudo, o efeito protetor dos frutos da aroeira sobre a termo-oxidacdo do
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colesterol e acidos graxos poli-insaturados foi avaliado em sistemas modelo contento dleo de
sardinhas, a partir de analises de TBARS, determinacdo de acidos graxos, degradacdo do
colesterol e formag&o de POCs, respectivamente.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e padrdes

Os reagentes utilizados no experimento foram: metanol, hexano e etanol (Neon);
sulfato de sddio anidro, acido acético glacial, hidroxido de sodio, hidréxido de potéssio,
isopropanol, acido tricloroacético e cloroférmio (Vetec); BHT (butilidroxitolueno), TEP
(1,1,3,3-tetraetoxipropano); metdxido de sédio e hexano UV-HPLC (Sigma-Aldrich); 2- acido
tiobarbitdrico (Merck) e EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) (Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA).O éster metilico do acido undecandico foi adquirido da Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) e o FAME mix de acidos graxos da Supelco (Supelco TM FAME
Mix 18919, Bellefonte, PA, USA). 20a-hidroxicolestero, 22S-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7p-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol e 5,6p-
epoxicolesterol foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Colesterol e 7a-
hidroxicolesterol foram obtidos da empresa Steraloids (Wilton, N.H., U.S.A.).

2.2 Sardinhas e extracdo do 6leo

As sardinhas (Sardinella brasilliensis) foram capturadas em Angra dos Reis, Rio de
Janeiro, Brasil (latitude 23°0024"S e longitude 44°19'05"W), em abril de 2017. As mesmas
foram transportadas a temperatura de refrigeracdo para a Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Os peixes inteiros foram lavados e
imediatamente processados em moedor (Becker, SC, Brasil), com o intuito de obter uma
massa homogénea, que foi posteriormente seca em estufa ventilada (Solab, SP, Brasil) a 50 °C
por 72 horas.

O dleo foi extraido da massa de sardinha seca por extracdo a frio, de acordo com a
metodologia preconizada por Bligh e Dyer (1959), com modifica¢cdes. Amostras de 50 g de
sardinhas secas foram homogeneizadas com a mistura cloroférmio-metanol-agua (400 mL de
metanol, 200 mL de cloroférmio e 100 mL de &gua destilada) por 1 hora. Em seguida, 200
mL of cloroférmio e 100 mL de agua destilada foram adicionados, seguido por mais uma hora
de homogeneizacdo. Todo o processo de homogeneizacdo foi conduzido a temperatura
ambiente e auséncia de luz. Apo6s o total de duas horas de homogeneizacdo, a mistura foi
filtrada em papel de filtro e separada em funil de separagdo. A fase de cloroférmio foi escoada
para baldo passando por filtro de papel coberto por sulfato de sddio anidro, de forma a reter
qualquer molécula de agua presente no sistema. Na sequencia, o solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio (Fisatom, SP, Brasil) a 40 °C e o 6leo transferido para frasco ambar,
submetido a atmosfera de nitrogénio (99%, White Martins, RJ, Brasil), sendo armazenado a
temperatura de refrigeracdo (4 °C — 8 °C) até preparo dos sistemas modelo. O contetdo de
lipidios determinado gravimétricamente foi de 10,2 g de lipidios/100g de pescado.
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Figura 15: Amostras e extragdo do dleo das sardinhas.

2.3 Obtencao e preparo dos frutos da aroeira

Os frutos maduros da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) foram coletados na
Embrapa Agroindustria de Alimentos localizada em Guaratiba, Rio de Janeiro, Brasil (latitude
23°00°00,3”S e longitude 43°34°56,7”°W), em junho, 2017.

Os frutos frescos coletados foram selecionados, secos em estufa ventilada (Solab, SP,
Brasil) a 40 °C por 48 horas e moidos em processador doméstico (Cadence, Brazil) até
adquirir aspecto de p6. Em seguida, os frutos moidos foram transferidos para embalagens de
polietileno e mantidos a temperatura ambiente e auséncia de luz até o preparo dos sistemas
modelo.

2.4 Sistemas modelo: preparo das amostras e aquecimento

Para os sistemas modelo, 4 tratamentos distintos foram preparados. O tratamento
controle foi a amostra de 6leo puro, sem adi¢fes. Os outros tratamentos foram: éleo com
adicdo de 0,2% dos frutos da aroeira secos e moidos, 6leo com adigédo de 0,5% dos frutos da
aroeira secos e moidos e 6leo com adi¢cdo de BHT (100 ppm ou 0,01%). A porcentagem dos
aditivos adicionados foi calculada de acordo com o peso do 6leo.

Os tratamentos com os frutos da aroeira foram preparados de acordo com Karwowska
e Dolatowski (2014), onde antioxidantes naturais foram efetivos na prevencao da oxidacdo do
colesterol em carnes nas concentracOes utilizadas. Para o tratamento com o antioxidante
sintético, a adicdo de BHT 100 ppm foi realizada de acordo com o conteddo méximo
permitido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 1988).

Aliguotas de7 mL de 6leo foram homogeneizadas com os aditivos (exceto as amostras
controle), de acordo com cada tratamento, em béqueres que foram dispostos em estufa
(Quimis, SP, Brasil), previamente estabilizada na temperatura estabelecida (150 ou 180 °C).
Em seguida, apés 7 minutos de aquecimento (modelando o tempo médio de aquecimento de
pescado em processos culinarios), os béqueres foram retirados da estufa e mantidos em
dessecador. As amostras foram transferidas para frascos ambar e armazenadas a temperatura
de refrigeragdo (4 °C — 8 °C) para posterior realizacdo das analises. A figura 16 apresenta o
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delineamento dos procedimentos no preparo dos sistemas modelo.

L , Preparo dos frutos
Extracio do dleo L
; da aroeira

Sistema modelo

Oleo de pescado Oleo de pescado Oleo de pescado Oleo de pescado
controle T . o -
( ) aroeira 0,2% aroeira 0,5% BHT
\ )
|

150°C — 7 min
180°C — 7 min

[ Analises ]

Figura 16: Esquema dos procedimentos para preparo dos sistemas modelo.

2.5 Determinacédo das substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS)

A quantificacdo das substancias reativas do acido tiobarbiturico foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Vyncke (1975), com modificagcbes. Em tubos, 5 mL da
solucdo de TCA (75 g de acido tricloroacético, 1 g de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acetico) e 1000 mL de &gua destilada) e 5 mL da solucdo de TBA (0,2880 g de 2-acido
tiobarbitarico e 100 mL de dgua destilada) foram adicionados a 0,15 g da amostra de 6leo. Os
tubos foram homogeneizados em vortex e dispostos em béquer com agua fervente a 100 °C
por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas em papel de filtro e a absorbancia
medida em espectrofotometro (modelo NOVA 2000 UV) a 532 nm. Os resultados foram
expressos em g de malonaldeido (MDA) por 100 g de amostra (6leo) utilizando-se uma curva
de calibracéo (r = 0,9994) preparada com TEP (1,1,3,3-tetraetoxipropano).
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2.6 Determinacéao dos acidos graxos

Os acidos graxos presentes nas amostras de 6leo foram convertidos a ésteres metilicos
por transesterificacdo de acordo com Zhu et al. (2011), com modifica¢cdes. Em tubos, 2 mL de
solucdo metandlica de metoxido de sédio 2,5 M foram adicionados as amostras (0,05 g) e
sonificados em ultrassom (Elmasonic P, EIma Schmidbauer GmbH) por 10 minutos (40 Hz).
Em seguida, 0,1 mL de &cido acético glacial, 2,5 mL de solucdo saturada de hidroxido de
sodio e 1 mL de hexano foram adicionados. Os tubos foram agitados em vortex e a fragcdo
hexanica separada. A extracdo com 1 mL de hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo o total
de 4 extracOes. Na sequencia, tubos contendo as fracOes hexanicas separadas foram
direcionados a secagem em estufa ventilada (Solab, SP, Brasil) a 40 °C. Antes da analise por
cromatografia gasosa, as amostras foram ressuspendidas com hexano UV-HPLC (700uL) e o
padrdo interno (éster metilico do acido undecandico, 300 uL) totalizando 1 mL, sendo
filtradas na sequencia (Millipore, Maryland, MD, USA).

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram determinados de acordo com Saldanha,
Benassi e Bragagnolo (2008), com modificagBes. Utilizou-se um cromatdgrafo gasoso
(Shimadzu GC 2010, Tokio, Japdo), equipado com injetor split (1:50), detector de ionizacéao
em chamas e coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm x 0,20 pum)
(Chrompack, Middelburg, The Netherlands), coluna de alta polaridade e quimicamente nao
ligada, apresentando fase estacionaria de cianopropil. As condi¢des cromatograficas foram:
temperatura inicial da coluna, 140 °C (5 minutos); taxa de aquecimento 4 °C/min, até
temperatura de 230 °C (0 minuto); taxa de aquecimento 5 °C/min, até temperatura de 240 °C
(18 minutos). As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas em 250 °C e 280 °C,
respectivamente. Hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a 30 mL/min, e o nitrogénio
como “make-up gas” a 30 mL/min.

Os tempos de retencdo dos padroes de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco TM
FAME Mix 37, Bellefonte, PA, USA) foram usados para identificar os picos cromatograficos
das amostras. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo interna, utilizando o éster
metilico do &cido undecanoico (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), como padrdo interno. Na
padronizacdo interna adiciona-se uma quantidade conhecida do padrdo interno de
concentracdo também conhecida nas amostras, de forma que um grafico é construido
relacionando a razdo (&rea de cada padrao/area do padrdo interno) pela concentracdo de cada
padrdo. Como na amostra é adicionada a mesma quantidade do padrdo interno, através da
razdo das areas obtidas no cromatograma da amostra, pode-se obter a concentracao do analito
(COLLINS e BRAGA, 1992).

2.7 Determinacao do colesterol e oxidos de colesterol

Colesterol e 6xidos de colesterol foram obtidos simultaneamente por saponificacdo
direta das amostras (DIONISI et al., 1998). Em tubos, 10 mL da solugdo etanodlica de
hidréxido de potassio 1 M foram adicionados a 0,15 g de 6leo. A saponificacdo foi conduzida
a temperatura ambiente por 22 horas na auséncia de luz. Para a extragdo da fracdo
insaponificavel, 5 mL de &gua destilada e 10 mL de hexano foram adicionados as amostras,
em seguida a mistura foi homogeneizada em vortex e a fracdo hexanica separada. A extracdo
com 10 mL de hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo um total de 4 extra¢des. Na sequencia,
a fracdo hexanica foi seca em evaporador rotatério (Fisatom, SP, Brasil) a 40 °C, e o residuo
ressuspendido em 3 mL de hexano, sendo entdo transferidos para tubos que foram
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direcionados a secagem em estufa ventilada (Solab, Sdo Paulo) a 40 °C. Antes da analise
cromatografica, as amostras foram ressuspendidas na fase mdvel (hexano/isopropanol, 97:3),
filtradas (Millipore, Maryland, MD, USA) e injetadas.

A identificacdo e quantificacdo do colesterol e dos Oxidos de colesterol foram
realizadas utilizando-se um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, de acordo com Saldanha et al. (2006), com modificacGes. O
equipamento utilizando neste trabalho consistiu de um HPLC-MS-PDA (Shimadzu LCMS-
2020, Tokio, Japdo), equipado com auto-Injetor (modelo SIL-10AF, Shimadzu, Tokio, Japao),
coluna Hypersil Cyano (250 mm x 4,6 mm) (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA),
controlador de sistema (modelo CBM-20A, Shimadzu, Tokio, Japdo), detector de arranjo de
fotodiodos (PDA — ”Photo Diode Array Detector”, modelo SPD-M20A, Shimadzu, Tékio,
Japdo) e detector de massas (Shimadzu LCMS-2020, Tokio, Japdo). A vazdo da bomba
(modelo LC-20AD, Shimadzu, Tokio, Japdo) utilizada foi de 1 mL/min e a temperatura da
coluna 35 °C, forno da coluna modelo CTO-20A (Shimadzu, Tékio, Japéo).

O detector de massas trabalha com interface de ionizacdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI - “Atmospheric Pressure Chemical lonization””) modo positivo, modulo de
aquisicdo SIM (“Selected lon Monitoring”) e tempo de aquisigdo de 32 minutos. Os principais
ions foram determinados no modo SIM, a partir das massas apresentadas na tabela 6, de
acordo com a ordem de eluicdo dos compostos. O colesterol e os éxidos de colesterol foram
identificados por meio da comparacédo dos tempos de retencdo determinados para os padrées e
pela razdo m/z. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa através de curvas de
calibragdo (r>> 0,95), de acordo com Saldanha et al., (2006).

Tabela 6: Intensidade relativa dos principais ions de colesterol e dxidos de colesterol
em HPLC-APCI(+)MS.

Intensidade relativa % (m/z)

Composto 367 385 369 401 403
Colesterol 5 5 100 - -
200-OH 100 95 10 - -
25R-OH 100 100 10 - -
5,60-EP 50 100 10 - 20
5,6B-EP 25 100 10 - 10
7-ceto - - - 100 10
7B-OH 100 30 10 - -
70-OH 100 30 10 - -

*Espetros de massas do colesterol e seus 6xidos de acordo com os ions moleculares: 367, 385, 369, 401 e 403.
Os compostos estdo listados em ordem de eluicdo. 20a-OH (20a-hidroxicolesterol), 25R-OH (25R-
hidroxicolesterol), 5,6a-EP (5,6a-epoxicolesteral), 5,6B-EP (5,6B-epoxicolesterol), 7-ceto (7-cetocolesterol), 7p-
OH (7p-hidroxicolesterol), 7a-OH (7a-hidroxicolesterol).

2.8 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey em nivel de

95% de significancia, utilizando o software R versdo 3.2.4. Os resultados das triplicatas foram

expressos por meio de médias seguidas dos desvios padrdes. Todas as analises foram
realizadas em triplicatas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito protetor dos frutos da aroeira sobre a formacao de substancias reativas
do &cido tiobarbiturico (TBARS) apds a termo-oxidacéo

Os resultados obtidos para a andlise de TBARS estdo dispostos na tabela 7. O 6leo
sem aquecimento apresentou um valor de TBARS de 0,0026 + 0,41 g MDA/100g de 6leo. O
aquecimento do o6leo levou ao aumento do teor de substancias reativas ao acido tiobarbitarico.
Ap6s o aquecimento a 150 °C, o valor de TBARS aumentou para 0,0081 + 0,45 g MDA/100g
nas amostras controle, entretanto a adicdo dos antioxidantes foi capaz de minimizar 0s
processos oxidativos.

Tabela 7: Valores de TBARS das amostras de 6leo (g/100g de amostra).

Sem 0,0026 + 0,41
aquecimento
150 °C Controle Aroeira 0,2% Aroeira 0,5% BHT
0,0081 + 0,45 0,0072 + 0,24 0,0063 + 0,20* 0,0062 + 0,50*
180 °C Controle Aroeira 0,2% Aroeira 0,5% BHT

0,0116 + 0,50 0,0094 + 0,33 0,0085 + 0,47** 0,0084 + 0,35**

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
**Tratamentos que ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

O valor encontrado neste trabalho para o 6leo sem aquecimento foi superior ao valor
observado em trabalhos anteriores para 6leo de sardinhas e pescado sem processamento
térmico. Jaswir et al. (2009) encontraram valores variando de 0,00012 a 0,00014 ¢
MDA/100g de amostra para 6leos de 5 espécies de pescado diferentes (Cynoglossus lingua,
Psettodes crumei, Scomberomorus commersoni, Pristipomodes typus e Scolidon sorrakowah).

Oleo de sardinhas e 6leo de pescado comercial, foram avaliados por Grigorakis et al.
(2010), sendo determinado teores de 0,0005 e 0,00096 g MDA/100g de Gleo, nas duas
amostras avaliadas, respectivamente. O conteido de 0,0052 g MDA/100g de amostra foi
guantificado em emulsdo de 6leo de pescado/dgua (MAQSOOD e BENJAKUL, 2010).
Outros estudos envolvendo o pescado in natura observaram valores na faixa de 0,000076 g
MDA/100g de tecido muscular (OZOGUL et al., 2011; RAEISI et al., 2016).

Os valores determinados nos estudos citados apresentam uma grande variagédo entre si.
A formacdo de malonaldeido em amostras que ndo foram submetidas a nenhum
processamento térmico, pode variar de acordo com a espécie, a composi¢do do pescado e
condi¢Bes ambientais a que estes sdo expostos, visto que fatores intrinsecos e extrinsecos ao
pescado podem influenciar e atuar como pro-oxidantes. A presenca de pigmentos como a
hemoglobina e a mioglobina, tracos de ferro e cobre, sal e &cidos graxos poli-insaturados em
pescado aceleram as reacOes oxidativas (MAQSOOD et al., 2014), que séo induzidas na
presenca de iniciadores como o calor, luz, radicais, pigmentos fotossensitizantes e ions
metalicos (LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007).

O tratamento térmico acarretou o0 aumento dos valores de TBARS para ambas as
temperaturas avaliadas, devido a degradacdo de hidroperoxidos quando os Oleos foram
expostos a temperaturas elevadas. Apés 150 °C, o valor de TBARS triplicou. Foram
observados teores mais elevados apos aquecimento a 180 °C. Entretanto, a presenca dos
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antioxidantes no meio reduziu a formagéo de malonaldeido. A figura 17 apresenta o efeito
protetor dos antioxidantes frente a formagdo de TBARS a 150 e 180 °C.

£ 150°C
E 407 m 180°C
£3 B B
ES 5 b 2673% P 27 59%
- o
pol= A 223% 23.46%
g < 18.97%
o E 20 1 3
o 11.12%
2
= 10 -
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Aroeira 0,2%  Aroeira 0,5% BHT

Figura 17: Inibicdo da formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico nos

diferentes tratamentos com antioxidantes a 150 °C e 180 °C.
*As letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras maiusculas
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com o grafico apresentado acima, é possivel observar o efeito protetor dos
antioxidantes, tanto o antioxidante natural (aroeira 0,2% e 0,5%) quanto o BHT. No
tratamento a 180 °C, a adicdo dos frutos da aroeira foi capaz de inibir a formacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico em 18,97% e 26,73% nas adic¢Ges a 0,2% e 0,5%,
respectivamente. O BHT apresentou um percentual de inibicdo superior (27,59%), entretanto
a diferenca entre os tratamentos com o BHT e a aroeira a 0,5% né&o apresentaram diferencas
significativas estatisticamente, em ambas as temperaturas aplicadas.

Os frutos da aroeira nas concentragbes testadas exibiram um potencial inibidor
proximo ao apresentado pelo BHT, sugerindo assim a substituicdo do antioxidante sintético
pelo natural. O efeito antioxidante observado nos frutos da aroeira é provavelmente associado
a presenca de compostos bioativos presentes nos frutos, conforme discutido no capitulo 2 do
presente estudo (flavonoides, antocianinas, taninos) e outros compostos bioativos (EL-
MASSARY et al., 2009; CARVALHO et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2015), que podem
atuar inibindo as reacfes em cadeia ao proteger os lipidios por meio da doacgédo de 4tomos de
hidrogénio, ou protegendo os lipidios de iniciadores destas reacdes (OJAGH et al., 2010).

Nieto et al. (1993) comparam o efeito de 6 flavonoides comerciais (hesperidina,
naringina, morina, rutina, catequina e quercetina) com o-tocoferol frente a oxidacao lipidica
em oOleo de sardinhas a 60 °C. Todos os antioxidantes testados foram eficientes no controle da
formacdo de substéncias reativas ao &cido tiobarbiturico, entretanto apenas a quercetina
apresentou efeito protetor superior ao a-tocoferol, nas condi¢des testadas, sendo capaz de
reduzir cerca 68% o valor de TBARS.

A presenca de substancias reativas ao acido tiobarbiturico é sinal de ocorréncia do
estagio secundario de oxidacdo de forma que valores altos sdo indesejaveis sendo associados
ao desenvolvimento de rango em alimentos. Diversos autores confirmaram o efeito protetor de
antioxidantes naturais como alecrim (Rosmarinus officinalis), chalota (Allium ascalonicum
L.), ajowan (Trachyspermum ammi (L.) Sprague), sementes de funcho (Foeniculum vulgare),
pimenta-preta (Piper nigrum) e caneleira-verdadeira (Cinnamomum verum), frente a formacao
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de substéncias reativas ao TBA durante a estocagem refrigerada de pescado e 6leo de pescado
(MAQSOOD e BENJAKUL, 2010; OZOGUL et al., 2011; DE e CHATTERJEE, 2015; MI,
GUO e LI, 2016; RAEISI et al., 2016; VAISALI, BELUR e REGUPATHI, 2016).

3.2 Efeito protetor dos frutos da aroeira sobre os teores de acidos graxos apos a
termo-oxidagéo

A tabela 8 apresenta a composicédo de acidos graxos das amostras de 6leo de sardinhas
(9/100g de amostra). Foram identificados um total de 29 &cidos graxos nas amostras
avaliadas. No 6leo de sardinhas, o0 grupo dos &cidos graxos saturados apresentou teores mais
elevados (38,02 + 2,08 ¢/100g) seguido dos &cidos graxos poli-insaturados (36,54 + 0,68
0/100g) e monoinsaturados (22,06 + 1,26 g/100g), respectivamente.

Os é&cidos graxos majoritarios identificados foram os é&cidos palmitico (C16:0),
eicosapentaenodico EPA (C20:5 n3), docosaexaendico DHA (C22:6 n3), oleico (C18:1 n9c),
palmitoleico (C16:1 n7), miristico (C14:0) e estearico (C18:0).

O acido palmitico apresentou o maior teor dentre os acidos graxos identificados (21,66
+ 1,44 g/100g), sequido pelo EPA (15,04 + 0,17 ¢g/100g) e DHA (12,61 £ 0,26 g/100g),
respectivamente. Trabalhos anteriores referentes a composicdo de acidos graxos de dleo de
pescado e pescado apresentaram resultados semelhantes aos observados (SALDANHA,
BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008; SAHENA et al, 2009; CHITRA SOM e
RADHAKRISHNAN, 2013; BAHURMIZ, ADZITEY e NG, 2017; BANDARRA et al.,,
2018). Embora DHA seja comumente encontrado em concentracGes superiores ao EPA, a
composicdo de pescado € bastante varidvel em funcdo de fatores ambientais e intrinsecos as
espécies, justificando o maior contetdo de EPA determinado nas amostras deste
trabalho,assim como em resultados observados por Kindleysides, Quek e Miller (2012) e
Chitra Som e Radhakrishnan (2013).

No presente trabalho foi determinado o teor de 27,65 + 0,21 g/100g para o somatorio
de EPA e DHA nas amostras antes do aquecimento. Além disso, também foi determinada a
razdo o3/w6 de 4,06, demonstrando o maior teor de &cidos graxos da série ®3. A
concentracdo elevada de acidos graxos da série 6mega-3, principalmente EPA e DHA, é uma
caracteristica que vem destacando os 6leos marinhos no ambito global devido as propriedades
benéficas destes compostos a salde humana. Embora os acidos graxos da série dmega-6
participem de funcBes vitais ao organismo, 0s mesmos atuam no desenvolvimento de
processos inflamatorios e uma dieta desiquilibrada em excesso de w6, pode dificultar a
conversdo do &cido a-linolénico em DHA e EPA, devido a competicdo por enzimas que
atuam na sintese destes compostos (MARTIN et al., 2006; SIMOPOULOS, 2008).

Entretanto, o aquecimento acarretou a queda do conteudo de &cidos graxos poli-
insaturados, em aproximadamente 7% e 23% nas amostras controle nos tratamentos a 150 e
180 °C, respectivamente, podendo-se observar a diminui¢cdo no conteldo de &cidos graxos,
principalmente nas amostras aquecidas a 180 °C. A figura 18 apresenta o percentual de
degradacéo dos &cidos graxos poli-insaturados (AGPs) nos diferentes tratamentos.
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Figura 18: Degradacdo de AGPs nos diferentes tratamentos a 150 °C e 180 °C.
*As letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras maiusculas
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O aquecimento acarretou a reducdo dos teores de EPA e DHA. O conteudo para o
somatorio de EPA + DHA reduziu de 27,65 + 0,21 para 26,09 £ 0,24 g/100g de Oleo
(tratamento a 150 °C) e 22,07 + 0,18 ¢g/100g de o6leo (tratamento a 180 °C). Apos o
aquecimento a 180 °C, o contetdo de acidos graxos saturados reduziu de 38,02 + 2,08 para
36,91 + 0,18 g/100g de bleo, enquanto que para os acidos graxos poli-insaturados observou-se
a reducdo de 36,54 + 0,68 para 28,06 = 0,28 ¢g/100g de Gleo, de forma que o percentual de
degradacdo foi superior para os acidos graxos poli-insaturados (23,21%) quando comparados
aos saturados (2,92%).

A adicdo dos antioxidantes naturais e sintético ao 6leo proporcionou efeito protetor
frente a degradacdo dos acidos graxos. O tratamento com adicdo dos frutos da aroeira 0,5%
foi mais efetivo que o tratamento com a adicdo de aroeira 0,2% e BHT considerando a
degradacdo dos &cidos graxos poli-insaturados, entretanto a diferenca observada ndo foi
significativa (p<0,05).

Neste trabalho, o tratamento a 180 °C sem a adicdo de nenhum antioxidante,
apresentou queda de 9,58% e 32,84% para EPA e DHA, respectivamente, quando comparados
com o 6leo sem aquecimento. Os frutos da aroeira exibiram atividade antioxidante mantendo
99,04% (aroeira 0,2%) e 99,68% (aroeira 0,5%) de EPA e 94,54% (aroeira 0,2%) e 95,34%
(aroeira 0,5%) de DHA. Estes resultados foram bastante similares aos observados no
tratamento com BHT, sugerindo que nas concentracdes avaliadas os frutos da aroeira podem
proteger os acidos graxos, incluindo EPA e DHA, dos processos oxidativos, atendendo a
demanda dos consumidores por alimentos isentos de aditivos artificiais, devido ao potencial
toxico e carcinogénico destes (KUMAR et al., 2015; MI, GUO e LI, 2016; MUNEKATA et
al., 2017).

Acidos graxos poli-insaturados sdo altamente susceptiveis a oxidacdo, e a exposicao a
temperaturas elevadas e ao oxigénio aceleram o processo oxidativo. Garcia-Arias et al. (2003)
verificaram que ap6s 22 minutos de cozimento em forno convencional de filés de sardinha a
200 °C, ocorreu a reducdo do teor total de acidos graxos poli-insaturados de 5,82 + 0,03
9/100g (base Umida) para 5,47 + 0,01 ¢g/100g. Quando as sardinhas foram fritas durante 3
minutos a perda dos acidos graxos foi maior, chegando ao contetdo de 4,30 + 0,02 g/100g.
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Leal-Castafieda et al. (2017) constataram a queda de aproximadamente 10% no
conteddo de acidos graxos poli-insaturados de Oleo de pescado, ap6s 10 minutos de
aquecimento utilizando-se forno convencional a 180 °C. A redu¢do no teor de acidos graxos
poli-insaturados em pescado e 6leo de pescado apos tratamento térmico também foi observada
em outros estudos (BHALE et al., 2007; SALDANHA, BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008;
FERREIRA et al., 2017).

Estudos anteriores também verificaram o efeito protetor de extratos naturais frente a
degradacédo de acidos graxos em pescado e 6leo de pescado (GANGA et al., 1998; HUBER,
RUPASINGHE e SHAHIDI, 2009; OZOGUL et al., 2011; FIGUEREDO et al., 2015;
FERREIRA et al., 2017). A quercetina apresentou maior efeito antioxidante que o BHT
perante a termo-oxidacdo induzida de 6leo de pescado (WANASUNDARA e SHAHIDI,
1998). De acordo com Bhale et al. (2007), extratos de orégano e alecrim em concentragdes
distintas (entre 1 e 5%) foram capazes de proteger o DHA de 38,8 % a 65,9%, e EPA de
44,7% a 69,0% frente a degradacédo térmica (aquecimento a 150 °C por 30 minutos).
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Tabela 8: Composicéo de acidos graxos das amostras de 6leo (g/100g de amostra) (continua).

Controle Aroeira0,2%  Aroeira 0,5% BHT Controle Aroeira 0,2%  Aroeira 0,5% BHT
Sem 150 °C
aquecimento
C12:0 0,09 + 0,00 0,08 £ 0,002 0,09 £ 0,002 0,09 £ 0,002 0,09 £ 0,012 0,08 + 0,024 0,08 + 0,00 0,09 + 0,017 0,09 £ 0,017
C14:0 8,41+0,41 8,33 £ 0,042 8,3 £0,1562 8,35 + 0,092 8,35+ 0,082 8,26 + 0,06" 8,39 + 0,05” 8,40 + 0,16" 8,40 + 0,06"
C15:0 0,96+ 0,04 0,90 + 0,052 0,95 + 0,022 0,96 + 0,002 0,91+0,012 0,89 + 0,024 0,91 +£ 0,034 0,94 + 0,017 0,91 +£ 0,014
C16:0 21,66 + 1,44 21,54 +0,058 2155+0,022 21,61+0,15% 21,61+0,24% 21,39+0,23~ 21,42 + 0,47 21,52 + 0,264 21,57 + 0,264
C17:0 0,84 £ 0,05 0,81 £0,012 0,84 £ 0,022 0,83 £ 0,012 0,82 £ 0,002 0,78 £ 0,074 0,79 £ 0,017 0,81 +0,017 0,82 0,077
C18:0 5,08 + 0,23 4,86 + 0,032 4,90 + 0,032 4,90 + 0,032 4,88+0,09 4,78 +0,04"8 4,75+ 0,038 5,04 0,074 5,00 + 0,06"8
C20:0 0,62 £ 0,02 0,58 £ 0,022 0,61 £0,012 0,61 £0,012 0,61+0,012 0,56 + 0,014 0,61 + 0,024 0,62 + 0,047 0,61+ 0,017
C21:0 0,04 + 0,004 0,04 + 0,002 0,04 + 0,012 0,04 + 0,012 0,04 £ 0,012 0,02 + 0,014 0,04 + 0,017 0,05+ 0,024 0,05+ 0,024
C22:0 0,20 £ 0,01 0,17 £ 0,012 0,19 + 0,00® 0,20 +0,01° 0,19 +0,01* 0,16 +0,00* 0,19 + 0,00 0,20 + 0,017 0,19 + 0,00
C24:0 0,12 £ 0,00 0,11 + 0,012 0,11 + 0,002 0,11 £+ 0,002 0,11+ 0,022 - - - -
Cl4:1 0,34 £ 0,02 0,33 £ 0,022 0,33 £ 0,012 0,34 £ 0,00? 0,33+0,018 0,32 + 0,004 0,33 +£0,017 0,34 £ 0,017 0,34 + 0,00
Ci15:1 0,11 £ 0,02 0,09+ 0,012 0,103 +0,01° 0,11 + 0,012 0,12 £ 0,012 0,08 + 0,014 0,08 + 0,017 0,11 +0,03* 0,09 + 0,044
Ci16:1 8,5+0,52 8,45 £ 0,022 8,35+ 0,08? 8,43 £ 0,08? 8,41+ 0,302 8,41+ 0,124 8,49 £ 0,217 8,45+ 0,114 8,47 + 0,134
Ci17:1 0,99 £ 0,02 0,97 £ 0,032 0,97 £ 0,012 0,99 £ 0,012 0,99 £ 0,042 0,93 £ 0,034 0,98 + 0,017 0,98 + 0,047 0,97 £ 0,024
C18:1 not 0,13+£0,02 0,11 + 0,012 0,13 £ 0,012 0,13 £ 0,00? 0,11 £ 0,002 0,08 + 0,014 0,11 £ 0,01~ 0,12 £0,017 0,11 £ 0,01~
C18:1 n9c 8,55 + 0,67 7,82 + 0,092 8,49 +0,112 8,48 + 0,062 8,40 £ 0,102 7,67 + 0,554 8,42 + 0,05 8,52 + 0,234 8,62 +0,134
C20:1n9 1,50+0,12 1,42 £ 0,042 1,43 £0,022 1,44 £0,012 1,44 + 0,052 0,78 £ 0,074 1,10 + 0,058 1,33 +0,08 1,34 +0,01¢
C22:1n9 1,38+0,15 1,24 £ 0,042 1,33+£0,012 1,35+0,03% 1,34 +£0,032 1,20 £ 0,03~ 1,33 £ 0,03%8 1,37 £ 0,028 1,38 £ 0,038
C24:1n9 0,56 £ 0,03 0,53 £ 0,012 0,53 £ 0,012 0,53 £ 0,022 0,53 +0,032 0,52 + 0,024 0,55 + 0,00 0,56 + 0,024 0,55 + 0,024
C18:2 n6t 0,15 £ 0,06 0,09 £ 0,012 0,10 £ 0,012 0,15 £ 0,012 0,15+ 0,032 0,04 + 0,014 0,15 + 0,017 0,14 + 0,06” 0,13 £0,07A
C18:2 néc 3,06 +0,01 2,37+0,122 2,91 +0,06° 2,95+ 0,06° 2,90 +0,01° 1,57 £ 0,024 1,66 £ 0,074 1,76 £ 0,07 1,77 £ 0,044
C18:3n6 0,24 +0,01 0,17 £ 0,022 0,24 + 0,012 0,24 £ 0,012 0,24 £ 0,012 0,13+0,01# 0,23+ 0,024 0,24 + 0,017 0,24 + 0,02
C18:3n3 1,47 £0,02 1,37 £0,022 1,41 £ 0,042 1,45 +0,012 1,400,012 1,09 + 0,068 1,22 £0,078 1,44 + 0,058 0,27 + 0,158
C20:2n6 2,50 + 0,07 2,42 + 0,032 2,50 £ 0,022 2,5+0,02? 2,47 £ 0,032 1,97 £ 0,152 2,37+0,128 2,46 + 0,058 2,45 + 0,058
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Tabela 8: Composicéo de acidos graxos das amostras de 6leo (g/100g de amostra) (Continuacao).

Controle Aroeira 0,2% Aroeira 0,5% BHT Controle Aroeira 0,2%  Aroeira 0,5% BHT
Sem 150 °C 180 °C
aguecimento

C20:3n6 0,12 £ 0,02 0,09 £ 0,012 0,12 £ 0,002 0,12 £ 0,002 0,12+0,0028 0,07 +£0,01” 0,12 £ 0,018 0,12 £0,018 0,13 £ 0,008
C20:3n3 0,19+0,01 0,15 + 0,012 0,18 £ 0,012 0,18 £ 0,012 0,17 £ 0,012 0,15 + 0,04 0,15+ 0,017 0,16 + 0,01~ 0,15+ 0,03~
C20:4 n6 1,14+ 0,06 1,10 £ 0,022 1,11 £0,00% 1,11 £0,05% 1,12+0,04® 0,96 +0,08* 1,04 £ 0,017 1,06 + 0,024 1,06 £ 0,014
C20:5n3 15,04 £ 0,17 13,82+0,38% 14,32 +0,02° 14,31+0,02° 14,10+0,11® 13,60+ 0,22 14,22 + 0,098 14,34 + 0,248 14,30 £ 0,138
C22:6 n3 12,61 + 0,26 12,27 +0,378 12,38+ 0,11° 1252 +0,090 12,46+0,16*® 8,47 +0,16" 12,49 + 0,038 12,57+0,138 12,56 + 0,038
TAGS 38,02 + 2,08 37,47+0,14* 37,60+0,24% 37,72+0,16® 37,66+0,33%* 36,91+0,18* 37,18 £ 0,454 37,700,174 37,65 + 0,244
TAGM 22,06 * 1,26 20,93 +0,10*° 21,65+ 0,15? 21,79+ 0,16 21,69+0,45% 19,98+0,63" 21,40+0,178 21,79+0,068  21,78+0,188
TAGP 36,54 + 0,68 33,86+0,14* 3530+0,11° 3555+0,05° 3513+0,18° 28,06+ 0,28~ 33,66 + 0,228 34,30+0,18% 34,07 +0,278
*n3 29,31+ 0,46 27,63 +0,25* 28,31 +0,15% 28,47 +0,07° 28,29 +0,30° 23,32 +0,40 28,08 + 0,078 28,561+0,118 28,30 + 0,308
>né 7,22 £0,21 6,23 +0,118 6,99 + 0,07° 7,08 +0,03° 7,00 + 0,04° 4,74 +£0,147 7,94 0,278 5,78+ 0,13 7,60 +0,118
n3/Zn6 4,06 £ 0,32 4,34 +0,21° 4,05 + 0,09 3,96 +0,03¢ 4,04 +0,24° 4,91 +0,4° 3,63+0,28 4,95+0,117 3,72+0,21B

*As letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras mailsculas distintas em uma mesma linha diferem entre si
pelo teste de Tukey p<0,05). AGS = 4cido graxo saturado, AGM = acido graxo monoinsaturado, AGP = acido graxo poli-insaturado.
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3.3 Efeito protetor dos frutos da aroeira sobre a degradacéo do colesterol apos a
termo-oxidagéo

No presente estudo, os teores de colesterol variaram de 553,04 + 7,9 a 184,36 * 2,13
mg/100g de 6leo de sardinhas nas amostras sem aquecimento e aquecidas a 150 e 180°C.
(Tabela 9). Ganga et al. (1998) determinaram um conteddo inferior de 480,5 = 7,5 mg de
colesterol/100 g de 6leo de sardinha comercial refinado, de forma que podem ter ocorrido
perdas no conteddo de colesterol durante o processo de refino. Estudos realizados em
amostras de pescado também apresentaram valores inferiores para filés de sardinha-
verdadeira cru, como 342 + 2,7 mg/100g de amostra (SALDANHA, BENASSI e
BRAGAGNOLO, 2008) e 237,2 + 3,7 mg/100g de amostra (FERREIRA et al., 2017).

As variacdes no conteudo de colesterol identificado por diferentes autores sdo
esperadas, visto que teores lipidicos variam consideravelmente de espécie para espécie e
mesmo entre individuos da mesma espécie devido a diversos fatores como idade, sexo,
sazonalidade, alimentagdo, entre outros (CHITRA SOM e RADHAKRISHNAN, 2013;
BANDARRA et al., 2018).

O aquecimento afetou os teores de colesterol nas amostras, acarretando a perda de
aproximadamente 44,76% (tratamento a 150 °C) e 66,67% (tratamento a 180 °C) nas
amostras controle quando comparadas ao 6leo sem aquecimento (Figura 19).
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Figura 19: Degradacédo do colesterol em funcdo da temperatura.

Outros estudos também constatara a perda do conteudo de colesterol devido a
aplicacdo de tratamento térmicos em pescado e sistemas modelo contendo soluc¢des padrao de
colesterol (LI et al., 1996; SALDANHA, BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008; ANSORENA
et al., 2013; BARRIUSO et al., 2015; DEREWIAKA e MOLINSKA, 2015; FERREIRA et
al., 2017). Ao analisar o perfil de degradacdo do colesterol devido a termo-oxidagéo, Barriuso
et al. (2012) observaram porcentagens de degradacdo de 41,80 e 55,24 ap0s aquecimento a
180 °C por 5 e 10 minutos, respectivamente. Solugdes padrdes de colesterol apresentaram
aproximadamente 34% de degradacdo ap0s 10 minutos de tratamento térmico a 180 °C
(BARIUSSO et al., 2015).

Derewiaka e Molinska (2015) avaliaram o conteudo de amostras padrdo de colesterol
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apos aquecimento a 150 e 180 °C por 30 minutos. Os autores observaram a reducdo de 51,4%
(150 °C) e 59,3% (180 °C) no teor de colesterol devido a termo-oxidacdo. As variacOes
encontradas na porcentagem de degradacdo do colesterol em diferentes trabalhos podem
também ser atribuidas aos diferentes equipamentos e metodologias utilizadas durante o
aquecimento, que conduzem calor de formas distintas as amostras (LEAL-CASTANEDA et
al., 2017). Porcentagens de degradacdo inferiores sdo comumente observadas em estudos
envolvendo solucbes padrdo, pois a presenca de outros compostos no meio interfere
diretamente no processo de oxidacdo, o que ndo ocorre quando ¢ uma solucdo padrdo é
utilizada.

Nas amostras adicionadas dos antioxidantes, tanto os frutos da aroeira como o BHT,
também ocorreu a redugdo do contetdo do colesterol, entretanto a razdo da degradagdo foi
inferior comparando as amostras controle. O aquecimento a 150 °C levou a degradacdo de
44,76% do colesterol nas amostras controle, observando-se a reducdo do percentual de
degradacéo do colesterol para 24,33% nas amostras adicionadas dos frutos da aroeira (0,5%).
O emprego dos antioxidantes reduziu a degradagéo do colesterol em todos os tratamentos,
apresentando uma diferenca significativa entre estes (p<0,05).

Ap6s o aquecimento a 180 °C as amostras adicionadas dos frutos da aroeira 0,2 %,
0,5% e do BHT apresentaram teores de colesterol superiores a amostra controle, 349,81 +
1,92, 370,28 + 0,61 e 431, 60 + 1,07 mg/100g de amostra, respectivamente. O mesmo
comportamento pode ser observado nas amostras que foram aquecidas a 150 °C, onde o BHT
apresentou melhor efeito protetor, seguido da adi¢cdo dos frutos da aroeira 0,5 % e 0,2 %,
respectivamente. A figura 20 apresenta a variacdo do conteudo de colesterol nas amostras
apos aquecimento para os diferentes tratamentos utilizados.
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Figura 20: Degradagéo do colesterol para os diferentes tratamentos a 150 °C e 180
o
C.
*As letras minGsculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras maiUsculas
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A atividade protetora de diversos extratos naturais vem sendo constantemente
pesquisada. Barriuso et al. (2015) avaliaram o efeito protetor da adi¢do de extrato de Melissa
officinalis em solugcdo padrdo de colesterol (2 mg de extrato/100 mg de colesterol) ap6s o
aquecimento a 180 °C, observando-se a protecdo de 93% do conteudo de colesterol nas
amostras adicionadas do extrato. O efeito protetor observado pela adi¢cdo dos frutos da aroeira
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esta de acordo com outros trabalhos em que foram utilizados compostos naturais em solucgdes
padrdo de colesterol, 6leo de pescado e pescado aquecidos, atribuindo este efeito a presenca
de substancias fendlicas e outros compostos bioativos com caracteristicas antioxidantes (LI et
al., 1996; BARRIUSO et al., 2015; TARVAINEN et al., 2016; FERREIRA et al. 2017).

3.4 Efeito dos frutos da aroeira sobre a formacdo de 6xidos de colesterol apds
termo-oxidacéo

No experimento em questdo, alguns oxidos de colesterol foram detectados nas
amostras de Oleo sem aquecimento: 5,6a-epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol, 7-
cetocolesterol, 7p-hidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol. A presenca destes Oxidos em
amostras de 6leo de sardinhas e pescado mesmo antes do tratamento térmico também foi
observada por outros autores (CARDENIA et al., 2013a; FIGUEIREDO et al., 2015;
FREITAS et al., 2015; FERREIRA et al., 2017), atribuindo-se a presenca dos POCs a uma
caracteristica metabdlica do pescado (OSADA et al., 1993). A tabela 9 apresenta o contetido
de dxidos de colesterol formados nas amostras analisadas.

A exposicdo das amostras a temperaturas elevadas induziu o processo oxidativo, sendo
observado um aumento significativo no contetdo de 6xidos apds o aquecimento. Ao comparar
as amostras sem aquecimento com as amostras controle aquecidas, é possivel observar o
aumento de 58,9 + 0,26 pg/g de amostra para 478,2 + 0,14 e 577,5 + 2,14 ug/g de amostra, no
contetdo total de POCs para os tratamentos a 150 e 180 °C, respectivamente. O estado fisico
do colesterol influéncia a oxidacdo de sua molécula, pois no estado liquido o contato do
colesterol com os agentes oxidantes é maior. Embora 150 °C esteja acima do ponto de fuséo
do colesterol (147-148 °C), ainda é uma temperatura préxima deste, sendo esperada a maior
formacédo de produtos oxidados em temperaturas mais elevadas, como 180 °C (DEREWIAKA
e MOLINSKA, 2015).

Embora a temperatura elevada tenha acarretado a degradacdo do colesterol, a
formagéo de POCs foi bem inferior do que a razéo de degradacdo do colesterol, revelando a
decomposicdo do colesterol por outras vias, como a polimerizacdo por exemplo. Além da
formacdo de Oxidos durante a degradacdo térmica, podem ocorrer a formacdo de outros
compostos como hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas e alcoois (SMITH, 1987; NAWAR et al.,
1991).

Nas amostras aquecidas foram determinados 7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol,
7a-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,63-epoxicolesterol, 20a-hidroxicolesterol e 25R-
hidroxicolesterol. Dentre estes, o 7-cetocolesterol apresentou maior contetido, seguido do 7p-
hidroxicolesterol e do 5,6B-epoxicolesterol, respectivamente. Os teores de 7-cetocolesterol
nas amostras aquecidas variaram entre 111,9 + 0,27 e 250,6 + 0,09 pg/g de 6leo, valores
superiores aos determinados para as variagdes de 7p-hidroxicolesterol (entre 70,5 £ 0,03 e
146,3 = 0,28 ug/g de 6leo) e 5,6B-epoxicolesterol (entre 30,7 £ 0,03 e 102,8 + 0,09 ug/g de
oleo).

Devido a estrutura molecular do colesterol, o carbono 7 é considerado o carbono mais
susceptivel ao processo oxidativo, sendo 0 7-ceto comumente caracterizado como principal
Oxido oriundo da termo-oxidacdo devido a desidratacdo de 7o- e 7p-hidroperdxidos e/ou
desidrogenacdo dos 7a- e 7B- hidroxicolesterol (SMITH, 1987). Outros trabalhos também
observaram a formagéo predominante de 7-ceto mediante a termo-oxidacdo (LI et al., 1996;
BARRIUSO et al., 2012; XU et al., 2016; FERREIRA et al., 2017). Foi observado maior
contetdo de 7p- hidroxicolesterol em relacdo ao 7a-hidroxicolesterol, pois devido a forma
equatorial observada nos 7p-hidroperoxidos, estes compostos sdo termodinamicamente mais
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estaveis e prevalecem frente aos epimeros o, acarretando a formagdo predominante de 7p3-
hidroxicolesterol (SMITH, 1987).

Apesar dos principais 0xidos formados na termo-oxidacdo serem aqueles oriundos de
processos oxidativos no carbono 7, a epoxidagdo no carbono 5 por hidroperdxidos também
pode ocorrer formando 5,6a- e 5,6p-epoxicolesterol (CHIEN, WANG e CHEN, 1998). Os
epoxidos sdo formados em processos oxidativos pelo ar, logo, as temperaturas elevadas
utilizadas e a exposicdo das amostras de 6leo ao oxigénio atmosférico proporcionaram um
ambiente favoravel a formacéo destes compostos.

A presenca de 20a-hidroxicolesterol e 25R-hidroxicolesterol s6 foi detectada nas
amostras aquecidas a 180 °C e em baixas concentragdes, em comparacdo com 0S outros
Oxidos formados. Os 6xidos oriundos da oxidacdo da cadeia lateral do colesterol sdo
comumente minoritarios (SMITH, 1987), de forma que foram necessarias condi¢des mais
drasticas de temperatura para ocorrer a formacdo destes (20a-OH e 25R-OH) em
concentracdes detectaveis pelo equipamento. Trabalhos anteriores constataram pouca ou
nenhuma formacdo de 6xidos da cadeia lateral apds tratamento térmico de solugdes padréo de
colesterol (BARRIUSO et al., 2015; XU et al., 2016).

Filés de sardinha (Sardinella brasiliensis) foram grelhados a temperatura de 175 °C
durante 4 minutos, sendo atingida a temperatura de aproximadamente 75 °C no interior do
pescado. O conteldo total de POCs aumentou de 19,4 + 0,4 pg/g (base seca) para 41,6 + 0,4
apos o processo térmico (SALDANHA, BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008). Ansorena et al.
(2013) observaram a formagéo de POCs ao aquecer solugéo padrdo de colesterol a 180 °C.
Apds 10 minutos de aquecimento, foi determinado um total de 9100 pg/g de colesterol, sendo
0 7-cetocolesterol o 6xido predominante.

Derewiaka e Molinska (2015) avaliaram o efeito da temperatura na formacao de POCs
ao aquecer solucdo padrdo de colesterol. Os autores verificaram que ap6s o0 aquecimento a
180 °C durante 30 minutos o contedo de POCs atingiu 76800 * 7,2 ug/g. Leal-Castafieda
adicionaram colesterol (2,5 mg/g de 6leo) a 6leo de pescado e aqueceram a mistura em forno
convencional a 180 °C. Apds 20 minutos de aquecimento os autores observaram um conteido
total de POCs de 225,4 + 41,9 ug/g de lipidio, onde o 7a-hidroxicolesterol (179,7 + 39 pg/g
de lipidio) foi o 6xido predominante, seguido pelo 7-cetocolesterol (15,4 + 0,1 pg/g de
lipidio).

O perfil e a quantidade de Oxidos formados durante a oxidacdo do colesterol sdo
extremamente variaveis, dependendo de fatores como a temperatura, o tempo de oxidacao,
pH, a forma do substrato, presenca de &gua, oxigénio e luz, caracteristicas quimicas de outros
compostos presentes no meio, a concentracdo inicial de colesterol, entre outros (KIM e
NAWAR, 1993). Tais fatores podem acarretar a formacao de diversos 6xidos por mecanismos
distintos, caracterizando a complexidade deste processo.

Apesar da degradacao do colesterol e consequente formagéo de dxidos observada pelo
aquecimento do 6leo de sardinhas, a adicdo dos antioxidantes minimizou a termo-oxidacéo,
diminuindo o conteddo de POCs formados nas amostras. O efeito antioxidante apresentado
pelos aditivos utilizados na ordem crescente foi: frutos da aroeira 0,2% < frutos da aroeira
0,5% < BHT (Figura 21).
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Figura 21: Teores de POCs totais nas amostras de 6leo nos diferentes tratamentos a
150 °C e 180 °C.

*As letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras maiusculas
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao comparar 0 conteddo de Oxidos totais nas amostras controle com as amostras
adicionadas dos frutos da aroeira aquecidas a 180 °C, foi observado o efeito protetor de
15,51% e 23,22% para das adicOes referentes a 0,2% e 0,5%, respectivamente. Assim como
verificado para os acidos graxos, a 150 °C o efeito protetor dos frutos foi superior, fato que
pode ser decorrente da degradacdo térmica de compostos com atividade antioxidante
presentes no fruto.

Inimeros compostos com propriedades antioxidantes presentes nos frutos da aroeira
contribuem para a atividade protetora observada nos sistemas modelo devido adicdo dos
frutos nas amostras. Compostos fendlicos como os flavonoides determinados nos frutos da
aroeira neste trabalho, podem inibir processos oxidativos atuando como agentes redutores,
doadores de hidrogénio, sequestradores de oxigénio singlete, radicais superoxidos, radicais
hidroxila e peroxila ou ainda como agente quelante de metais. Além disso, os flavonoides
também ativam enzimas antioxidantes e inibem a lipoxigenase e as ciclooxigenases, enzimas
responsaveis pelo desenvolvimento da rancidez oxidativa em alimentos (PROCHAZKOVA,
BOUSOVA e WILHELMOVA, 2011).

Neste trabalho, a capacidade protetora do antioxidante sintético frente a formacao dos
oxidos de colesterol foi maior que a apresentada pelos frutos da aroeira. O BHT foi capaz de
reduzir conteido de POCs totais para de 577,5 = 2,14 ug/g (amostras controle) para 326,2 +
0,23 ug/g a 180 °C, enquanto a maior concentracdo dos frutos da aroeira utilizada reduziu
para 441,9 + 0,61ug/g.

Embora o antioxidante sintético utilizado tenha apresentado maior efeito protetor ao
inibir a formacdo dos 6xidos de colesterol, os frutos da aroeira apresentaram efeito protetor
significativo nas duas concentracfes utilizadas. Ao adicionar o BHT ao 6leo a concentragéo
de 100 ppm, espera-se obter resultados altamente efetivos quanto a reducdo da oxidagéo, visto
que essa concentracdo ndo pode ser aumentada, pois corresponde a concentragdo maxima
permitida pela legislacéo brasileira. Desta forma, concentragdes maiores dos frutos da aroeira
podem ser avaliadas no intuito de obter resultados similares ou até superiores ao apresentado
pelo BHT.

Trabalhos anteriores também constataram o efeito protetor de extratos naturais e seus
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compostos sobre a formacdo de POCs em solugdes padrdes de colesterol, 6leo de pescado e
pescado submetidos ao tratamento térmico (LI et al., 1996; BARRIUSO et al.,, 2015;
TARVAINEN et al., 2016; XU et al., 2016; FERREIRA et al., 2017). A acdo antioxidante de
tocoferois sobre a oxidacao do colesterol em 6leo de pescado durante tratamento térmico foi
confirmada por Li et al. (1996). Ao analisar o efeito da adicdo de quercetina em solucgéo de
colesterol, Chien, Hsu e Chen (2006) observaram a reducéo das constantes de velocidade das
reacOes em cadeia de radicais, epoxidacdo e degradacgdo térmica.

Barriuso et al. (2015) confirmaram o efeito antioxidante de Melissa officinalis em
solucdo padrédo de colesterol apds 10 minutos de aquecimento a 180 °C, observando-se uma
reducdo significativa no contetdo de POCs. Ferreira et al. (2017) avaliaram o efeito protetor
de salsa (Petroselinum crispum), cebolinha (Allium schoenoprasum L.) e a mistura das duas
ervas denominada cheiro-verde frente a oxidacéo do colesterol em filés de sardinha aquecidos
em air-frying. Todos os tratamentos empregados reduziram o conteudo total de POCs, sendo a
adicdo da salsa a 4% a mais efeitiva, reduzindo de 282,9 + 6,8 para 71,8 + 4,3 pg/g (base
seca) o contetido de POCs.

A oxidacdo do colesterol forma compostos oxidados reconhecidamente toxicos,
tornando essencial a utilizagio de antioxidantes no sentido de minimizar os danos oriundos da
ingestdo de POCs. A crescente demanda dos consumidores por produtos isentos de aditivos
sintéticos, as barreiras impostas pela legislacdo e os riscos a salde apresentados pelos
antioxidantes sintéticos, potencializam a necessidade de novas fontes de antioxidantes
naturais. Portanto, devido aos resultados apresentados pelos frutos da aroeira neste estudo,
estes podem vir a representar uma alternativa frente a termo-oxidacgéo de 6leo de sardinhas.
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Tabela 9: Teor de colesterol (mg/100g de amostra) e 6xidos de colesterol (ug/g de amostra) nas amostras de 6leo.

Oxidos de Controle Aroeira 0,2%  Aroeira 0,5% BHT Controle Aroeira0,2%  Aroeira 0,5% BHT
colesterol
(Lg/9)
Sem 150 °C 180 °C
aquecimento
5,6a-EP 3,7+0,03 22,2+0,072 19,4 +£0,02° 18,6 + 0,01° 11,1+£0,01° 30,3 +0,017 25,5+0,118 24,2 + 0,048 28,1 +0,06¢
5,6p-EP 14,3+£0,08 81,7 + 0,082 58,7 +0,08° 52,8 +0,04¢ 37,2 +0,03¢ 102,8 + 0,094 83,6 + 0,048 70,3+0,13¢ 30,7 £0,03P
7-ceto 52+0,17 212,6 £0,04* 160,0+0,15° 147,0+0,02° 111,9+0,27¢ 250,6 + 0,094 207,2+0,138 190,2 +0,18¢ 142,2 +0,19°
7B-OH 6,4 £ 0,03 123,1+0,06® 102,4+0,10° 83,1+ 2,87« 75,8 +0,07¢ 146,3 + 0,284 120,3+0,22%8  111,3+0,17® 70,5 + 0,03
7a-OH 29,3+0,03 38,6 + 0,052 27,7 +0,02° 27,7 +£0,05° 12,2 £0,02¢ 45,3+0,12° 45,5+ 0,06# 42,8 + 0,068 38,1 +0,05¢
20a-OH - - - - - 0,4 +0,01A 45+0,138 3,4+0,028 3,4+0,028
25R-OH - - - - - 2,2 +£0,047 3,3+0,05% 3,11 £ 0,05 16,5 + 0,298
POCs 58,9 £ 0,26 478,2+0,14* 368,1+0,31> 329,2+291°  248,2 + 0,244 577,5+ 2,147 4855 + 1,928 441,9 +0,61° 326,2 +0,23°
totais
Colesterol 553,04 +7,90 30554 +3,95° 395,78+0,33" 418,51+0,88° 487,15+3,41% 184,36+2,13" 349,81 +1,92% 370,28 +0,61¢ 431,60 +1,07°
(mg/100g)

*As letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as letras maitsculas distintas em uma mesma linha diferem entre si pelo
teste de Tukey p<0,05). 5,6a-EP (5,6a-epoxicolesterol), 5,6B-EP (5,6B-epoxicolesterol), 7-ceto (7-cetocolesterol), 7B-OH (7B-hidroxicolesterol), 7a-OH (70-
hidroxicolesterol), 200-OH (20a-hidroxicolesterol), 25R-OH (25R- hidroxicolesterol).
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram o impacto da utilizacdo de
temperaturas elevadas em 6leo de sardinhas, acarretando a perda de acidos graxos poli-
insaturados e formacdo de compostos oxidados do colesterol, que sdo reconhecidamente
associados a efeitos deletérios a salde. Visto os efeitos causados pela exposicao do éleo a
temperaturas elevadas, torna-se indispensavel o estudo a cerca de fontes naturais de
compostos antioxidantes, como a aroeira. Os frutos da aroeira analisados no capitulo 2
apresentaram atividade antioxidante in vitro e in vivo. Resultados que foram justificados pela
identificacdo de compostos bioativos com atividade antioxidante nos frutos como flavonoides,
antocianinas e taninos. Desta forma, a caracterizacdo dos frutos da aroeira sugere estes frutos
como possiveis fontes de antioxidantes naturais, possibilitando o emprego destes como
antioxidantes em alimentos de forma reduzir a adi¢cdo de antioxidantes sintéticos que podem
apresentar efeitos adversos a saude. A adi¢cdo dos frutos da aroeira provou ser eficiente frente
a termo-oxidacdo em sistemas modelo contendo 6leo de sardinhas nas duas concentracBes
utilizadas (0,2% e 0,5%), ao minimizar a degradacdo de acidos graxos e a formacéo de 6xidos
de colesterol. Os frutos da aroeira apresentaram efeito protetor semelhante ou inferior ao
antioxidante sintético BHT, entretanto, este foi utilizado na concentracdo maxima permitida
pela legislacdo brasileira (100 ppm). Estes resultados sugerem a substituicdo deste pelo
antioxidante natural, ou ainda, a avaliacdo de outras concentra¢cdes dos frutos da aroeira, que
podem vir a exibir atividade protetora similar ou até mesmo superior ao aditivo sintético,
devendo-se considerar 0s aspectos sensoriais € a possivel toxicidade dos frutos.
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ANEXO A — Curvas de calibracdo para a determinacdo dos compostos bioativos
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Figura 22: Curva de calibracéo para a quantificacdo de fendlicos totais.
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Figura 23: Curva de calibragdo para a quantificagdo de flavonoides totais.
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ANEXO B - Curvas de calibracdo para as analises antioxidantes in vitro
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Figura 24: Curva de calibracdo para anélise de DPPH.
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Figura 25: Curva de calibragdo do Trolox (ORAC). Area = Area sob a curva para diferentes concentracdes
de antioxidante — Area sob a curva para o controle (sem antioxidante).
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ANEXO C - Acidos graxos
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Figura 26: Perfil cromatografico dos padrfes de ésteres metilicos dos &cidos graxos.
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Figura 29: Perfil cromatografico da amostra de dleo controle aquecida a 150 °C.
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Figura 30: Perfil cromatografico da amostra de éleo com pimenta 0,2% aquecida a 150 °C.
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Figura 31: Perfil cromatogréafico da amostra de 6leo com pimenta 0,5% aquecida a 150 °C.
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Figura 32: Perfil cromatografico da amostra de 6leo com BHT aquecida a 150 °C.

Intensity

LT/ I68SE

SU02) 1 6186 -3
SURILTB1D /16508 I
SDBI0/ ST6'6T — [see L2
SURI TR0 TU% 60 :
L TRy Tt —
L1/ 89582 =
1910/ LyH'9T QLID/ 8969 |nm r
0:910 /981°51 — F
P/ PIETT L
Lo
o«
0210/ 0’14
! L
G110 /81291 |d L
| L
]
=
=
_&,..&...,&,_,_mu__,_&____&__0
S S S S S
<] =] = =] <]
=] =] = =1 =]
L] [=] v (=] W
(o] 1 — —_

min

Figura 33: Perfil cromatografico da amostra de dleo controle aquecida a 180 °C.
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Figura 34: Perfil cromatogréafico da amostra de 6leo com pimenta 0,2% aquecida a 180 °C.
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Figura 35: Perfil cromatografico da amostra de éleo com pimenta 0,5% aquecida a 180 °C.
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Figura 36: Perfil cromatografico da amostra de éleo com BHT aquecida a 180 °C.
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ANEXO D — Colesterol e 6xidos de colesterol
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Figura 37: Padronizagdo externa do colesterol
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Figura 38:

Padronizagdo externa do 20a-hidroxicolesterol.
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Figura 39: Padronizacdo externa do 25R-hidroxicolesterol.
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Figura 41: Padronizagdo externa do 7a-hidroxicolesterol.
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Figura 42: Padronizacdo externa do 7B-hidroxicolesterol.
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Figura 43: Padronizacdo externa do 5,6a-epoxicolesterol.
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Figura 44: Padronizagdo externa do 5,6B-epoxicolesterol.
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Figura 45: Padronizagdo externa do 7-cetocolesterol.
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<Sample Information>

Sample Name : Poll Padroes

Sample ID : Poll Padroes

Data Filename : Poll Padroes.lcd
Method Filename : Método Tatiana.lcm
Batch Filename : Cormida 07_12_2017.Icb

Vial # 136 Sample Type : Unknown
Injection Volume :20uL
Date Acquired - 08/12/2017 09:35:47 Acquired by : System Administrator
Date Processed :08/12/2017 10:05:50 Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
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Figura 46: Cromatograma do Poll de padrdes do colesterol e 6xidos de colesterol. A- Colesterol; B-
20a-hidroxicolesterol; C- 25-hidroxicolesterol; D- 25R-hidroxicolesterol; E- 5,6a-epoxicolesterol; F-
5,6B-epoxicolesterol; G- 7-cetocolesterol; H- 7B-hidroxicolesterol; I- 7a-hidroxicolesterol.
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