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RESUMO GERAL

O colesterol é um dos mais importantes esterdis existentes nos tecidos animais,
podendo apresentar-se na forma livre ou como ésteres de colesterol. Comporta-se de
maneira particular em relacao a oxidacao por apresentar uma ligacao dupla entre o
carbono 5 e 6 da estrutura ciclica, originando produtos de oxidacao, denominados
oxidos de colesterol (COP’s), principalmente quando exposto a temperaturas elevadas,
iniciadores de radicais, luz, metais ou a combinacao destes fatores. Por isso, 0 objetivo
deste trabalho foi constatar o impacto do uso de diferentes antioxidantes (eritorbato de
sodio, bixina e acido citrico) na degradagao térmica do colesterol em sistemas modelo
na presenca de metais (mioglobina) e de acidos graxos com diferentes graus de
insaturacao (acido oleico, acido eicosapentaenoico - EPA e acido palmitico) sob fluxo
constante de O, (10 mL/min). A acao dos antioxidantes, pré-oxidante e acidos graxos
foi monitorada pela degradagcédo do colesterol e consequente formagdo de COP’s e
alteracdo na composicdo de acidos graxos, bem como pela degradacdo dos
antioxidantes adicionados aos sistemas modelo submetidos a temperaturas de 130,
160 e 230°C. Para avaliar a interag@o entre o colesterol e os diferentes compostos nos
sistemas modelo foi realizado um planejamento experimental do tipo Plackett & Burman
para cada temperatura estudada. Os resultados demosntraram que o sistema modelo
constituido de colesterol, bixina, acido oleico e mioglobina (ensaio 11) foi o que
apresentou a maior degradacado do colesterol e maior concentracao de 6xidos. Ja o
sistema modelo que apresentou a menor degradacdo do colesterol foi 0 1 que
apresenta em sua composicao colesterol, eritorbato de sddio, &cido citrico e
mioglobina. Para a temperatura de 230°C os ensaios que apresentaram a menor
degradacao continham colesterol, eritorbato de sédio, acido citrico e mioglobina (ensaio
1) e eritorbato de sodio, bixina e acido palmitico (ensaio 2). Cinco COP’s foram
identificados e quantificados nos sistemas (7-ceto, 7a-OH, 73-OH, 5,6a-epdxido e 5,68-
epdxido). O 6xido encontrado em maior quantidade nas temperaturas de 130 e 160°C
foi o 5,6B-epoxido, j& na temperatura de 230°C foi o 7-ceto. Esses resultados
demonstram que a maior formagdo de COP’s esta diretamente relacionada com a
maior degradacao do colesterol nas temperaturas estudadas.
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Palavras-chave: o&xidos de colesterol, mioglobina, &cido eicosapentaenoico,

antioxidante, termo-oxidagao.
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ABSTRACT

Cholesterol is one of the most important sterols in animal tissue in its free form or as
esters. This compound presents an unique behavior in relation to oxidation since it has
a double bond between carbons 5 and 6 of the cyclic structure, generating oxidation
products, the so called cholesterol oxides (COP's), especially when exposed to high
temperature, radical initiators, light, metal or a combination of these factors. Therefore,
the aim of this study was to study the impact of different antioxidants (sodium
erythorbate, citric acid and bixin) on thermal degradation of cholesterol in model
systems in the presence of metals (myoglobin) and fatty acids with different degrees of
unsaturation (oleic acid, eicosapentaenoic acid - EPA and palmitic acid) at constant O,
flow (10 ml/min). The effect of antioxidants, pro-oxidant and fatty acids was monitored
by the degradation of cholesterol and the consequent formation of COP’s, by the
changes in the fatty acid composition, as well as by the degradation of the antioxidants
added to model systems subjected to 130, 160 and 230°C. To evaluate the interaction
between cholesterol and the different compounds present in the model systems a
Plackett & Burman experimental design was carried out in each temperature. The
model system containing cholesterol, bixin, oleic acid and myoglobin (sample 11)
showed the highest degradation of cholesterol and concentration of COP’s. The lowest
degradation of cholesterol was observed in sample 1, containing cholesterol, sodium
erythorbate, citric acid and myoglobin. At 230°C, the samples that showed the lowest
degradation contained cholesterol, sodium erythorbate, citric acid and myoglobin
(sample 1) and sodium erythorbate, bixin and palmitic acid (sample 2). Five COP's were
identified and quantified in the model systems (7-keto, 7a-OH, 73-OH, 5,6a-epoxide and
5,6B-epoxide). The COP present in the highest content at 130°C and 160°C was 5,6-
epoxide, and at 230°C, 7-keto. These results demonstrated that a high formation of
COP’s is directly related to a high degradation of cholesterol at the studied

temperatures.

Keywords: cholesterol oxides, myoglobin, eicosapentaenoic acid, antioxidant, thermo-
oxidation.






iNDICE

RESUMO GERAL.....ooeeeeee et
ABSTRACT ..t

INTRODUGAO GERAL ..o eeeee e e eeseeeeeeseseseseeeeeeesesseseesseseesesenens

CAPITULO I = REVISAO DE LITERATURA........coooeoeeeeeeeeeeee e
1. Colesterol e Oxidos de COIESTEIOL. .. ...
2. Fontes dietéticas e absorgcédo de 6xidos de colesterol..........ccccvvviveeeeeeeennn.

3. Influéncia do processamento e composi¢céo na oxidagao do colesterol em

r= 1[0 0 T=T ) (o PP
4. Acéo dos antioxidantes na oxidagao do colesterol.........ccccceeeeeeeeiiiiiiiiinnnns
5. Pro-oxidantes e a oxidagao do colesterol..........oooccioiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e
6. Formacao de éxidos de colesterol em sistemas modelo............eeeeveveeeenn...
REIEIENCIAS. ... i e e e e

CAPITULO Il - INTERACAO ENTRE DIFERENTES COMPOSTOS NA
OXIDACAO DO COLESTEROL E FORMACAO DE OXIDOS DE
COLESTEROL ..o
YT U] 4T TR
1. Yoo [FTo = o TP RTPTPPRRPP
2. MateriaisS € METOAOS. ........ueee e et e e e e

2.1  Reagentes € SOIVENTES. .....coii e

Xi

15

18

21

25

39
41

42



Xii



2.2 Preparo das solugbes dos sistemas modelo..........cccceeviiiiiiiiiiiniiiieee e 44

2.3 Prepado dos sistemas MOdelO...........cooeiriiiiiiiiiiiii e 45
2.4  Quantificagdo do colesterol e 6xidos de colesterol.............ccceeeiiiiiiiennennn, 47
2.5 Determinagao de ACIA0S GraX0S.....ccouiiiiurriereriiiiieeeee e e e ereeeeee e e e eneeeea e e e e 49
2.6  Determinacao de acido citrico e eritorbato de SOdi0..........cccvveeveiveivireeeennnnn. 50
2.7  Determinagao de DiXiNa.............ueueiiiiiiiiiiiiiiaiiiie e 51

2.8  AnAlise eStatiStiCa......eeeiieeieiee e 51

3. ReSUNMAdOS € QISCUSSA0. ... .uuuueeiiiiieiiiiiiie e e e 52
3.1 Degradagao do COIESIErol.........coooiiiiiiiiiiie e 52
3.2 Formagéo de &xidos de COleSterol........ooi i 65
3.3 Confirmacao da identidade dos 6xidos de colesterol............ccccccvvvrvrvreeennnnn. 85
4. (@70 o o3 01T Lo TSR 89
Material SUPIEMENTAT. .......oo e e e 91

REFEIENCIAS. ..cei e e e e e e e e e e e e 103

CAPITULO Il - DEGRADACAO DO COLESTEROL E FORMAGCAO DE

OXIDOS DE COLESTEROL EM SISTEMAS MODELO SUBMETIDOS A

TEMPERATURA DE 230°C E FLUXO CONSTANTE DE Oo......ccooeeeeeeeeeeiins 111
=TS 1o o SRR 113
1. g oo [FTo7= o TSRS 114
2. Materiais € METOTOS. ....cciieeieeeiiee et e e e e e 116
2.1 Reagentes € SOIVENIES........ooo i 116
2.2  Preparo das solugdes dos sistemas modelo............cccceeeciiiiiiiiiiiiiien e, 116

Xiii



Xiv



2.3  Preparo dos sistemas Modelo...........ooooiiiiiiiiiiiii e 117
2.4  Quantificacao e confirmacao do colesterol e éxidos de colesterol............... 120
2.5 Determinagao de ACIA0S GraX0S....ccuuuiiiurreeeeeiiiiieeiee e e erieeeeae e e ssneeeeeeeeeenns 121
2.6  Determinacao de acido citrico e eritorbato de sOdi0..........cccvveeeveveiiireeeennnnn. 121
2.7  Determinagao de DiXiNa............ueeeieiiiiiiiiiiiiii e 122
2.8  AnAlise eStatiStiCa.....cci e 123
3. ReSUltad0oSs € QISCUSSA0......uuuuiiiiiiiiiiiieeee e et e e e e e e e e e 123
3.1 Degradagao do COIESterol...........oooiiiieeeeee e 123
3.2 Formagéo de 6xidos de COleSterol........oou i 130
3.3 Confirmagéo da identidade dos 6xidos de colesterol...........ccccoovivieeeennne. 138
4. (@70 o o3 [0 1= Lo 1T 143
Material SUPIEMENTAT.........ooiiiiiiee e 145
REFEIENCIAS. .. e e e e s as 153
CONCLUSAQO GERAL......oiiiiieeiieieieeeisteeisee st 161

XV



XVi



AGRADECIMENTOS

A Deus, por guiar meus passos e estar ao meu lado incondicionalmente.

A minha familia, pelo amor acima de tudo e pelo incentivo & minha formagéo,
nao medindo esforgos para que minhas escolhas fossem realizadas.

A Profa. Dra. Neura Bragagnolo pela orientacdo durante a execugdo da minha
tese de doutorado, o qual contribuiu para meu crescimento profissional.

Aos amigos do Laboratério de Quimica de Alimentos (FEA — Unicamp), pela
convivéncia, amizade e aprendizado: Adones, Adria, Aline, Ana Augusta, Bruno,
Camila, Daniele, Débora, Eliseu, Fabiane, Fernanda, Gilsandro, Hugo, Karla, Kleidson,
Lilian, Lizziane, Lucas, Marcella, Mery, Naira, Poliana, Regiane, Renan, Sarah,
Rosemar e Walkiria. Aos amigos da FEA Michelle, Georgia, Marcio, Poliane e Larissa e
tantos outros, por toda a amizade.

Em especial a Fernanda e a Michelle que foram extremamente especiais, por
dividirem ndo somente a casa, mas também a amizade, 0 companheirismo, as alegrias
e as tristezas, sempre me incentivando. Muito obrigada meninas!!!

Aos membros, titulares e suplentes da banca pelas contribuigbes, criticas e
sugestoes.

A Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP e ao Departamento de
Ciéncia de Alimentos pela estrutura para o desenvolvimento desse trabalho.

A FAPESP (Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo) pelo

auxilio financeiro.

XVii



XViii



INTRODUCAO GERAL

O colesterol € um composto biolégico importante, responsavel pela sintese de
hormdnios sexuais, de vitamina D3, e de acidos biliares, bem como pela manutencao
da permeabilidade da membrana celular (Chien et al., 2006; Lee et al., 2008).

O colesterol comporta-se de maneira particular em relacao a oxidacao devido a
ligacdo dupla e ao grupamento hidroxila presentes nas posicbes 5 e 3,
respectivamente, da estrutura ciclica, originando os produtos de oxidagédo do colesterol
ou COP’s (Smith, 1987), sendo passivel de sofrer oxidagdo quando exposto a varias
condicbes como, temperaturas elevadas, ar, iniciadores de radicais, luz, metais ou a
combinacgao destes fatores.

A sua estabilidade térmica esta associada ao bindmio tempo e temperatura,
sendo reduzida com o aumento destes parametros. Quando o colesterol é aquecido em
presenca de oxigénio ocorre a sua auto-oxidacdo, processo pelo qual ocorre
principalmente a formagdo de COP’s, cuja relevancia toxicolégica resulta de seus
efeitos potencialmente aterogénicos, citotoxicos e mutagénicos e possivelmente
carcinogénicos (Guardiola et al., 1996; Leonarduzzi et al., 2002; Osada, 2002; Garcia-
Cruset et al., 2002).

A auto-oxidagao do colesterol € um processo de reacdées em cadeia, baseado na
formacdo de radicais, semelhante a auto-oxidacdo dos lipidios insaturados. Os
hidroperoxidos formados durante a oxidacao lipidica dos acidos graxos podem ser
necessarios para a iniciacao da oxidagao do colesterol (Smith, 1987).

Diferentes processos tecnoldogicos ou mesmo empregados na preparacao

domeéstica dos alimentos, como cozimento em agua, em forno elétrico ou convencional



a gas, micro-ondas, grelha, fritura, secagem em spray dryer, além do armazenamento a
temperatura ambiente, de refrigeracdo ou congelamento podem interferir diretamente
na velocidade de formagao dos COP’s.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto de
diferentes antioxidantes (bixina, acido citrico e eritorbato de sddio), acidos graxos com
diferentes graus de instauracdo (acido palmitico, acido oleico e &cido
eicosapentaenoico — EPA) e pré-oxidante (mioglobina) na auto-oxidacao do colesterol e
a formacdo de COP’s. Para tanto, foram desenvolvidos sistemas modelo de acordo
com um planejamento experimental Plackett & Burman. Esses sistemas foram
submetidos ao aquecimento em diferentes temperaturas (130, 160 e 230°C) sob fluxo
constante de O.. Para atingir os objetivos foram realizadas analises de colesterol,
COP's e monitoradas as degradacdes ocorridas com os antioxidantes, acidos graxos e

pro-oxidante.
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CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA






1. Colesterol e 6xidos de colesterol

O colesterol é um lipidio tetraciclico de crescente importancia bioldgica,
descoberto em 1758 e nomeado de “cholesterine” por Christian Chevreul, em 1815
(Poirot e Silvente-Poirot, 2012). O colesterol, sintetizado a partir da dieta afeta
largamente as propriedades biofisicas das membranas e as fun¢des celulares em uma
variedade de vias sintéticas, incluindo a dos acidos biliares, horménios e, através de
seu precursor 7-dehidrocolesterol, a sintese de vitamina D. A maioria dessas acdes sao
associadas com a oxidagcao do colesterol ocorrendo por via enzimatica ou mecanismos
nao enzimaticos (luliano, 2011).

A molécula de colesterol ndo é reativa por si s6, tendo que passar por mudangas
estruturais para adquirir reatividade suficiente para que se oxide. Neste contexto, séo
formados varios produtos da oxidagdo, denominados éxidos de colesterol (COP’s).
Esses produtos sao de interesse como mediadores reativos e de alteracdes estruturais
do sistema vascular podendo aumentar a incidéncia de aterosclerose (Imai et al., 1980;
Schroepfer Jr., 2000).

Os COP’s sao produzidos através de reacdes enzimaticas que refletem a
existéncia de uma via metabdlica, mas também sao produzidos através de mecanismos
de auto-oxidacdo ndo enzimaticos, que sao associados com patologias inflamatérias
(Schroepfer Jr., 2000). No entanto, é interessante notar que a maioria dos COP’s
podem ser produzidos através de reacdes quimicas, sendo caracterizados antes
mesmo da descoberta das enzimas responsaveis pela sua biossintese (Smith, 1996).

A oxidagcdo nado enzimatica dos COP’s é mediada, de maneira geral, por

espécies reativas pro-oxidantes (Hodis et al., 1991; Hodis et al., 1992). Além das



espécies reativas de oxigénio (ROS) envolvidas na auto-oxidacdo do colesterol
exdgeno, em tecidos animais, a mesma pode também ser mediada por radicais
derivados da peroxidacao lipidica como, peroxila (ROO-) ou alcoxila (RO-) (Smith e
Johnson, 1989).

Em mamiferos, a principal via enzimatica envolvendo o colesterol é a sua mono-
hidroxilacdo na sintese de &cidos biliares e de hormdnios esterdides, e duas enzimas
chave da biossintese dos acidos biliares sdo as responsaveis, a 27-hidroxilase e a 7a-
hidroxilase (Russell e Setchell, 1992). A enzima 27-hidroxilase desempenha um
importante papel na degradacdo hepatica da cadeia lateral de colesterol, durante a
formacao de acidos biliares (Bjorkhem et al., 1994; Bjérkhem, 1992). Esta enzima esta
presente ndo s6 nos hepatécitos, mas também em varios outros tipos de células,
incluindo leucdcitos e células endoteliais. A sintese de 7a-hidroxilados no figado é
mediada por duas vias distintas que envolvem 7a-hidroxilase. Os oOxidos 7a-
hidroxicolesterol (7a-OH) e 7B-hidroxicolesterol (73-OH) podem ser gerados por esta
enzima, com a eventual participacdo da inversdo enzimatica entre os dois epimeros
(Smith, 1996). Por exemplo, no figado ocorre a conversao enzimética de colesterol em
7-cetocolesterol (7-ceto) e de 7-ceto em 7p3-OH. A contribuicdo real da via enzimatica e
nao enzimatica para a quantidade total de COP’s encontrados in vivo permanece
incerta, mas o que prevalece é que ambos 0s caminhos podem ter um impacto
biolégico consideravel (Leonarduzzi et al., 2002).

A susceptibilidade do colesterol a oxidagao ndo enzimatica gerou um interesse
consideravel nos COP’s como potenciais marcadores para o estudo nao invasivo de

estresse oxidativo in vivo. O interesse nos COP’s decorre da atividade biolégica dos



mesmos, o que pode ser util para elucidar as vias fisiopatolégicas de doencas humanas
e para o desenvolvimento de farmacos (luliano, 2011).

A tabela 1 mostra a origem dos COP’s no plasma e tecidos.

Tabela 1 — Origem dos COP’s no plasma e tecidos

FONTE EXOGENA
DIETA:

- Presente nos alimentos (carnes, ovos, leite, etc.);

- Formados por auto-oxidacdo dos alimentos (induzida pelo calor,

exposicao a luz, refrigeracao).

FONTE ENDOGENA
VIA ENZIMATICA:

- 7Ta-hidroxilase;

- 27-hidroxilase;

- 7-cetona desidrogenase;

- 5,6a-epoxidase;

VIA NAO ENZIMATICA:

- Ataque por espécies reativas de Oy;

- Ataque por radicais peroxila e alcoxila da peroxidacao lipidica;
- Sistema leucécito/H,O,/HOCI.

(Fonte: Leonarduzzi et al., 2002)

2. Fontes dietéticas e absorcao de oxidos de colesterol

O colesterol esta presente em diversos alimentos como carnes (bovina, suina,
aves e peixes), leite e ovos e todos esses alimentos sdo susceptiveis a oxidacao, em
especial aqueles que sao desidratados, submetido a radiacdo ou temperaturas
elevadas, ou preparados na presenca de oxigénio. Sob todas estas condigdes, os
alimentos sdo expostos a ROS, como oxigénio singlete ('0,), peréxido de hidrogénio

(H20,), radical hidroxila (HO-) e 0z6nio (O3). Nao sé o processamento, mas também o



armazenamento por longos periodos de produtos que ndo estdo sob vacuo, aumentam
significativamente a formacdo de COP’s. Os COP’s mais abundantes em alimentos
processados sao o 7-ceto, o 7a-OH, o 73-OH, o 5,6a-epoxicolesterol (5,6a-ep6xido), o
5,6B-epoxicolesterol (5,6B-epdxido) e o colestanotriol (triol). J& o 25-hidroxicolesterol
(25-OH), o 19-hidroxicolesterol (19-OH), o 20a-hidroxicolesterol (20a-OH), o 3B-hidroxi-
5,6a-colestanona e a 3B-hidroxi-5,6a-dihidroxicolestanona estdo presentes em
quantidades muito baixas nos alimentos (Leonarduzzi et al., 2002).

Estudos em seres humanos e animais tém demonstrado que os COP’s ingeridos
através da dieta sdo absorvidos principalmente no trato intestinal superior e, em
seguida, transportados pelo plasma dentro dos quilomicrons. Apés a lipdlise, pela acao
da lipoproteina lipase endotelial, os excessos sado rapidamente eliminados pelo figado.
Ainda existe discrepancia com relacao a taxa de absor¢ao dos COP’s em comparagao
com a de colesterol ndo oxidado, sendo relatado na literatura que a absorgao de COP’s
pode ser superior, inferior ou semelhante a do colesterol ndo oxidado (Leonarduzzi et

al., 2002).

3. Influéncia do processamento e composicao na oxidacao do colesterol em
alimentos

Os consumidores modernos exigem alimentos nutritivos com propriedades
funcionais. No entanto, a oxidacdo € uma das principais causas da deterioracdo de
alimentos de origem animal contendo lipidios, através dos seus efeitos negativos na
qualidade sensorial e valor nutritivo, podendo também ser responsavel pela producao

de compostos toxicos (Ghiretti et al., 1997). A formacao de produtos secundarios de

10



oxidacao do colesterol em carnes € de grande preocupacao, pois estes compostos sao
conhecidos por serem absorvidos a partir de fontes alimentares (Emanuel et al., 1991).

Varios fatores, como a composicao lipidica, as condigcdes de processamento, a
presenca das substancias pro-oxidantes, as condigbes de armazenamento
(Leonarduzzi et al., 2002) ou a irradiacao (Boselli et al., 2005) podem influenciar a
oxidacao do colesterol. As praticas nos processamentos de carnes, como cortar e
cozinhar rompem as membranas das células, facilitam as interacées de acidos graxos
insaturados com pro6-oxidantes podendo acelerar a oxidacado de lipidios como acidos
graxos e colesterol (Flaczyk et al., 2006).

Os principais tratamentos térmicos empregados em alimentos ricos em
colesterol utiliza o binbmio tempo x temperatura para garantir que se atinja o objetivo
desejado. Dessa forma, as condi¢cdes dependem da matriz utilizada e também do
processamento. De modo geral, quanto menor o tempo de exposicao é utilizada uma
maior a temperatura. E ao contrario no armazenamento, quanto menor a temperatura
maior sera o tempo de armazenamento que podera ser empregado. Quanto maior a
temperatura atingida, maior sera a degradacdo e formacdo de COP’s. Porém, se o
tempo de aquecimento for elevado podera ocorrer a degradacdo nao apenas do
colesterol, mas também dos produtos da oxidagéo, dando origem assim a outros COP’s
e produtos ainda desconhecidos (Park e Addis, 1986). Desta forma, a degradacao do
colesterol durante o processamento pode levar a formacéao, além de COP’s, de outros
produtos de maior peso molecular, como polimeros e outros compostos ainda néo

identificados (Kim e Nawar, 1993; Hur et al., 2007).
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Em temperaturas abaixo do ponto de fusdo do colesterol (140°C) podem-se citar
alguns processos domésticos que podem ser empregados, como cozimento em agua,
em grelha ou em micro-ondas, considerando assim, o comportamento do colesterol no
seu estado natural em que se encontra nas matrizes alimenticias, sendo portanto
susceptivel as interacbes com outros compostos como acidos graxos, pigmentos
naturais, vitaminas, minerais, entre outros que possam compor os alimentos (Guardiola
et al., 1995). Acima do ponto de fusdo, quando o colesterol deixa de ser sélido, a auto-
oxidacao ocorre mais rapidamente, podendo ocorrer também a degradacdo dos
produtos dessa reacao. Nesta faixa de temperatura, encontram-se ainda alguns outros
processos como a secagem em spray dryer, a fritura e 0 uso de forno convencional a
gas ou elétrico que podem atingir temperaturas até 250°C e, dependendo do tempo
empregado nesses tratamentos térmicos mais intensos, pode ocorrer uma maior
oxidacao e degradacao do colesterol, bem como a degradacao dos éxidos formados.

Grande parte dos trabalhos publicados na literatura mensura a oxidacdo do
colesterol como teor total de Oxidos, referindo-se a soma dos principais COP’s
encontrados nos alimentos, sendo eles 7-ceto, 7a- e 73-OH, 25-OH e 5,6a- e 5,6B-
epoxidos e, de outros ndo tdo comumente encontrados, como o triol (McCluskey et al.,
1997). Em geral, o 7-ceto é formado preferencialmente, sendo o 6xido de colesterol
com maior incidéncia nos alimentos submetidos a tratamento térmico. Este tem sido
utilizado como marcador da oxidagao do colesterol (Nouroozzadeh e Appelqvist, 1988;
Pie et al., 1990; Rodriguez-Estrada et al., 1997; Galvin et al., 2000). Entretanto, o 7-
ceto pode se degradar (Rodriguez-Estrada et al., 1997) e apenas a sua quantificacao

pode subestimar a oxidagao do colesterol.
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Condicbes drasticas de processamento como 0 emprego de altas temperaturas
(acima de 100°C) de aquecimento por periodos de tempo acima de 10 min ou
armazenamento por tempo prolongado (acima de 6 meses) a altas temperaturas
(geralmente em temperaturas acima de 20°C), sdo responsaveis pela formacao de
COP’s em leite e derivados como manteiga, queijos, creme de leite, entre outros
(Sieber, 2005). Pikul et al. (2013) avaliaram a alteracdo do colesterol e formacao de
COP’s durante o armazenamento de leite UHT bovino e caprino. Independentemente
do tipo de leite e das condicbes de armazenamento, observou-se um aumento
significativo nas quantidades totais de COP’s apés 6 meses de estocagem. Os
resultados demonstraram que a temperatura e o tempo foram os fatores mais
importantes para essa formagdo. Alguns autores observaram que, durante o
aquecimento de manteiga ha um aumento crescente no teor de COP’s em fung¢ao do
aumento do tempo de exposicao e da temperatura de aquecimento. Quando aquecida
por 30 min em temperatura entre 170-180°C apresentou maior incidéncia de 7-ceto (Pie
et al., 1990; Rose-Sallin et al., 1997) enquanto a temperaturas mais altas (205-210°C,
30 min), a maior incidéncia foi de 73-OH (Rose-Sallin et al., 1997).

Produtos preparados a base de carnes como hamburgueres e alméndegas sao
bastante susceptiveis a formagdo de COP’s. Larkeson e colaboradores (2000)
determinaram teores de colesterol em amostras de alméndegas cruas e pré-fritas e em
hamburgueres pré-fritos (50% de carne bovina + 50% de carne suina) e crus (100%
carne bovina). Seis COP’s foram encontrados nas amostras, entre eles: 7a- e 73-OH,
7-ceto, 5,6a- e 5,6B-epoxidos e triol. A maior incidéncia de 6xidos nas alméndegas

pode ser explicada pela alteracdo na composicdo de acidos graxos, ja que foram
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formuladas com uma mistura de carne suina e bovina (50% de cada), enquanto o
hamburguer foi fabricado com 100% de carne bovina. Durante o armazenamento (-
20°C) destes produtos o teor total de COP’s aumentou apdés 1 e 2 semanas de
armazenamento, respectivamente. Este estudo mostrou que as carnes preparadas na
hora do consumo apresentam menores quantidades de COP’s em comparagido com
carnes armazenadas mesmo que por pequenos periodos de tempo como 1 ou 2
semanas.

Em trabalho desenvolvido com peito de frango grelhado a 220°C por 20 min,
Mariutti et al. (2008a) observaram que as amostras apresentaram um teor total de
oxidos 60 % maior (27,1 pg/g) que o encontrado no peito de frango cru, sendo a maior
formagdo de 7-cetocolesterol, correspondendo a 35 % dos Oxidos totais e uma
pequena reducéo de 8 % de 22 R-OH.

Os peixes, de maneira geral, também podem estar sujeitos a formacao de
COP’s. Saldanha (2006) analisando amostras de bacalhau seco e salgado observou a
diminuicao significativa das concentracées dos acidos eicopentaenoico (EPA) e DHA
(docosaexaenoico) durante o armazenamento em presenca de luz. As analises
demonstraram também que houve aumento nos niveis de COP’s sendo estes
influenciados principalmente pela fotoxidacdo. Em estudo realizado com pescadas e
sardinhas congeladas e posteriormente grelhadas a 165°C/4 min, houve um
decréscimo acentuado nas concentragcdes de colesterol e de acidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados, principalmente dos acidos graxos da familia n-3,
EPA e DHA com simultédnea elevagédo dos teores de 19-OH, 22S-OH, 24S-OH, 225-

OH, 7-ceto e 25R-OH (Saldanha et al., 2008). Assim como 0s peixes, 0 camarao
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também & bastante susceptivel a oxidagdo. Simon et al. (2012), em trabalho
desenvolvido com camarao pitu frito a 160°C por 5 min, verificaram que a quantidade
dos éxidos encontrados (7-ceto e triol) permaneceu praticamente inalterada, quando se
compara as amostras cruas com as fritas.

Nao se sabe exatamente qual parametro é o mais impactante na oxidacao do
colesterol e formacdo de COP’s, se o tempo de exposicdo, a temperatura ou a
combinacdo de ambos, em funcdo do tipo de transferéncia de calor que ocorre em

cada processo.

4. Acao dos antioxidantes na oxidacao do colesterol

Segundo a definicdo de Halliwell e Guteridge (1999), antioxidante é uma
substancia que, quando se encontra em baixas concentracées comparadas com as do
substrato oxidavel, previne ou retarda a reacao de oxidacdo. Os mecanismos através
dos quais os antioxidantes, em alimentos, exercem sua a¢ao podem ser divididos em
duas possiveis vias: reagdes de transferéncia de um atomo de hidrogénio (Hydrogen
Atom Transfer, HAT) ou de transferéncia de um elétron (Single Electron Transfer, SET)
(Prior et al., 2005). Ainda tém-se os agentes quelantes/seqlestrantes que complexam
ions metalicos, principalmente cobre e ferro, que catalisam a oxidagao lipidica. Um par
de elétrons ndo compartilhado na sua estrutura molecular promove a agdo de
complexagdo. Os mais comuns sao acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de acido
etileno diamino tetra acético (EDTA) (Bailey, 1996; Labuza & Dugan, 1971).

Ao contrario da reagdo HAT, na reacao SET o antioxidante transfere um elétron

para reduzir o composto, incluindo metais, carbonilas e radicais. Os compostos
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fendlicos e os carotenoides podem atuar como antioxidante primario, reagindo
diretamente com os radicais, e formando um novo radical menos reativo que o radical
inicial ou reagir como antioxidante secundario regenerando ou potencializando outros
sistemas antioxidantes, como certas enzimas (Gorinstein et al., 2000). Os carotenoides
podem ainda capturar radical peroxila mediante transferéncia de elétrons ou sequestro
de atomos de hidrogénio, estes mecanismos levam a formagdo de uma grande
variedade de radicais carotenoides (Choe & Min, 2006). Em funcao da posicao que o
carotendide ocupa na membrana lipidica (estando orientado para fase aquosa ou para
a organica), na reagdo de um mesmo carotenoide com um mesmo radical, podem
surgir diferentes produtos (EI-Agamey et al., 2004).

Por outro lado, os carotenoides sao reconhecidamente eficientes na
desativagdo do oxigénio no estado singlete ('O5) (Di Mascio et al., 1989; Montenegro et
al, 2004; Rios et al., 2007). Sua capacidade de desativacdo depende do numero de
ligagdes duplas conjugadas presente na cadeia poli€nica do carotenoide, e podem
apresentar efeitos sinergisticos com outros antioxidantes como a vitamina E ou C
(Stahl & Sies, 2005).

Ja os ascorbatos sdo os agentes redutores capazes de inibir a oxidacdo de
lipidios por inativacdo de radicais (Decker & Mei, 1996); a adicdo de ascorbato em
alimentos frescos também pode manter a mioglobina no seu estado reduzido (ferroso)
(Shivas et al., 1984). O efeito final de ascorbatos na estabilidade oxidativa parece ser
dependente da concentragdo. Baixas concentracées de ascorbato podem gerar um
efeito pro-oxidante (Ramanathanm & Das, 1992; St. Angelo et al., 1988), enquanto que

altas concentracdes de ascorbato parecem ser antioxidante (Shantha, et al., 1994; St.
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Angelo et al.,, 1988). O eritorbato (D-isoascorbato) € um esterecisébmero do acido
ascérbico com potencial redox semelhante, sendo comumente adicionado aos
alimentos (Lee et al., 2005).

A oxidacdo do colesterol pode ser minimizada ou retardada pela acdo de
compostos que reduzem a formacéao dos radicais ou atuam quelando metais presentes
no meio (Maraschiello et al., 1998; Castro et al., 2011).

A adicédo de antioxidantes sintéticos como o galato de propila, butil-hidroxianizol
(BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) (Morgan e Armstrong, 1987), palmitato de ascorbila
(Huber et al. 1995) e antioxidantes naturais como os condimentos (Bragagnolo et al.,
2007; Mariutti et al., 2008b; Bragagnolo, 2009; Mariutti, 2009) s&o utilizados para
retardar ou prevenir as reagdes de oxidacgao lipidica nos alimentos.

O uso de antioxidantes pode reduzir ou até inibir a formagdo de COP’s no
processamento de carnes. Produtos como o eritorbato de sddio foram atribuidos como
responsaveis pela conservacao de produtos derivados de carne, de frango, de carne
processadas termicamente e de peru (Baggio et al., 2005; Baggio e Bragagnolo, 2006;
Baggio e Bragagnolo, 2008).

A capacidade antioxidante de antocianinas e tocoéis (tocoferol e tocotrienol) de
extratos de farelo de arroz preto foi avaliada utilizando emulsdes contendo colesterol ou
6leo de peixe. As emulsdes foram preparadas com diferentes concentracoes dos
extratos de antocianinas e de tocois. Esses sistemas foram aquecidos em banho-maria
a 37°C e as amostras foram retiradas para analise em 0, 1, 2, 3, 5 e 7 dias. Os
resultados mostraram que as emulsdes contendo extratos de antocianinas e tocbis

foram capazes de reduzir a formagao de COP’s quando comparados com emulsdes
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sem adicdo de antioxidantes. Em comparacao com o extrato de tocéis, o extrato de
antocianinas, apresentou uma capacidade relativamente maior da estabilizagdao do
colesterol, mas com menor inibicdo da oxidacao dos &cidos graxos (Zhang et al., 2013).

Os antioxidantes naturais como a combinagéo de sélvia (0,2 % m/m), orégano
(0,2 % m/m) e mel (5 ou 10 % m/m) foram capazes de reduzir a oxidagao lipidica em
coxas e peito de frango cozidos refrigerados e armazenados por 48 e 96 horas a 4°C.
Apenas vestigios de 25-OH, 7-ceto, 7a-OH e 7B3-OH foram encontrados (Sampaio et

al., 2012).

5. Pré-oxidantes e a oxidacao do colesterol

Pr6-oxidantes sao substancias enddgenas ou exdgenas que possuem a
capacidade de oxidar moléculas-alvo (Cerqueira et al., 2007). Metais de transicao
reduzidos sao pré-oxidante, pois podem catalisar a oxidacao de lipidios por reducao de
hidroperdxidos a radicais alcoxila, resultando, assim, na propagacao da reacao (Zhou e
Elias, 2013). Outros fatores como luz, pressao, presenca de O, também podem
apresentar efeito pro-oxidante.

Diversos trabalhos reportados na literatura mostram que os ions metélicos como
Fe*?, Fe*3, Cu*', Cu*?, Cd*? podem acelerar a oxidacao lipidica.

Thanonkaew et al. (2006) analisaram o efeito de diferentes ions metélicos
(cloreto de Fe*?, Cu*', Cu*? e Cd*?) em diferentes concentracdes (0, 5, 25 ppm) na
oxidacao lipidica, descoloracdo e propriedades fisico-quimicas de peixe (Sepia
pharaonis) submetidas a varios ciclos de congelamento e descongelamento. A

oxidagao lipidica, determinada por TBARS, aumentou dependendo da concentragao,
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do tipo e da valéncia do fon metélico. Esta foi induzida de forma mais eficaz por Fe*? e
seu efeito pré-oxidativo mostrou-se dependente da concentragdo. Cu*!, Cu*? e Cd*?
apresentaram um efeito insignificante na oxidacao lipidica. O aumento da oxidacao
lipidica com adicao de ferro foi coincidente com o aumento nos valores b* (amarelo),
especialmente com o aumento dos ciclos de congelamento-descongelamento.

Colakoglu (2007) avaliou a cinética de oxidacao do 6leo de soja contendo 1%
(m/m) de monooleina, 1% (m/m) de acido estearico e 0,005% (m/m) de cloreto de Fe*®
submetida a 55°C sob incidéncia de luz. As taxas de oxidacao foram determinadas pelo
consumo de oxigénio e formacao de peroxido. O consumo de oxigénio e a formacao de
peréxidos a 55°C, sob luz foram influenciadas pela adicdo de monooleina, acido
estedrico e cloreto de Fe*®. A monooleina aumentou a taxa de consumo de oxigénio, ja
0 4cido estearico e o Fe*® diminuiram essa taxa. A eficiéncia pré-oxidativa observada
foi da ordem de cloreto de Fe*® > monooleina = acido estearico.

Tokur e Korkmaz (2007) investigaram os efeitos de um sistema de geracao de
radicais hidroxila (TBARS) induzida por oxidacao catalisada por sulfato de ferro (0,5
mM) e peroxido de hidrogénio (1 mM) sobre os lipidios e as proteinas da sardinha,
anchova e peixe azul. Os resultados demonstraram que os sistemas utilizando ferro
estavam envolvidos na oxidacao de lipidios e proteinas em peixes, podendo implicar
em alteracdes funcionais, sensoriais € na qualidade do peixe processado. Parece que a
oxidagdo de proteina, através de um sistema catalisado por ferro, mostrou-se,
dependente das espécies de peixes. No entanto, investigacbes mais detalhadas, com
base em testes especificos da espécie, devem ser realizadas para determinar o efeito

de sistemas de geracao de radicais livres.
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A incidéncia de luz, como lampadas fluorescentes (3000 a 6000 K) também é
capaz de aumentar a formacao de COP’s, e esta formacdo depende do tempo de
armazenamento das amostras e da incidéncia de luz. Boselli et al. (2005)
demonstraram que peito de peru a formacao de 6xidos foi maior quando as mesmas
foram expostas a lampadas de 6000 K, durante 7 dias, com maior incidéncia de 7-ceto,
correspondendo a um terco da quantidade total de 6xidos. J& Cardenia et al. (2011)
confirmaram a maior incidéncia de éxidos em carne suina expostas a luz (lampadas
fluorescentes de 3800 K, durante 3 dias a 8°C), quando comparadas com amostras
armazenadas na auséncia de luz.

Alguns autores mostraram que a temperatura juntamente com cloreto de sédio
(NaCl) tem uma influéncia sobre as reacdes bioquimicas que ocorrem em carnes.
Lytras et al. (1999) verificaram que a forga ibnica na carne pode influenciar a
temperatura na qual ocorre a desnaturacao da mioglobina. No entanto, até agora, a
informacao sobre a interacao entre a temperatura e o NaCl para a oxidacao de lipidios
€ muito limitada. Jin et al. (2012) investigaram a interacdo da temperatura e de NaCl
sobre a oxidacao lipidica em carne de porco. Os resultados deste estudo mostram que
a temperatura e o NaCl tiveram efeito significativo sobre a oxidagcédo, sendo que a
temperatura mostrou um efeito relativamente grande sobre a oxidacao. O ponto 6timo
determinado neste estudo mostrou que em temperatura de 35°C e nivel médio de NaCl

(2,77 %) poderia efetivamente acelerar a oxidagao lipidica.
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6. Formacao de 6xidos de colesterol em sistemas modelo

Os sistemas modelo de colesterol vém sendo Uteis na elucidacdo dos
mecanismos de oxidacdao do mesmo, visto que as matrizes alimenticias sdo complexas,
e compostos como antioxidantes, proteinas, acidos graxos, metais, entre outros,
podem causar interferéncias (Chien et al., 2004; Xu et al., 2005; Chien et al., 2006; Yen
et al., 2010; Nogueira, 2011; Barriuso et al., 2012; Ansorena et al., 2013).

Sao reportados na literatura trabalhos que mostram sistemas-modelo de
colesterol, submetidos a diferentes tratamentos, em diferentes temperaturas (80 a
230°C), em condi¢des variadas de iluminacao, tempo de aquecimento, tipos de acidos
graxos, presenca ou auséncia de oxigénio, colesterol puro e seco ou mesmo em
misturas com O6leos inertes ou comestiveis e ainda em parte da fracao lipidica extraida
de alimentos (Kim e Nawar, 1991; Chien et al., 2006; Yen et al., 2010; Nogueira, 2011;
Barriuso et al., 2012; Ansorena et al., 2013).

Na maioria dos trabalhos em que o colesterol é aquecido puro, solucées do
colesterol sdo preparadas em solvente organico (posteriormente evaporado) e entao
submetidas a aquecimento controlado. Geralmente o colesterol encontra-se em estado
sélido, entre temperatura ambiente e 100°C, sendo, portanto, bastante estavel (Smith,
1987; Kim e Nawar, 1993). Os autores concluiram que a velocidade de degradacao
depende da concentracéo inicial de colesterol no sistema.

Os lipidios oxidados ou em processo de oxidagdo interagem de uma maneira
complexa, e este fato tem deixado muitas davidas para a comunidade cientifica. Alguns
estudos mostram as interacées que ocorrem entre o colesterol e os acidos graxos,

embora ainda ndo se possa concluir definitivamente qual composto favorece a
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oxidacao do outro. Com esse intuito, Kim e Nawar (1991) avaliaram o comportamento
do colesterol seco frente a triacilglicerdis (TAG) a 130°C e observaram que o colesterol
sozinho oxida-se menos do que na presenca dos TAG. De acordo com os autores uma
possivel explicacdo seria a de que os TAG se oxidam primeiro, liberando radicais e
peréxidos no meio e estes contribuem para a reagdo de oxidacao do colesterol, além
disso, os TAG se fundem primeiro, deixando o colesterol numa mistura liquida,
favorecendo a oxidacao do colesterol mesmo a temperaturas abaixo do seu ponto de
fuséo.

Em trabalho realizado por Ansorena et al. (2013) foi avaliada a influéncia do grau
de instauracao de 4 diferentes triacilglicerdis: triestearina, trioleina, trilinoleina e
trilinolenina, sobre a oxidacdo de colesterol a 180°C. Os resultados mostraram que o
colesterol foi degradado mais rapidamente na presenca de triacilgliceréis do que
quando aquecido sozinho, além disso, quanto mais insaturado o triacilglicerol, mais
lenta foi a degradagédo do colesterol. Foram formados, tanto COP’s quanto peréxidos
durante o tempo de aquecimento. As concentragdes maximas de COP’s foram
alcancadas em 20 min quando o sistema modelo continha apenas colesterol e em 120
min nos sistemas contendo colesterol + triestearina e colesterol + trioleina. O 7-ceto foi
o principal 6xido encontrado na maioria dos casos durante o tratamento.

Chien et al. (2006) investigaram a inibicdo da oxidacao de colesterol induzida
pelo calor (150°C) na presenca de quercetina. Os resultados mostraram que, na
auséncia de quercetina, a concentragdo de COP’s aumentou com o aumento do tempo
de aquecimento. A baixa quantidade (0,002 %) de quercetina adicionada foi eficaz na

inibicado da formacédo de COP’s durante o periodo inicial de aquecimento, porém apds o
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aquecimento prolongado a atividade antioxidante decaiu devido a degradagcdo de
quercetina. Quando utilizando modelos de regressao nao linear para o estudo cinético
desta oxidacdo, na auséncia de quercetina, a epoxidacdo apresentou a maior
constante cinética, seguida pela reacdo em cadeia de radicais > reducdo >
desidratacdo > desidrogenacdo do triol > desidrogenacdo > degradacao térmica >
formacao de triol. No entanto, na presenca de quercetina, as constantes cinéticas para
a epoxidacao, reacao em cadeia de radical, e a degradacao térmica foram reduzidas
significativamente, demonstrando a eficacia da quercetina como antioxidante.

Yen et al. (2010) desenvolveram uma metodologia utilizando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) para a separacao simultanea
de colesterol, COP’s e dois acidos linoleicos conjugados (9-cis, 11-trans-CLA e 10-
trans,12-cis-CLA) em sistemas modelo de colesterol, e avaliaram a estabilidade do
sistema durante o aquecimento. Os resultados monstraram que a estabilidade dos
niveis de colesterol e do acido linoleico conjugado foi preservada a 100°C, no entanto,
a degradacéo foi significativa quando elevou-se a temperatura para 150°C.

Nogueira (2011) estudou sistemas modelo contendo colesterol, acidos graxos
(acido linolénico, estearico) e antioxidantes (vitamina E, TBHQ e [B-caroteno), sob
diferentes temperaturas (140, 180 e 220°C). De modo geral, os resultados
demonstraram que ambos os acidos graxos aceleraram a degradacao do colesterol. Ja
em relagdo aos antioxidantes, os mesmos demonstraram-se dependentes da
temperatura; a vitamina E apresentou visivel protecdo a 140°C, a 180°C apresentou
tendéncia a protecédo e a 220°C nao influenciou na protecao contra a oxidagao; o TBHQ

reduziu ligeiramente a oxidacdo do colesterol a 220°C, ndo apresentou influéncia
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contra a oxidacao a 180°C e a 140°C acelerou a sua oxidagao; o B-caroteno foi capaz
de reduzir a velocidade de degradagcdo do colesterol a 140°C, no entanto a 180 e
220°C nao apresentou diferenca quando comparado com o sistema modelo controle
(somente colesterol).

Colesterol e fitoesterdis podem ser oxidados sob condicées de aquecimento
formando produtos de oxidagdo de esterdis (POP’s), conhecidos por seus efeitos
nocivos incluindo a aterosclerose, a citotoxicidade e mutagénese (Larsson et al., 2006;
O’Callaghan et al., 2010; Roussi et al., 2007). Estudo realizado por Barriuso et al.
(2012) avaliaram a degradacao do colesterol e esterdis em sistemas modelo contendo
colesterol e trés esterdis de plantas durante aquecimento por 360 min a 180°C. A
formagéo e posterior degradagédo de POP’s foi analisada por CG-MS. Os resultados
revelaram uma susceptibilidade a degradacdo do esterol de acordo com a seguinte
ordem decrescente: campesterol = 3-sitosterol > estigmasterol > colesterol. Os POP’s
tiveram sua concentracdo aumentada durante os primeiros 5-10 min e em seguida, a
sua taxa de degradacao foi maior do que a sua velocidade de formacéao, resultando
numa diminuicdo ao longo do tempo. Os derivados de 7-ceto apresentaram os niveis
mais elevados ao longo de todo o processo.

Com o aumento gradual na complexidade dos sistemas modelo, como a
incorporagao de outros componentes que podem estar presentes nos alimentos, dentre
eles o ferro presente na mioglobina, as interacdes entre acidos graxos saturados e
insaturados, bem como a presencga de antioxidantes sintéticos e naturais, podem levar
a conclusdes que sugiram novas rotas de degradagao do colesterol e formagcdo de

oxidos.
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Departamento de Ciéncia de Alimentos — Faculdade de Engenharia de Alimentos —

UNICAMP — Campinas, SP, Brasil

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a oxidacao do colesterol e a formacao de 6xidos
de colesterol (COP’s) em sistemas modelo contendo colesterol e diferentes
concentrcbes de acidos graxos (acido oleico, acido palmitico e acido
eicosapentaendico - EPA), antioxidantes (eritorbato de sédio, bixina e acido citrico) e
pré-oxidante (mioglobina), submetidos ao aquecimento a 130 e 160°C, durante 240 e
30 min, respectivamente. O sistema modelo constituido de colesterol, bixina, acido
oleico e mioglobina (ensaio 11) foi o que apresentou a maior degradacao do colesterol
(97,1 % em ambas temperaturas) e maior concentracdo de 6xidos totais (614,38 ug/mL
em 130°C e 588,69 ug/mL em 160°C). Ja o sistema modelo que apresentou a menor
degradacao (30,5 % em 130°C e 45,7 % em 160°C) do colesterol foi o ensaio 1, que
apresenta em sua composicao colesterol, eritorbato de sédio, &acido citrico e
mioglobina. A concentragado total de 6xidos para esse sistema foi de 6,13 pg/mL em

130°C e 49,25 pg/mL em 160°C.

Palavras-chave: 4cidos graxos, antioxidantes, mioglobina e termo-oxidagao.
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1. Introducao

O colesterol é a matéria-prima para a sintese de horménios, sais biliares e
vitamina D3 sendo também o constituinte essencial das membranas celulares. Além
disso, € necessario para o crescimento e viabilidade das células (Chien, Hsu & Chen,
2006; Lee, Chien & Chen, 2008). O mesmo comporta-se de maneira particular em
relacdo a oxidacao devido a ligacdo dupla e ao grupamento hidroxila presentes nas
posicdes 5 e 3, respectivamente, da estrutura ciclica, originando os produtos de
oxidacao do colesterol ou COP’s (Echarte, Zulet & Astiasaran, 2001).

A oxidacgao do colesterol é favorecida quando este composto é exposto a varias
condicdes como, temperaturas elevadas, ar, iniciadores de radicais, luz, metais como,
Fe, Cu e Zn, armazenamento por longos periodos ou a combinagdo destes fatores
(Boselli, Cardenia & Rodriguez-Estrada 2012; Cardenia, Rodriguez-Estrada, Baldacci,
Savioli & Lercker, 2012; Mazalli & Bragagnolo, 2007; Saldanha & Bragagnolo, 2008).
No entanto, a oxidagao do colesterol pode ser interrompida ou retardada pela acéo de
compostos que reduzem a formacao dos radicais ou atuam quelando metais presentes
no meio (Maraschiello, Esteve & Regueiro, 1998; Castro, Mariutti & Bragagnolo, 2011).
A matriz alimenticia e sua composicdo quimica sao fatores-chave na oxidacdo do
colesterol.

A fim de evitar interferéncias da matriz alimenticia e identificar a influéncia de
diferentes compostos no processo de oxidacdo, sistemas modelo sdo comumente
usados para que uma melhor compreenséao dos fatores que regem este assunto possa
ser obtida e um melhor controle de certas condi¢gdes de processamento de alimentos

possa ser consequentemente proposto. Os COP’s sao relacionados com o possivel
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desenvolvimento de aterosclerose, mutagénese, doencas neuro-degenerativas e outros
efeitos nocivos para a saude humana (Guardiola et al., 1996; Leonarduzzi et al., 2002;
Osada, 2002; Garcia-Cruset et al., 2002). Desta forma, a sua formacdo deve ser
minimizada e os fatores responsaveis devem ser estudados em detalhe (Otaegui-
Arrazola, Menéndez-Carrefio, Ansorena & Astiasaran, 2010).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do uso de
diferentes antioxidantes (bixina, eritorbato de sdédio e acido citrico), pré-oxidante
(mioglobina) e de acidos graxos com diferentes graus de insaturacao (acido palmitico,
acido oleico e EPA) na degradacao térmica do colesterol em sistemas modelo, sob
fluxo constante de O,. A acdo dos antioxidantes e do pré-oxidante foi monitorada pela
formacgao de COP’s e pela alteragdo na composicao de acidos graxos, bem como pela
degradacado dos antioxidantes adicionados aos sistemas modelo submetidos a

temperaturas de 130 e 160°C.

2. Materiais e métodos
2.1 Reagentes e solventes

Os padroes de oxidos de colesterol 20a-hidroxicolesterol (20a-OH) (= 98 %),
22 R-hidroxicolesterol (22R-OH) (= 98 %), 22 S-hidroxicolesterol (225-OH) (= 98 %), 25-
hidroxicolesterol (25-OH) (= 98 %), 5,6a-epoxicolesterol (5,6a-epdxido) (= 80 %), 5,6B-
epoxicolesterol (5,6B3-epoxido) (= 80 %), 7-cetocolesterol (7-ceto) (= 90 %), 7a-
hidroxicolesterol (7a-OH) (= 95 %), 7B-hidroxicolesterol (78-OH) (= 95 %) e
colestanotriol (triol) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) ou Steraloids

(Newport, RI, EUA).Os padrées de colesterol, eritorbato de sddio, 4cido palmitico, acido
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oleico, EPA, mioglobina, o complexo trifluoreto de boro em metanol 13-15 % (BF3), a
mistura de padrdes contendo ésteres metilicos dos acidos graxos de 4:0 a 24:0 e 0
éster metilico do acido tricosandico (99 % CG) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Ja o padrao de acido citrico foi adquirido da Qhemis (99,5 % de
pureza) (Jundiai, SP, Brasil).

Os solventes grau cromatografico (HPLC) utilizados foram metanol e isopropanol
obtidos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA), hexano adquirido da Panreac (Barcelona,
Catalunha, Espanha) e diclorometano proveniente da Mallinckrodt (Phillipsburg, NJ,
EUA).

Os reagentes grau P.A. metanol, iso-octano, hidréxido de sédio (NaOH), cloreto

de sédio (NaCl) e acido fosférico foram obtidos da marca Synth (Diadema, SP, Brasil).

2.2 Preparo das solucoes dos sistemas modelo

As solucdes usadas no preparo dos sistemas modelo foram preparadas com
concentracdes conhecidas, de acordo com o planejamento experimental (Plackett &
Burman) apresentado na Tabela 1. A solucdo de colesterol foi preparada na
concentracao de 10 mg/mL, para tanto, pesou-se 100 mg do padrdo em balado
volumétrico de 10 mL e aferiu-se o volume com isopropanol. Para o prepado das
solucdes de antioxidantes foram pesados 2 mg de cada antioxidante em baldes
volumétrico de 5mL e o volume foi aferido com metanol. Esta concentracado
corresponde ao nivel +1 do planejamento experimental. Para o nivel 0, a solucao foi
preparada pesando-se 1 mg de cada antioxidante em baldes volumétricos de 5 mL e

aferindo o volume com metanol. Os &cidos graxos, para o nivel +1, foram preparados
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na concentracdo de 150 mg em 5 mL, em baldo volumétrico de 5 mL, e para o nivel 0
na concentracéo de 75 mg em 5 mL, sendo solubilizados em hexano. A mioglobina foi
preparada na concentracao de 4 mg em de 5 mL, para o nivel +1, e 2 mg em 5 mL para
o nivel 0, sendo solubilizado em agua MilliQ.

Todas as solugcdes foram preparadas separadamente e ap6s esta etapa
procedeu-se o preparo dos tubos dos sistemas modelo também de acordo com o
planejamento experimental. Desta forma, pipetou-se 100 uL de colesterol, 100 pL de
antioxidantes, 100 uL de acidos graxos e 50 puL de mioglobina, para que os sistemas

apresentassem a concentracao desejada, de acordo com a Tabela 2.

2.3 Preparo dos sistemas modelo

Os sistemas modelo foram preparados utilizando um planejamento experimental
Plackett & Burman (1946), com sete variaveis de entrada (eritorbato de sédio, acido
palmitico, acido oleico, EPA, mioglobina e acido citrico) em dois niveis e trés pontos
centrais, totalizando 15 ensaios (Tabelas 1 e 2). As solucbes das variaveis de cada
ensaio foram adicionadas em tubos de ensaio de 15 mL e homogeneizadas em vortex
por 1 min. Em seguida, os solventes foram evaporados sob fluxo de N2 e os tubos
foram imediatamente levados para o bloco de aquecimento (Figura 1) (Marconi,
Piracicaba, SP, Brasil). Para cada ensaio do planejamento foram preparados 21 tubos,
quantidade suficiente para se obter 7 pontos, em triplicata. O ensaio 12 constituido
apenas de colesterol corresponde ao controle. Os sistemas modelo foram aquecidos
nas temperaturas de 130 e 160°C, sob fluxo constante de O, (10 mL/min). Os tubos

foram retirados nos tempos de 0, 15, 60, 90, 120, 210 e 240 min na temperatura de
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130°C e nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 30 min na temperatura de 160°C. Apds cada
tempo de aquecimento os tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo. Os
tempos de aquecimento do sistema modelo foram fixados de acordo com estudos
preliminares (dados nao apresentados). A Tabela 2 mostra a concentracdo das
variaveis em dois niveis.

Apo6s o aquecimento e resfriamento foi adicionado a cada tubo 1 mL de fase
movel e aliquotas convenientes foram tomadas para as analises de colesterol e COP’s
e de acordo com o sistema modelo, para as andlises de &cidos graxos, e/ou
antioxidantes e/ou pré-oxidante. Como resposta avaliou-se a degradacao do colesterol

e a formacao de COP’s.

Figura 1 — Equipamento usado para aquecimento (Dryblock) dos sistemas modelo
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Tabela 1— Matriz codificada do planejamento Plackett & Burman

Ensaios x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1
5 1 1 -1 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1
12* -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

*Controle (contém somente colesterol)

Tabela 2 — Concentracdo das variaveis do planejamento Plackett & Burman e seus respectivos niveis

codificados
Variaveis 1 0 1
Eritorbato de sddio (mg/mL)(x1) 0 0,02 0,04
Bixina (mg/mL)(x2) 0 0,02 0,04
Acido citrico (mg/mL)(x3) 0 0,02 0,04
Acido palmitico (mg/mL)(x4) 0 15 3
Acido eicosapentaenoico (mg/mL) (x5) 0 1,5 3
Acido oleico (mg/mL) (x6) 0 15 3
Mioglobina (mg/mL) (x7) 0 0,02 0,04

2.4 Quantificacao do colesterol e 6xidos de colesterol

Apoés o tratamento térmico e resfriamento, foram adicionaodos 1 mL de fase
moével aos tubos contendo os sistemas modelo, sendo filtrado e uma aliquota foi
injetada diretamente no cromatografo liquido, modelo LC10 (Shimadzu, Quioto, Japao)
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dotado de sistema isocratico de bombas (LC 10AT VP), degaseificador a He (DGU 2A),
detectores UV (LC10AV VP) a 210 nm e indice de refragdo (RID 10A) conectados em
série, forno (CTO 10AS VP) a 32°C, injetor manual Rheodyne (20 pL), interface
cromatdgrafo-computador (SCL 10VP) e software Class VP (versdo 5.05). Para a
separacao dos compostos foi empregada a coluna CN (Waters, Millford, MS, EUA), 30
cm X 5 mm x 4 um de didmetro de particula, com fase mével hexano + isopropanol
(97:3) e vazdao 1 mbL/min (Saldanha, Sawaya, Eberlin & Bragagnolo, 2006). Para a
investigagdo da presenca de triol foi realizada outra corrida cromatogréfica nas
mesmas condicdes alterando-se apenas a proporcao (90:10) da fase mével porém este
oxido nao foi encontrado em nenhuma amostra.

Os picos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencao dos
padroes de colesterol e COP’s: 20a-OH, 22R-OH, 225-OH, 25-OH, 5,6a- e 5,6B-
epoxido, 7-ceto e 7a- e 73-OH. As curvas analiticas foram construidas com 7 pontos de
concentracao variando de 0,08 a 4 mg/mL para o colesterol e com 6 pontos de
concentracao variando de 0,5 a 100 ug/mL para os COP’s (20a-OH: LD = 0,06 pg/mL e
LQ = 0,19 pg/mL; 22R-OH: LD = 0,53 pg/mL e LQ = 1,62 pg/mL; 22S5-OH: LD = 0,42
ug/mL e LQ = 1,28 pg/mL; 25-OH: LD = 0,53 pg/mL e LQ = 1,60 pg/mL; 5,6a-ep6xido:
LD = 2,67 pg/mL e LQ = 8,08 ug/mL; 5,6B-ep6xido: LD = 4,99 pg/mL e LQ = 15,12
ug/mL; 7-ceto: LD = 0,33 pg/mL e LQ = 1,01 pg/mL; 7a-OH: LD = 0,98 pg/mL e LQ =
2,98 pg/mL; 7p-OH: LD = 0,46 pg/mL e LQ = 1,40 pg/mL).

A confirmacao da identidade dos COP’s foi feita por espectrometria de massas
utilizando um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos

(Shimadzu, modelo LC-20AD) acoplado ao espectrdmetro de massas com analisador
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ion-trap (MS") (modelo Esquire 4000, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). O
espectrometro de massas operou com ionizacao a pressao atmosférica (APCI) como
fonte de ionizacdo no modo positivo. As condicbes de temperatura e voltagem foram as

mesmas utilizadas por Mariutti, Nogueira & Bragagnolo (2008).

2.5 Determinacao de acidos graxos

Para a determinacédo dos acidos graxos foi retirada uma aliquota (200 pL) dos
sistemas modelo, inicialmente diluidos com a fase mével para a quantificacdo de
colesterol e COP’s, o solvente foi evaporado sob fluxo de N, e a amostra foi
saponificada e esterificada a temperatura de ebulicdo utilizando 1,5 mL de NaOH em
metanol 2 % (m/v) por 5 min e 2 mL de BF3s em metanol por 30 min. Apés 30 min os
tubos foram resfriados e adicionou-se 5 mL de NaCl saturado, 1 mL de iso-octano e
agitou-se em vortex por 30 s. Apds a separacao de fases, a fase superior foi recolhida
e adicionou-se mais 1 mL de iso-octano e agitou-se por mais 30 s em vortex.
Novamente a parte superior foi recolhida em tubos de ensaio onde ja continha o padrao
interno (30pL), sendo o solvente evaporado sob fluxo de No. As amostras foram
ressuspendidas com 1 mL de hexano (grau HPLC) e filtradas, da qual retirou-se 2 pL
para injecdo no cromatodgrafo através da técnica de hot needle por 5 s (Joseph &
Ackman, 1992).

Para a identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos foi utilizado um
cromatégrafo gasoso, modelo GC2010 (Shimadzu, Quioto, Japao) equipado com injetor
split (1/50) a 250°C, coluna CP-SIL 88 (Chromopack, 100 m x 0,25 mm x 0,20 um);

detector de ionizagdo de chama a 260°C e workstation (GCSolution, Shimadzu, Quioto,
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Japao). O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio com velocidade linear de 40 cm/s e 0
gas make up, nitrogénio a 30 mL/min. A temperatura do forno do cromatografo foi
programada com inicio a 120°C permanecendo por 8 min, aumentando para 160°C a
20°C/min, aumentando para 195°C a 3°C/min e permanecendo por 10 min, a 3°C/min a
temperatura foi aumentada até 210°C, subiu até 220°C a 35°C/min permanecendo por
3 min, aumentando para 240°C com rampa de 20°C/min e permanecendo por 5 min,
totalizando 46 min de corrida (Sancho, Bragagnolo, Costa, Mariutti & De Lima, 2011).

A identificacao dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos de
retencao da mistura de padroes de metil ésteres dos acidos graxos de 4:0 ao 24:0 com
os tempos de retencao de metil ésteres de acidos graxos da amostra. A quantificacao
foi realizada por padronizagdo interna, utilizando-se o éster metilico do acido graxo

tricosanoico, sendo os acidos graxos calculados em mg/mL de amostra (AOCS, 1997).

2.6 Determinacéao de acido citrico e eritorbato de sédio

Para a quantificacdo de &cido citrico e eritorbato de sédio foi utilizada uma
aliquota reservada da diluicao inicial (200 uL). O solvente foi evaporado e o volume foi
ressuspendido em fase movel e injetado no cromatégrafo liquido. Foi utilizado um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Quioto, Japao), dotado de sistema
de bombas em gradiente (LC-10AD), degaseificador a He (DGU 2A), detector de
arranjo de diodos (SPD-M10A), forno (CTO-10A), injetor automatico (SIL-10A) com
amostrador de 20 pL, interface cromatégrafo-computador (CBM-10A) e software
(CLASS-LC10). A coluna analitica utilizada foi C+g (Vydac, Hesperia, CA, EUA) 250 mm

x 4,6 mm x 5 um de didmetro de particula, mantida a temperatura de 30°C. As analises
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foram realizadas em modo isocratico com vazao de 1 mL/min de fase mével com
deteccdao em 205 e 265 nm, para acido citrico e eritorbato de sédio, respectivamente. A
fase movel utilizada consistiu de uma solugdo 3 mM de acido fosférico em agua
(Uckoo, Jayaprakasha, Nelson & Patil, 2011).

A identificacédo foi feita por comparacado dos tempos de retencdo dos padrdes
com os tempos de retengcdo dos compostos das amostras. Para a quantificacdo as
curvas analiticas foram construidas com 7 pontos de concentragéo variando de 0,02 a
0,5 mg/mL para o &cido citrico (LD = 0,052 mg/mL e LQ = 0,158 mg/mL) e com 6
pontos de concentracdo variando de 0,001 a 0,1 mg/mL para o eritorbato de sédio (LD

= 0,008 mg/mL e LQ = 0,026 mg/mL).

2.7 Determinacao de bixina

Da diluicdo para a quantificagcdo dos COP’s, foram reservados 200 pL do extrato,
cujo solvente foi completamente evaporado sob fluxo de N e diluido em diclorometano.
A absorbancia foi medida em um espectrofotémetro Agilent (modelo 8453, Palo Alto,
EUA) e a concentragdo de bixina foi calculada em mg/g utilizando o coeficiente de
absorcdo de 2826 a 470 nm (FAO/WHO, 1982; Lara, 1984). Todo o processo foi

realizado ao abrigo de luz.

2.8 Analise estatistica

O planejamento estatistico Plackett & Burman e a analise estatistica dos dados

foram realizados utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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3. Resultados e discussao
3.1 Degradacao do colesterol

As tabelas 3 e 4 apresentam a concentracao de colesterol ao longo do tempo de
exposicao dos sistemas modelo sob as temperaturas de 130 e 160°C, respectivamente
e fluxo de O, constantes. Observa-se que, as concentracdes finais de colesterol sob
tratamento térmico a 130°C durante o periodo de 240 min variaram de 0,73 a 0,03
mg/mL correspondendo a 31 e 97,2 % de degradacado do colesterol inicial. Quando o
colesterol foi aquecido a temperatura de 160°C durante um periodo de 30 min as
concentracdes de colesterol variaram de 0,57 a 0,03 mg/mL, com degradacéao de 45,8
e 97,2 %. Esses dados mostram que, quanto maior a temperatura empregada, maior

sera a degradacéao do colesterol em menor tempo.

Tabela 3 — Concentracéo de colesterol (mg/mL)* em diferentes sistemas modelo aquecidos a 130°C

durante 240 min sob fluxo de O, constante

Tempo (min)
Ensaios
0 15 60 90 120 210 240

1 1,050 1,04+0,03 0,95+0 0,940,01 0,86+0,02  0,82+0,04  0,73+0,06
2 0,98+0 0,96+0,03  0,80+0,02  0,62+0,06  0,55+0,03 0,510 0,44+0,01
3 1,050 0,35+0,03 0,04+0 0,03+0 0,030 0,040 0,040
4 1,03+0 1,00£0,02  0,89+0,02  0,79+0,01 0,50+0,05  0,07+0,01 0,07+0
5 0,970 0,58+0,02  0,33+0,02  0,27+0,02  0,21+0,03 0,1240 0,13+0,01
6 0,960 0,55+0,02  0,28+0,01 0,20+0,01 0,14+0,01 0,11£0,03  0,09+0,01
7 1,02+0 0,97+0,01 0,57+0,03  0,18+0,02  0,07+0,01 0,040 0,040
8 1,050 0,39+0,03  0,19+0,01 0,10+0,02  0,06+0,01 0,06+0,01 0,05+0
9 1,060 0,43+0,05  0,17+0,01 0,14+0,03  0,08+0,01 0,050 0,05+0,01
10 1,000 0,60+0,02  0,33+0,02  0,28+0,01 0,230 0,15+0,01 0,15+0,02
11 1,050 0,37+0,04  0,05+0,01 0,04+0 0,030 0,030 0,030

12* 1,110 0,95+0,04  0,34+0,02  0,22+0,04  0,25+0,01 0,2+0,03 0,12+0
13 1,010 0,44+0,02 0,23+0 0,200 0,18+0,01 0,150 0,17+0,02
14 1,02+0 0,460 0,24+0,01 0,19+0 0,17+0,01 0,160 0,17+0,02
15 1,02+0 0,45+0,02 0,240 0,200 0,18+0,01 0,160 0,17+0,02

*Média + desvio padrao das triplicatas
**Controle (contém somente colesterol)
Ensaios numerados de acordo com a tabela 1
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Tabela 4 — Concentragéo de colesterol (mg/mL)* em diferentes sistemas modelo aquecidos a 160°C

durante 30 min sob fluxo de O, constante

Tempo (min)
Ensaios
0 2 4 6 8 10 30

1 1,050 1,0240,02 0,98+0 0,960 0,89+0,03  0,89+0,05  0,57+0,09
2 1,000 1,00+0,01 0,97+0,02  0,96+0,05  0,84+0,03  0,77+0,01 0,41+0,03
3 1,050 0,68+0,07  0,38+0,01 0,35+0,02  0,32+0,01 0,270 0,05+0,01
4 1,030 1,0140,01 1,030,038  0,97+0,05 0,93+0,04 0,81x0,02  0,14+0,02
5 0,97+0 0,78+0,06  0,58+0,08  0,49+0,10  0,46+0,05  0,42+0,01 0,25+0,02
6 0,960 0,80+0,02 0,63+0,06  0,51+0,05 0,50+0,03  0,38+0,02  0,21+0,04
7 1,020 0,95+0,02  0,93+0,04 0,79+0,02 0,61+0,03  0,36+0,04 0,05+0
8 1,050 0,67+0,08 0,49+0 0,33+0,05  0,31+0,04  0,30+0,01 0,09+0,02
9 1,060 0,79+0,03  0,55%¥0,04  0,45%0,07 0,39+0,03  0,30+0,07  0,18+0,01
10 1,000 0,68+0,02  0,54+0,01 0,43+0,03  0,38+0,01 0,35+0,03  0,19+0,02
11 1,050 0,77+0,02  0,34+0,05 0,16+0,02  0,11+0,01 0,08+0,01 0,03+0

12* 1,080 1,020,038  0,87+0,02  0,64+0,03 0,55+0,03  0,45+0,05  0,2040,03
13 1,010 0,77+0,02  0,53+0,01 0,40+0,02  0,35+0,01 0,300 0,18+0,01
14 1,010 0,76+0,02  0,54+0,01 0,39+0,01 0,350 0,310 0,18+0,01
15 1,010 0,77+0,02  0,54+0,01 0,40+0,02  0,35%0,01 0,310 0,18+0,01

*Média + desvio padrao de triplicatas
**Controle (contém somente colesterol)
Ensaios numerados de acordo com a tabela 1
Baseando-se nos dados apresentados nas Tabelas 3 e 4 e na Figura 2, pode-se

observar que a degradagdo do colesterol foi dependente da temperatura e da

composicao de cada sistema modelo.

Os ensaios que apresentaram, no final dos tempos de aquecimento, uma

concentragcdo maior de colesterol sdo os ensaios 1 e 2, com um percentual de
degradacao do colesterol de 31 e 55 % (temperatura de 130°C) e 45,8 e 59 %
(temperatura de 160°C), respectivamente. Ja 0s ensaios que apresentaram maior
degradacao do colesterol foram, para a temperatura de 130°C, os ensaios 3 e 11 com
96,2 e 97,1 % de degradacao ao final de 240 min e na temperatura de 160°C foi o

ensaio 11 também com 97,1 % de degradacdo ao final de 30 min de aquecimento.
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Comparando esses ensaios (1, 2, 3 e 11), que apresentam as maiores e as menores
concentracdes finais de colesterol, com o ensaio controle (12) pode-se verificar que o
ensaio controle apresentou uma degradacao intermediéaria, ou seja, degradou mais que
os ensaio 1 e 2 e menos que os ensaios 3 e 11. Os ensaios 1 e 2 apresentam em sua
composigao e eritorbato de soédio, antioxidante redutor, eficiente na inibicdo da
oxidagao lipidica, podendo agir também mantendo a mioglobina no seu estado
reduzido (ferroso) (Shivas, Kropf, Kastner, Kendall & Dayton, 1984), evitando que a
mesma aja como pré-oxidante. Ja os ensaios 3 e 11 apresentam, em comum, em sua
composicao a bixina e ambos apresentam também acidos graxos insaturados (ensaio 3
— EPA e ensaio 11 — &cido oleico), que podem ter contribuido para a degradacao do
colesterol, acelerando a formacéao de peréxidos e radicais.

Outro ensaio que apresentou um comportamento bastante distinto dos demais
em ambas as temperatura foi 0 4 que em 130°C até os 120 min de aquecimento
apresentou ainda uma concentracao de 0,5 mg/mL de colesterol, e apds esse tempo
sofreu uma queda brusca na concentracdo passando no tempo seguinte, 210 min, a
uma concentracao de apenas 0,07 mg/mL e permanecendo com a mesma até o tempo
final de aquecimento. J& em 160°C, este ensaio apresentou uma perda de somente
21,3 % do colesterol inicial até 10 min de aquecimento e apds este tempo sofreu uma
queda acentuada na concentracdo, apresentando 86,4 % de degradacao do colesterol
no tempo final, 30 min. Outros dois ensaios também se destacam dos demais, sado
eles, 7 e 12 (controle) em ambas temperaturas. Em 130°C os dois ensaios apresentam
uma degradagdo mais lenta do colesterol até os 60 min de aquecimento, apos esse

tempo a degradacgéao ja esta mais proxima dos demais ensaios. J4 em 160°C o ensaio 7
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apresenta uma degradacdo lenta até os 8 min de aquecimento e o ensaio 12
permanece com esse comportamento até 10 min. Apdés esses tempos ambos ja
apresentam uma degradacdo mais acelerada como nos demais ensaios. Os outros
ensaios nao citados acima apresentaram um comportamento bastante semelhante
entre si em ambas as temperaturas. Em 130°C houve uma degradagdo bastante
acentuada até os 60 min de aquecimento com perda média de 71,3 % da concentracao
inicial de colesterol. Apds esse tempo a degradacéao foi menos acentuada com perda
média no final de 240 min de 88,8 %. Na temperatura de 160°C, os demais ensaios
apresentaram uma degradacéo acentuada do colesterol em 6 min e no tempo final, 30

min, com percentual de perda média de 53,8 e 84,4 %, respectivamente.
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Figura 2 — Degradacao térmica do colesterol em sistemas modelo secos em fungéo do tempo x
temperatura a 130°C (A) e 160°C (B). Ensaios numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle,

constituido somente de colesterol
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Analisando os efeitos das variaveis (Tabelas 5 e 6) sobre a degradacgao térmica
do colesterol, podemos observar que as variaveis que apresentaram efeito significativo
(p < 0,10) foram diferenciadas ao longo do tempo de exposicao dos sistemas modelo.
Variaveis que apresentam efeito positivo podem proteger o colesterol da degradacao,
ja o contrario acontece com as variaveis que apresentam efeito negativo, ou seja,
podem acelerar a degradacgao do colesterol. Esses resultados somente sdo validos nas
faixas de concentracdo estudadas neste trabalho. Em faixas de concentracao distintas
podem ocorrer comportamentos distintos dos observados.

Para a temperatura de 130°C (Tabela 5) verifica-se que, nas condicdes de
concentracao estudadas, aumentando as concentracdes de eritorbato de sodio e acido
palmitico (nivel +1) ha uma maior protecdo contra a degradacao do colesterol. Fato
este que pode ser observado a partir de 60 min de aquecimento para o eritorbato de
sédio e somente nesse tempo para o acido palmitico. J& o EPA (todo o tempo de
aquecimento), a bixina (90 e 120 min) e o acido oleico (a partir de 120 min), nas
condigdes de concentragdo estudadas, mesmo diminuindo as concentragdes (nivel 0)
destas variaveis nos sistemas ha evidéncias do aumento da degradacao do colesterol.

A bixina provavelmente ndo se mostrou protetora na degradagao do colesterol,
pois, a partir de 15 min a mesma ja havia se degradado, provavelmente devido ao
longo tempo de exposicao a temperatura e presenca de O». Ja os acidos graxos, oleico
e EPA, apresentaram degradacdo média em torno de 70% e 95% (material
suplementar Figuras 10 e 11), respectivamente, ao longo do tempo de aquecimento, o
que explicaria a influencia negativa na degradagao do colesterol, ou seja, esses acidos

graxos por apresentarem em sua estrutura ligacées duplas podem ter desencadeado a
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formacao de radicais e peroxidos, induzindo a oxidacao do colesterol. O eritorbato de
sédio apresenta um forte efeito antioxidante, prevenindo o desenvolvimento da
oxidacao lipidica. Ja o acido palmitico, por ndo apresentar, em sua estrutura, ligacoes
duplas, pode retardar a formacgéao de radicais que desencadeiam a oxidagao.

Essas observacgdes explicam o comportamento diferenciado dos ensaios 1,2 e 4
frente a degradacdo do colesterol, pois todos apresentam em sua COmpoSiCado o
eritorbato de sédio, que protegeu o colesterol da degradacao. Fato este que pode ser
observado na Figura 1 onde, ao final do tempo de exposi¢do a temperatura de 130°C,
0s ensaios 1 e 2 foram 0s que apresentaram maior concentracdo de colesterol e o
ensaio 4 foi 0 que apresentou uma lenta degradacao do colesterol até o tempo de 120
min. O ensaio 2, além de eritorbato de sddio, apresenta em sua composicao o acido
palmitico que, embora demonstrou ter com efeito significativo em somente um dos
tempos de exposicao, apresenta também um efeito protetor sobre a degradacao do
colesterol. O ensaio 4 também apresentou uma degradacao lenta ao longo do tempo
de exposicao, porém, diferente, dos ensaios 1 e 2, pois, a partir de 120 min ja comecou
a apresentar um decaimento mais acentuado da concentracao de colesterol. Este fato
pode ser atribuido a presenca de acido oleico em sua composicdo, pois, como
verificado na analise dos efeitos, este constituinte apresentou, a partir de 120 min de
aquecimento, um efeito negativo sobre a degradagdo, ou seja, nas condi¢coes
estudadas, menores concentragdes destes constituintes ja& se mostravam significativas
na aceleracao da oxidacao.

Para a temperatura de 160°C (Tabela 6), a andlise dos efeitos mostra que o EPA

apresentou efeito negativo na degradacdo do colesterol desde o inicio da exposigao,
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permanecendo com 0 mesmo comportamento até o tempo de 10 min de exposigao,
mostrando que mesmo concentracées pequenas deste constituinte ja sdo suficientes
para degradar significativamente o colesterol. No tempo final de 30 min esta variavel ja
nao apresentou efeito significativo devido ao fato de toda a concentragao inicial de EPA
ja ter degradado (material suplementar Figuras 10 e 11), em funcédo de apresentar em
sua estrutura 5 ligacées duplas, podendo assim, sofrer oxidagcado lipidica e formar
radicais livres que podem ter induzido a oxidacdo do colesterol. Em 10 min de
exposicao pode-se verificar também que pequenas quantidades de bixina tem efeito
negativo sobre a degradacao do colesterol, bem como o acido oleico, porém, este
apresentou tal efeito ap6s 30 min de exposicdo. Provavelmente, o acido oleico
apresentou efeito negativo, degradando o colesterol, somente no tempo de 30 min
devido ao fato de que, até o tempo de 10 min de oxidacdo o EPA ainda estava
presente no sistema, e por possuir maior numero de insaturacées € mais susceptivel a
oxidacao. Apos esse tempo, ou seja, em 30 min o acido oleico (material suplementar
Figuras 10 e 11) ainda estava presente no sistema, sendo, portanto um indutor da
formacéao de radicais que podem desencadear a oxidagao do colesterol.

Quanto maior a quantidade de eritorbato de sédio, maior o efeito protetor sobre a
degradacao do colesterol. Na Tabela 6 podemos observar que tal variavel apresentou
efeito significativo a partir de 4 min de aquecimento, permanecendo com 0 mesmo
comportamento até o tempo final de 30 min. As mesmas conclusdes feitas para a
temperatura de 130°C podem ser reportadas a temperatura de 160°C para os ensaios

1,2e4.
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As variaveis que nao apresentaram efeitos significativos foram o acido citrico e a
mioglobina. O &cido citrico ndo apresentou efeito significativo devido ao fato de que,
logo no inicio do aquecimento, em ambas as temperaturas, ja nao foi possivel detectar
tal constituinte nos sistemas. E ao contrario do esperado, a mioglobina ndao apresentou
um efeito significativo sobre a degradacédo do colesterol, ou seja, o ferro presente em
sua estrutura ndo se mostrou pré-oxidante.

Pode-se supor que este fato tenha ocorrido devido a presenca de acidos graxos
poli-insaturados nos ensaios, pois 0 metal (ferro) presente na mioglobina tem a
capacidade de se complexar com acidos carboxilicos. A complexacdo do metal
blogueia os orbitais impedindo a transferéncia de elétrons podendo reduzir o potencial
redox, o que pode diminuir as taxas de oxidagao (Schaich, Shahidi, Zhong & Eskin,
2013).

Maiores concentracdes de ferro e de mioglobina estdo associados a maiores
taxas de oxidacao lipidica. Além da contribuicdo pr6-oxidante da mioglobina no
processo de oxidacao e geracao da metamioglobina, a dissociacao tanto da mioglobina
heme quanto do ferro heme também contribuem para o mecanismo pelo qual a
mioglobina aumenta a oxidacao lipidica (Faustman, Sun, Mancini & Suman, 2010).

Monahan, Crackel, Gray, Buckley & Morrissey (1993) utilizaram um sistema
modelo para estudar os efeitos da hemoglobina, mioglobina e FeSO4 na oxidagéao
lipidica. De acordo com os autores, os maiores valores de TBARS foram obtidos para o
tratamento com hemoglobina, seguido dos tratamentos mioglobina > FeSO4 > controle
(carne suina). Faustman, Chan, Schaefer & Havens (1998) propuseram que a vitamina

E (a-tocoferol) mantém a mioglobina na forma oxigenada (oximioglobina), inibindo a

60



oxidacao lipidica. Karami, Alimon, Sazili & Goh (2011) afirmaram que o mecanismo
exato pelo qual a vitamina E manteve a mioglobina na forma oxigenada néo é
completamente compreendido.

Ja os ascorbatos e seus isébmeros, como eritorbato, também sdo agentes
redutores capazes de inibir a oxidacao de lipidios por inativacdo de radicais (Decker &
Mei, 1996); a adicdo de ascorbato em alimentos frescos também pode manter a
mioglobina no seu estado reduzido (ferroso) (Shivas, Kropf, Kastner, Kendall & Dayton,
1984).

Outro motivo pelo qual essa varidvel possa nao ter sido efetivamente
significativa € porque pode nio ter ocorrido a oxidagdo de Fe*? para Fe*3, sendo este
ultimo um efetivo pré-oxidante. Segundo Schaich et al. (2013) metais oxidados sao
iniciadores diretos fortes, formando radicais através da abstracdo de elétrons das
ligagbes duplas. Em contraste, os metais na forma reduzida tendem a ser iniciadores
indiretos; reagem preferencialmente com o oxigénio para formar complexos ou
espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem, entdo, iniciar a oxidacao dos lipidios
presentes no meio.

Nao existe ainda um consenso sobre o papel do grau de insaturacao dos acidos
graxos na oxidacgao do colesterol. De acordo com alguns autores, outros fatores podem
ser fortemente determinantes no comportamento oxidativo, tais como a temperatura € o
tempo de aguecimento sendo o efeito dos acidos graxos sobre a oxidacao do colesterol
mais dificilmente relacionado com o seu grau de insaturacao (Xu, Sun, Liang, Yang &

Chen, 2011).

61



Estudos recentes realizados em carne de cavalo e ovos concluiram que o maior
grau de instauracdo da matriz lipidica promove a oxidacdo do colesterol (Boselli,
Rodriguez-Estrada, Ferioli, Caboni & Lercker, 2010; Pignoli, Rodriguez-Estrada,
Mandrioli, Barbanti, Rizzi & Lercker, 2009) devido a geragdo de um ambiente pro-
oxidante com a presenga de radicais livres e hidroperéxidos (Ohshima, 2002). Em
trabalho anterior desenvolvido por Kim & Nawar (1991), os autores afirmam que
durante o aquecimento, a presenca de acidos graxos insaturados promove oxidacao do
colesterol mais prontamente do que a presenca de acidos graxos saturados,
concordando assim com os resultados encontrados neste trabalho.

A maioria dos estudos que tratam da oxidacdo do colesterol foi realizada com
alimentos (Boselli et al., 2012; Cardenia, Rodriguez-Estrada, Boselli & Lercker, 2013;
Orczewska-Dudek, Bederska Lojewska, Pieszka & Pietras, 2012; Lehtonen, Lampi,
Riuttamaki & Piironen, 2012), de modo que ha interferéncia de outros componentes da
amostra. Dessa forma, os sistemas modelo sao reconhecidos como um bom meio para
se obter informacdes precisas sobre o comportamento dos esterdis submetidos ao
aquecimento (Barriuso, Otaegui-Arrazola, Menéndez-Carreno, Astiasaran & Ansorena
et al., 2012; Chien, Hsu, Inbaraj & Chen, 2010).

Estudando sistemas modelo foto-oxidados contendo ésteres metilicos de acidos
graxos e colesterol, Hu & Chen (2002) observaram que a presenca de estearato
resultou em uma maior perda de colesterol do que a presenca de linoleato e docosa-
hexaenoato. No entanto, Nogueira (2011) verificou através de um estudo com sistemas
modelo contendo colesterol e &cido linolénico ou estearico nas temperaturas de 140 e

180°C, que ambos os &cidos graxos aceleraram a degradacdo do colesterol, e

62



aumentaram a formacdo de Oxidos. Entretanto quando comparados com o sistema
modelo que continha somente colesterol, a formacdo total de COP’s foi menor.
Também em trabalho com sistemas modelo Ansorena, Barriuso, Cardenia, Astiasaran,
Lercker & Rodriguez-Estrada (2013) avaliaram a influéncia do grau de insaturacéo de
diferentes triacilglicerdis (triestearina, trioleina, trilinoleina e trilinolenina) sobre a
oxidacao de colesterol a 180°C. Os autores concluiram que o colesterol, quando

aquecido sozinho degradou mais rapidamente do que em presenca dos triacilgliceréis.
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Tabela 5 — Efeito das variaveis na degradacgao térmica do colesterol em sistemas modelo secos aquecidos a 130°C

15 min 60 min 90 min 120 min 210 min 240 min
Variaveis Erro Erro Erro Erro Efei Erro Erro
Efeito 1(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor t(7) p-valor Efeito t(7) p-valor
padréo padréo padrdo padrdo to padrao padrao
Média 0,64 0,05 12,12 <0,0001 0,38 0,04 10,52 <0,0001 0,29 0,03 10,02 <0,0001 0,24 0,03 8,58 <0,0001 0,18 0,04 4,24 0,0038 0,16 0,04 4,46 0,0029
1 0,21 0,12 1,80 0,1142 0,37 0,08 4,62 0,0024 0,39 0,06 6,04 0,0005 0,33 0,06 5,34 0,0011 0,23 0,09 2,42 0,0463 0,22 0,08 2,62 0,0343
2 -0,11 0,12 -0,90 0,4005 -0,13 0,08 -1,66 0,1399 -0,18 0,06 -2,80 0,0265 -0,16 0,06 -2,57 0,0368 -0,08 0,09 -0,89 0,4038 -0,07 0,08 -0,85 0,4248
3 0,07 0,12 0,58 0,5785 0,15 0,08 1,87 0,1033 0,11 0,06 1,62 0,1494 0,05 0,06 0,84 0,4286 0,01 0,09 0,14 0,8910 0,02 0,08 0,24 0,8156
4 0,08 0,12 0,67 0,5257 0,16 0,08 2,00 0,0859 0,07 0,06 1,11 0,3056 -0,01 0,06 -0,19 0,8549 -0,08 0,09 -0,89 0,4038 -0,06 0,08 -0,73 0,4912
5 -0,40 0,12 -3,40 0,0115 -0,38 0,08 -4,70 0,0022 -0,29 0,06 -4,45 0,0030 -0,25 0,06 -4,09 0,0046 -0,19 0,09 -2,03 0,0825 -0,16 0,08 -1,90 0,0997
6 -0,06 0,12 -0,50 0,6343 -0,06 0,08 -0,75 0,4782 -0,09 0,06 -1,31 0,2313 -0,15 0,06 -2,47 0,0431 -0,22 0,09 -2,31 0,0542 -0,18 0,08 -2,14 0,0698
7 -0,05 0,12 -0,41 0,6927 -0,02 0,08 -0,21 0,8411 -0,04 0,06 -0,59 0,5730 -0,02 0,06 -0,24 0,8143 0,04 0,09 0,43 0,6826 0,05 0,08 0,61 0,5641
Significancia = p < 0,10
1 = eritrobato de sodio, 2 = bixina, 3 = acido citrico, 4 = acido palmitico, 5 = EPA, 6 = &cido oleico e 7 = mioglobina
Tabela 6 — Efeito das variaveis na degradacao térmica do colesterol em sistemas modelo secos aquecidos a 160°C
2 min 4 min 6 min 8 min 10 min 30 min
Variaveis Erro Erro Erro Erro Erro Erro
Efeito 1(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor Efeito t(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor
padréo padrao padrao padrdo padrao padrao
Media 0,83 0,02 41,48 <0,0001 0,66 0,04 16,82 <0,0001 0,55 0,04 12,78 <0,0001 0,49 0,03 14,13 <0,0001 0,42 0,03 15,06 <0,0001 0,19 0,03 6,99 0,0002
1 0,07 0,04 1,52 0,1712 0,20 0,09 2,22 0,0616 0,27 0,10 2,78 0,0274 0,29 0,08 3,68 0,0079 0,32 0,06 5,14 0,0013 0,20 0,06 3,14  0,0163
2 -0,04 0,04 -0,78 0,4604 -0,11 0,09 -1,20 0,2703 -0,09 0,10 -0,90 0,3968 -0,10 0,08 -1,31 0,2306 -0,13 0,06 -2,07 0,0768 -0,06 0,06 -0,99 0,3532
3 0,02 0,04 0,33 0,7477 0,10 0,09 1,12 0,2993 0,13 0,10 1,35 0,2179 0,14 0,08 1,79 0,1172 0,10 0,06 1,59 0,1561 -0,03 0,06 -0,40 0,6989
4 0,04 0,04 0,86 0,4207 0,14 0,09 1,54 0,1677 0,16 0,10 1,63 0,1468 0,13 0,08 1,70 0,1328 0,08 0,06 1,32 0,2284 -0,02 0,06 -0,35 0,7371
5 0,23 0,04 -5,09 0,0014 0,33 0,09 3,70 0,0076 0,32 0,10 3,33 0,0126 0,26 0,08 -3,38 0,0118 0,23 0,06 -3,74 0,0072 0,07 0,06 -1,16  0,2858
6 -0,03 0,04 -0,63 0,5473 -0,04 0,09 -0,47 0,6493 -0,07 0,10 -0,73 0,4897 -0,08 0,08 -0,97 0,3650 -0,13 0,06 -2,07 0,0768 -0,13 0,06 -2,07 0,0773
7 -0,07 0,04 -1,60 0,1538 -0,10 0,09 -1,08 0,3147 -0,12 0,10 -1,25 0,2516 -0,13 0,08 -1,66 0,1414 -0,11 0,06 -1,70 0,1335 0,00 0,06 -0,03 0,9793

Significancia = p < 0,10
1 = eritrobato de sodio, 2 = bixina, 3 = &cido citrico, 4 = acido palmitico, 5 = EPA, 6 = &cido oleico e 7 = mioglobina
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3.2 Formacao de 6xidos de colesterol

A oxidacdo do colesterol foi avaliada pela extensdo da formacao de 6xidos de
colesterol observada em cada sistema modelo para cada temperatura de aquecimento.
Como podemos observar na Figura 3A, durante o aquecimento ocorreu a formacao de
5 6xidos de colesterol (Figura 3B), os quais foram: 7-ceto, 73-OH, 7a-OH, 5,6a-epo6xido
e 5,6B-epdxido, tanto a 130 quanto a 160°C (Figuras 4 a 8 e material suplementar

Tabelas 9 a 18).
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Figura 3 — Cromatograma obtido por HPLC (UV 210 nm e RID) do sistema modelo contendo colesterol
puro submetido a 160 °C sob fluxo constante de 10 mL/min de O,em 0 min (A) e ap6s 10 min (B- UV e
C - RID) de aquecimento

*7B-O0H e 7a-OOH identificados por Nogueira, Costa, Crotti & Bragagnolo, 2010.
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A Figura 4 mostra a formacdo de 7-ceto. Pode-se observar que houve maior
formagéo deste éxido nos ensaios 2, 4, 7, 11 e 12, nas duas temperaturas estudadas.

Na temperatura de 130°C (Figura 4A), os ensaios 2 e 4 apresentaram formacao
de 7-ceto acima de 140 pug/mL no final do aquecimento com concentracdes de 141,82 e
147,26 pg/mL, respectivamente. No ensaio 7 houve a formagéo de 151,18 pg/mL no
tempo de 120 min e apds esse tempo houve um decréscimo na concentragédo de 7-
ceto. Ja o0 ensaio 11 apresentou maior concentracdao de 7-ceto apdés 60 min de
aquecimento com valor de 217,81 pg/mL. O ensaio 12 apresentou um teor
praticamente constante apdés 90 min de aquecimento, com maior formacao no tempo
de 120 min com concentracdo de 200,74 ug/mL. Outro ensaio que apresentou um
comportamento diferenciado na temperatura de 130°C foi o 3. Como pode-se observar
pela Figura 4A, ap6s 15 min de oxidagao ele apresenta uma concentragdo de 41,56
pug/mL de 7-ceto, decaindo para 6,61 pg/mL no tempo seguinte, 60 min e continuando
com uma queda na concentragao, atingindo 2,06 pg/mL ao final de 240 min.

Para a temperatura de 160°C (Figura 4B) os ensaios 2, 4, 7 e 12 apresentaram
as maiores concentragcdées no final do aquecimento (30 min) com valores de 120,27;
149,37; 113,22 e 167,66 ug/mL, respectivamente. No entanto, o ensaio 11 apresentou
uma concentracao de 217,39 ug/mL de 7-ceto em 6 min de aquecimento e apds este
tempo houve decréscimo na quantidade para 115,5 ug/mL em 30 min de aguecimento.
Os outros ensaios apresentaram formacao de 7-ceto abaixo de 60 pg/mL apés 30 min

de aquecimento.
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Figura 4 — Formacao de 7-ceto nos sistemas modelo secos a 130 (A) e 160°C (B). Ensaios numerados
de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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A Figura 5 apresenta os resultados encontrados para a formagéo de 7a-OH.
Para a temperatura de 130°C (Figura 5A) o ensaio 2 apresentou um maximo de
formacao deste 6xido em 120 min de aquecimento com concentracao de 35,38 pg/mL,
mantendo esta quantidade praticamente constante até o tempo final de aquecimento. O
ensaio 4 também apresentou uma maior formagdo de 7a-OH em 120 min de
aquecimento com concentracdo de 25,61 ug/mL, porém, diferentemente do ensaio 2
onde a concentracdo permaneceu constante até o final do experimento, neste ensaio
houve decréscimo para 10,59 ug/mL no final do experimento. Ja o ensaio 7 apresentou
maior formacao em 90 min com concentracao de 28,72 ug/mL, apés este tempo houve
grande decréscimo nesta concentragdo passando para 2,06 ug/mL em 240 min de
aquecimento. Assim como no ensaio 7, 0 ensaio 12 também apresentou maior de
formagéo de 7a-OH em 90 min de aquecimento com concentracdo de 40,35 pg/mL,
porém neste, houve menor decréscimo na concentracdo final atingindo 21,4 pg/mL.
Diferentemente dos ensaios citados acima, o ensaio 11 apresentou maior formacgao de
70-OH em 15 min de aquecimento com concentracdo de 69,15 ug/mL e apés 60 min
houve um decréscimo drastico nesta concentragdo, chegando a 1,98 pg/mL em 240
min. Os ensaios 1 e 3 também apresentaram um comportamento diferenciado em
relacdo a formacgéao de 7a-OH. O ensaio 3 apresentou formacédo somente no tempo de
15 min, com teor de 11,82 ug/mL e ap6s 60 min este 6xido ja ndo foi mais detectado e
o ensaio 1 apresentou formagéo a partir de 90 min com valor de 0,5 pg/mL o qual foi
aumentando até o final do aquecimento, mas chegando a apenas ao teor 1,34 ug/mL.
Para esta temperatura, todos 0s outros ensaios apresentaram concentracdes abaixo de

22 pug/mL de 7a-OH aos 15 min e depois foram decrescendo.
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Na temperatura de 160°C (Figura 5B), o ensaio 2 apresentou maior formacgao de
7a-OH em 30 min de aquecimento (34,89 ug/mL), assim como ocorreu no ensaio 4 que
apresentou uma concentracdo de 6,13 pg/mL até 10 min de aquecimento e em 30 min
esta concentracao passou para 18,63 ug/mL. Os ensaio 7 e 12 apresentaram um pico
de concentracdao em 10 min com valores de 26,98 e 40,94 ug/mL, respectivamente. Ja
o ensaio 11 apresentou a maior formagao de 7a-OH quando comparado com 0s outros
ensaios, com pico de concentragdo em 4 min de aquecimento (60,93 pg/mL),
apresentando um alto decréscimo apés este tempo, com concentracao final de 4,93
pg/mL.

Nesta temperatura, todos os outros ensaios apresentaram concentracdes abaixo

de 20 pg/mL de 7a-OH.
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Figura 5 — Formacgao de 7a-OH nos sistemas modelo secos a 130 (A) e 160°C (B). Ensaios numerados

de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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A Figura 6 apresenta a formagao de 73-OH ao longo do aquecimento para as
temperaturas de 130 e 160°C. Na temperatura de 130°C (Figura 6A), o ensaio 2
apresentou maior formacdo deste 6xido a partir de 120 min de aquecimento com
concentracao de 32,72 pg/mL com pequeno aumento (36,37 pg/mL) até o final do
tempo de aquecimento (240 min). Ja o ensaio 4 teve um pico de formacdao em 120 min
de aquecimento com concentragdo de 30,04 pg/mL. Os ensaios 5, 6, 8, 9 e 10
apresentaram um comportamento semelhante com maior formagao de 73-OH em 15
min de aquecimento, com concentracado de 22,48; 27,11; 19,17; 24,2 e 25,82 ug/mL,
respectivamente, tendo um decréscimo na concentracdo apés 120 min. O ensaio 7
apresentou pico de formacdo em 60 min (32,43 ug/mL) tendo um decréscimo drastico
em 210 min, com concentracdo de 2,18 ug/mL. Os ensaios 3 e 11 foram os que
apresentaram o comportamento mais diferenciado, com pico de formagcao em 15 min
de aquecimento (18,88 e 60,67 pg/mL, respectivamente). Ap6s este tempo, ja
apresentaram um decréscimo na concentracdo para 0,73 e 9,22 ug/mL,
respectivamente, em 60 min de aquecimento. Outro ensaio que apresentou um
comportamento diferenciado do restante foi o ensaio 12, que apresentou maior
formacdo em 90 min de aquecimento, com concentracdo de 37,73 ug/mL,
apresentando pequeno decréscimo até o final do experimento. Outros 3 ensaios
apresentaram um comportamento diferenciado (ensaios 13, 14 e 15) que também
apresentaram pico de formacgao de 73-OH em 15 min, com média de concentracdo de
28 pug/mL. O ensaio 1 foi que apresentou a menor concentragao iniciando a formagao
apenas em 90 min (0,63 pg/mL) e chegando aos 240 min com concentracao de 1,49

pg/mL.
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Para a temperatura de 160°C (Figura 6B) houve maior homogeneidade na
formacao deste 6xido em todos os ensaios, com destaque para os ensaios 11 e 12. O
ensaio 11 apresentou a maior formacdo em 4 min de aquecimento com concentracao
de 57,99 pg/mL e 0 12 em 10 min de aquecimento com concentracao de 45,32 ug/mL.
Ja os ensaios 1 e 4 apresentaram uma concentracdo de 73-OH baixa até o tempo de
10 min de aquecimento e ja no tempo seguinte, 30 min, essa concentracao aumentou
em 16,18 e 12,34 ug/mL nos ensaios 1 e 4, respectivamente. Outro ensaio que também
apresentou um comportamento semelhante foi o 2, que do tempo de 10 min para o
seguinte, 30 min, teve um aumento de 17,61 pug/mL deste 6xido. Os ensaios 7 e 8 ao
contrario dos citados anteriormente (1, 2 e 4) apresentaram altas concentracées de 7[3-
OH entre os tempos de 8 e 10 min (34,29 ug/mL em 10 min no ensaio 7 e 40,54 pg/mL
em 8 min no ensaio 8), concentracao esta que decaiu no tempo de 30 min para 9,65 e
1,30 pg/mL, respectivamente. Todos 0s outros ensaios apresentaram concentracoes

inferiores a 41ug/mL.
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Figura 6 — Formacao de 73-OH nos sistemas modelo secos a 130 (A) e 160°C (B). Ensaios humerados

de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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A Figura 7 mostra a formacao de 5,6a-epoxido nos ensaios submetidos as
temperaturas de 130 e 160°C. Com excecdo dos ensaios 1 e 2, todos os outros
apresentaram concentracées deste 6xido acima de 26 pg/mL, com destaque para o
ensaio 7, que em 130°C (Figura 7A) apresentou um pico de formacao em 90 min de
aquecimento com concentracdo de 102,49 ug/mL e na temperatura de 160°C
apresentou maior concentracdo em 10 min de aquecimento (81,33 pg/mL). Outros
ensaios que apresentaram concentragdes elevadas de 5,6a-ep6xido na temperatura de
130°C foram os ensaios 11, 13, 14 e 15, com concentracdes de 85,55; 78,33; 78,67 e
78,50 pug/mL, respectivamente, em 15 min de aquecimento. Apds este tempo, houve
decréscimo, até atingir 8,63; 16,24; 16,58 e 16,41 ug/mL, respectivamente, em 240
min. Outro ensaio que apresentou comportamento diferenciado na temperatura de
130°C foi o ensaio 3. O mesmo apresentou uma formagao de 5,6a-epdxido de 54,77
ug/mL em 15 min de aquecimento e apds esse tempo o teor deste 6xido caiu para 0
ug/mL. Ja na temperatura de 160°C (Figura 7B), os ensaios 11, 13, 14 e 15 também
apresentaram concentracdes maximas sendo 91,75, 73,91, 73,22 e 73,57 ug/mL,
respectivamente, porém no tempo de 6 min. Em ambas temperaturas, o ensaio 1 nao
formou este éxido. No ensaio 4 o 5,6a-ep6xido comecgou a se formar a partir de 90 e 6
min a 130 e 160°C, respectivamente, aumentando até o final cujas concentracdes finais

foram maiores que nos demais ensaios.
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Figura 7 — Formacéo de 5,6a-epdxido nos sistemas modelo secos a 130 (A) e 160°C (B). Ensaios

numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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A Figura 8 mostra a formagéao de 5,6B3-epdxido nos ensaios. Como ocorrido para
o Oxido 5,6a-epoxido, 0 ensaio 1 ndo formou este éxido em ambas temperaturas.
Todos 0s outros ensaios apresentaram concentragdes acima de 20 pg/mL, com
destaque para os ensaios 11, 13, 14 e 15 na temperatura de 130°C (Figura 8A), que
apresentaram maior formacdo deste 6xido em 15 min de aquecimento, com
concentracbes de 209,44, 153,64, 158,7 e 156,17 pg/mL, respectivamente e na
temperatura de 160°C (Figura 8B), com concentragdes de 196,32; 137,76; 142,82 e
140,29 pg/mL, respectivamente. O ensaio 7, na temperatura de 130°C também
apresentou concentragao de 5,6B-epdxido acima de 150 pg/mL porém, em 90 min de
aquecimento, a qual decaiu para 26,42 pug/mL no tempo de 240 min. O mesmo
comportamento do ensaio 3 ocorrido na formagao de 5,6a-epdxido, pode ser observado
para o 5,6B-ep6xido, com concentracao de 83,27 ug/mL em 15 min de aquecimento,
decaindo para 0 pg/mL ap6s esse tempo. Outro ensaio com comportamento
semelhante a formagédo de 5,6a-epdxido, foi o ensaio 12 (controle), tanto em 130°C
quanto em 160°C. Até o tempo de 15 min de aquecimento a 130°C este 6xido nao foi
encontrado e ja no tempo seguinte a concentracao de 5,63-epdxido foi de 125,4 ug/mL,
atingindo o maximo de concentracdao em 90 min com 131,93 ug/mL. Na temperatura de
160°C (Figura 8B) este 6xido foi formado, no tempo de 4 min na concentracao de 35,82
ug/mL, chegando ao maximo em 10 min com 116,37 ug/mL.

Na temperatura de 160°C, o ensaio 7 apresentou concentragcao de 149,4 ug/mL
em 10 min, decaindo para 49,87 ug/mL no tempo final do experimento. Os ensaios 2 e
4 também se destacam dos demais, com concentragdes iniciais de 5,6B-epoxido baixas

em ambas as temperaturas, aumentando proporcionalmente com o aumento do tempo
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de aquecimento, destacando-se dos demais, principalmente nos tempos finais com
concentracdes acima de 80 pg/mL. Os demais ensaios apresentam um comportamento
semelhante, com aumento da concentracdo deste 6xido a medida que aumenta o
tempo de aquecimento, atingindo um maximo de concentracdo. Apds atingir esse
maximo ja ocorre a degradacao do 5,6p-ep6xido. Em 130°C, pode-se perceber que na
maioria dos ensaios a concentragdo maxima é atingida ja no primeiro tempo de
aquecimento (15 min), diferente de 160°C, onde o maximo de concentragédo é atingido

em 4 ou 6 min de aquecimento.
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Analisando as Figuras de 4 a 8, que apresentam a formacao individual de cada
oxido, pode-se observar que o principal 6xido formado em ambas as temperaturas foi o
5,6B-epdxido, seguido do 7-ceto > 5,6a-epoxido > 7B-OH > 7a-OH, verificagao feita
pela soma das maiores concentragdes para cada 6xido de cada um dos ensaios.

O mecanismo de formacdo dos epdxidos é complexo. Eles ndo sdo formados
apenas pela reacdo do colesterol com o oxigénio triplete (°0») e singlete ('O5), mas por
diferentes espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o peréxido de hidrogénio
(H202), radicais hidroxilas (OHe), peroxilas (ROO¢), alcoxilas (ROe¢) e o0zbnio (O3)
(Gumulka, Pyrek & Smith, 1982; Guardiola, Codony, Addis, Rafecas & Boatella, 1996).
Outro mecanismo que poderia explicar a maior formagao de 5,6p3-epdxido é a presenca
de 7-hidroperoxicolesterol (7-O0OH) por uma reacao bimolecular (Smith, 1987).

A Figura 9 (material suplementar Tabelas 19 e 20) apresenta a formacéo total de
COP’s em cada ensaio para cada tempo de exposicdo ao aquecimento. Podemos
observar que as concentracbes de Oxidos para a temperatura de 130°C (Figura 9A)
variaram de 0 a 614,38 ug/mL, respectivamente, sendo a concentragdo maxima
encontrada no ensaio 11 no tempo de 15 min de aquecimento, concentracao esta que
decaiu para 125,38 ug/mL no tempo final de aquecimento, 240 min. Ja para a
temperatura de 160°C (Figura 9B) as concentracdes variaram de 0 a 588,69 ug/mL. A
maxima concentracéo de 6xidos foi observada também para o ensaio 11 no tempo de 6
min (588,69 pg/mL), apresentando ao final do tempo de aquecimento (30 min) uma
concentragao de 173,2 ug/mL. Observando a Figura 2, podemos perceber que o ensaio

que apresentou a menor concentracao final de colesterol foi também o ensaio 11.
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O ensaio 1 que apresentou uma menor degradacao do colesterol (31 € 46 % em
130 e 160°C, respectivamente) ao longo do aquecimento foi 0 que apresentou a menor
formacao de éxidos durante este periodo, com concentragcdes abaixo de 7 pg/mL na
temperatura de 130°C e de 50 upg/mL na temperatura de 160°C. As baixas
concentracdes de COP’s neste ensaio se devem a presenca de eritorbato de sédio em
sua composi¢ao, visto que este apresenta um acentuado efeito antioxidante, impedindo
assim a oxidacao do colesterol e consequentemente a formacao de éxidos.

Ja 0 ensaio 2 que também teve uma degradacao do colesterol abaixo de 60 %,
apresentou altas concentracbes de Oxidos nos tempos finais de exposicdo. Tais
concentracdes foram de 319,69 ug/mL em 130°C e 303,22 ug/mL em 160°C. O ensaio
4 também apresentou baixa concentracdo de COP’s até os 90 min de aquecimento
para a temperatura de 130°C, atingindo no tempo final (30 min) concentracao de
295,37 pg/mL. Na temperatura de 160°C este mesmo ensaio apresentou 0 mesmo
comportamento, baixa concentracdo de COP’s até 10 min de aquecimento,
aumentando para 365,22 pg/mL no tempo final, 30 min. Ambos os ensaios 2 e 4
apresentam em sua composicao o eritorbato de sédio, ja citado anteriormente com um
efetivo antioxidante, retardando a oxidacdo do colesterol e consequentemente a
formagéo de éxidos.

Um comportamento diferenciado pode ser observado no ensaio 3 para a
temperatura de 130°C. O mesmo apresenta uma concentracao elevada de Oxidos
(210,3 pg/mL) em 15 min de aquecimento, concentragdo esta que decai drasticamente
no tempo seguinte, 60 min, atingindo um teor de apenas 7,34 ug/mL. Este fato se deve

a rapida degradacao do colesterol, observada na Figura 2, onde apdés 15 min de
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aquecimento a concentracdo de colesterol obtida foi somente 0,35 mg/mL decaindo
para 0,04 mg/mL ja no tempo seguinte, 60 min.

O ensaio 12 (controle) foi outro ensaio que também apresentou um
comportamento diferenciado dos demais ao longo do aquecimento para as duas
temperaturas estudadas. Em 130°C a concentracdo maxima de COP’s foi atingida em
90 min de aquecimento (463,63 pg/mL), concentragdo esta que sofreu uma queda no
tempo final de aguecimento (240 min) para 341,35 ug/mL, mesmo assim foi a maior
dentre todos o0s ensaios no tempo final. Na temperatura de 130°C o tempo de
aquecimento foi bastante prolongando, demonstrando que, a taxa de degradagcao dos
COP’s foi maior que a taxa de formagéao dos mesmos. J4 em 160°C a concentracao de
oxidos s6 aumentou durante todo o tempo de aquecimento, variando de 6,97 a 414,06
pug/mL, nos tempos de 2 e 30 min, respectivamente. Provavelmente, este tempo de
aquecimento nao foi suficiente para que ocorresse a degradacdo dos O6xidos com
consequente formacéo de outros produtos. Tal fato se deve a temperatura e ao tempo
que o colesterol foi aquecido. O binbmio tempo x temperatura contribui efetivamente na
formacdo de Oxidos e consequente degradacdo dos mesmos, ou seja, a taxa de
degradagdo dos COP’s foi maior que sua taxa de formagéo, pois se o tempo de
aquecimento for elevado podera ocorrer a degradacao nao apenas do colesterol, mas
também dos produtos da oxidagdo, dando origem assim a outros COP’s e produtos de
maior peso molecular, como polimeros e outros compostos ainda desconhecidos (Park
& Addis, 1986; Kim & Nawar, 1993; Hur, Park & Joo et al., 2007). Ansorena et al.
(2013) em trabalho desenvolvido com sistemas modelo de colesterol adicionados de

diferentes triacilglicerois (TAG) demonstraram que o colesterol sozinho apresentou uma
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maior formacao de 6xidos no estagio inicial da oxidacdo (20 min) a 180°C, quando
comparado com a formacéo inicial de COP’s nos sistemas que continham TAG.

Os demais ensaios, para ambas as temperaturas, apresentaram comportamento
semelhante, com concentracbes maximas atingidas nos tempos médios de
aquecimento. Apds esses tempos houve queda na concentracdo de COP’s

provavelmente devido a degradacao dos mesmos para formagéao de outros compostos.
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Figura 9 — Formagao total de COP’s nos sistemas modelo secos a 130 (A) e 160°C (B). Ensaios

numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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3.3 Confirmacao da identidade dos 6xidos de colesterol

Foram identificados e confirmados 5 6xidos: 7-ceto, 7a-OH, 7B-OH, 5,6a- e B-
epoxidos (Figura 3B), todos oriundos da oxidagéao do anel B.

Dois hidroperoxidos também foram identificados por espectrometria de massas,
o 7a-O0H e o 7B-O0H. Para os hidroperéxidos os tempos de retencao e os espectros
de massas foram comparados aos encontrados por Nogueira, Costa, Crotti &
Bragagnolo, 2010.

A Figura 10 apresenta os espectros de massas dos 6Oxidos de colesterol
identificados a partir do cromatograma apresentado na Figura 3B. Os mesmos foram
comparados com o0s espectros de massas de cada um dos padroes de 6xidos de

colesterol (Mariutti et al., 2008; Nogueira et al., 2011).
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4. Conclusao

Quanto maior o tempo de aquecimento, maior foi a degradacédo do colesterol,
com perda de 97 % do colesterol inicial nas temperaturas de 130 e 160°C. As variaveis
que contribuiram significativamente nesse processo foram o EPA, bixina e acido oleico
que, ao longo do aquecimento, aceleraram a degradacgao do colesterol. Por outro lado,
as variaveis que apresentaram efeito protetor sobre a degradacao do colesterol foram o
eritorbato de sbédio e o &acido palmitico, em 130°C e o eritorbato de sédio na
temperatura de 160°C.

Quanto a formagao de COP’s, pode-se concluir que, o 5,6B-epoxido foi o 6xido
formado em maior quantidade em ambas temperaturas. A concentracéo total de COP’s
em ambas temperaturas foram semelhantes.

Em resumo, pode-se sugerir que a presenca de acidos graxos insaturados
contribuiu para a degradacao do colesterol, enquanto que, o antioxidante eritorbato de
sédio retardou a oxidacao, assim como o acido palmitico (saturado). Por outro lado, o
Fe presente na mioglobina ndo apresentou efeito pro-oxidante, assim como o acido
citrico nao apresentou efeito protetor sobre a degradacao do colesterol, pois ja havia se

degradado.
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Material suplementar
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Tabela 7 — Formacao de 7-ceto (ng/mL)*durante aquecimento dos sistemas a 130°C

Tempo (min)  Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,000 0,00 £0 0,00£0 0,00 £0 0,00 £0 0,00+0
15 0,00+0 3,77 £0,30 41,56 +4,98 3,07 £0,03 32,71 +1,02 34,99+266 4,33+0,78 46,78+6,57 43,65+459 3246+199 18957+19,57 1153+209 49,86+254 5142+218 50,64+2,33
60 0,00 £0 24,63 2,47 6,61 +0,86 6,90 £1,27 41,73+3,36 52,74+3,34 57,97+457 47,46+1,10 63,74+2,81 4738+157 217,81+1196 144,83+2297 66,48+159 68,04 +1,64 67,26+2,39
90 3,79+0,14 86,31 £5,30 3,07 £0,29 7,21 +£1,40 39,92+219 5289+0,71 14555+543 31,99+135 5786+6,38 4342+141 17363+1,34 193,00+11,57 61,72+0,86 61,32+0,21 61,52+0,96

120 119+0,17 9565+13,38 254+0,19 59,40+1341 33,48+4,04 3965+290 151,18+7,38 31,34+0,97 2264+425 39,75+1,97 144,03+10,13 200,74 £36,02 58,80+1,52 5958+0,75 59,19+1,72
210 2,98+0,65 12242+10,58 2,09+0,16 16538+1298 23,37+290 23,19+1,47 107,81+3,78 19,26 +3,43 23,09+2,12 30,73+0,75 104,48+3,88 191,90+29,12 50,62+1,36 51,41+0,64 51,02+0,89
240 3,30 £0,02 141,82+1353 2,06+0,34 14726+2,72 2197+1,02 2447+3,96 10568+500 1588+128 1859+245 29,05+2,02 10241+13,72 161,29+10,22 42,74+6,88 38,83+0,11 40,79+6,15
* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 8 — Formacao de 7-ceto (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 160°C

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00+0 0,00+0
2 0,000 1,59+0,35 30,85+3,00 0,71 0,11 22,72+3,37 1223+1,77 3,66 +0,51 2728+2,94 1582+158 27,86+2,63 63,20+3,31 1,80+0,16 1591 £2,40 17,08 +3,44 16,50 2,50
4 0,59 +0,03 1,47 £0,21 46,26 £8,28 1,49+0,21 40,71+856 2510+3,70 6,34+0,41 4396+4,68 4148+595 41,12+0,88 17447+1828 1501+126 43,80+1,40 4497+0,69 44,39+1,30
6 1,87+£0,19 3,90+0,94 34,74+253 598+120 37,61+262 3819+590 18,62+3,04 5570+224 56,76+13,56 44,86+3,17 217,39+1,13 50,30 +6,15 59,17 +1,62 59,56 +1,75 59,37 +1,32
8 0,98+0,06 13,74+0,79 32,70+3,08 3,39+0,71 36,71+3,02 36,12+2,73 4289+335 58,14+232 6166+7,22 46,12+586 210,61 +3,68 66,02+7,46 64,15+0,76 63,76 +0,33 63,69+0,86
10 0,61+0,08 29,71 +3,07 19,21+056 9,76+140 38,16+1,74 386+1,87 82,03+566 50,09+4,18 6528+1095 42,13+4,75 200,88+4,77 103,75+14,57 6563 +256 64,07+0,35 64,85*256
30 18,74 £3,59 120,27 +8,06 538+0,35 149,37+951 34,75+0,70 46,02+3,72 11322+4,95 2363+2,06 4497+182 3226+266 1155+9,04 167,66 +739 5505+1,41 5583+0,22 5544+133

* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 9 — Formacao de 7p3-OH (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 130°C
Tempo (min)  Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 +0 0,00+0 0,00+0 0,00 £0 0,00 £0
15 0,00 £0 196+020 18,88+0,94 1,70+0,08 2248+1,18 27,11+210 3,46+0,23 19,17+124 2420+221 2582+296 6067+037 644+103 282+040 27,97+0,40 28,09+0,23
60 0,00x0 14,25+0,80 0,73+0 245+0,15 20,10+0,61 19,14+143 3243+0,71 10,28+0,48 11,02+1,07 19,80+1,05 922+257 3332+344 1942+031 1948+0,31 19,45+0,81
90 0,63+0,01 27,13+4,48 0,00+0 458+083 1429+1,15 1235+1,39 27,62+289 356+0,19 720+139 1515+040 3,14+0,24 37,73+275 1567+0,32 1556 +0,32 15,62+0,83
120 0,58 +0,06 32,72 +4,96 0,00+0 30,04 £351 9,92+130 6,21+085 1127+1,02 1,15+0,14 138+0,33 1136+0,15 3,10+x093 3488+231 1249+0,35 1232035 12,41+0,35
210 0,88 +0,14 35,03 +1,82 0,00+0 13,12+1,91 413+0,30 264+058 2,18+0,33 128+0,04 0,78+0,16 542+0,75 1,92+043 27,12+3,87 8,40+0,99 783+099 8,12+0,73
240 1,49+£0,16 36,37 £2,64 0,00+0 911+£150 391+0,15 2,18+0,34 235%0,27 0,00+0 0,58+0,06 480+0,78 2,02+087 28,08+233 893+1,00 950+1,00 922+0,95

* Média * desvio padrédo das triplicatas
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Tabela 10 — Formacéao de 7p3-OH (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 160°C

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,000 0,000 0,00+0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,000
2 0,00+0 0,00+0 18,24 +1,34 0,00+0 16,19+2,72 1451+1,15 3,43+036 16,70+0,88 14,91+276 25,02+3,61 4445+125 242+0,03 16,36+2,07 16,92+287 16,64+2,10
4 0,000 089+0,15 20,50+325 1,10+0,23 27,74+399 2462+354 666+081 2091314 24,09+206 31,79+3,06 5799+312 1436+0,70 3197072 32,53+0,79 32,25+0,53
6 0,75+0,16 4,34+0,31 16,11+2,76 3,25+0,36 26,19+0,85 31,11+224 16,80+2,18 16,32+0,51 2238+244 28,95+3,33 40,81+228 31,89+227 3290+0,84 33,46+0,84 33,18+0,44
8 0,98+0,10 10,81+0,48 16,12+0,87 2,67+0,54 2321+237 27,75+1,09 29,54+235 4054+436 21,77+065 23,67+3,57 29,77+3,03 3581+252 3162+094 32,19+0,84 3191%0,75
10 0,70+0,17 19,42+156 4,04 +0,61 8,22+0,60 2230+1,75 24,34+1,15 34,29+0,32 28,34+22,06 18,15+2,62 2265+244 17,77+2,00 4532+248 28,73+1,04 28,17 +1,33 28,45+2,07
30 16,88 £2,15 37,03+3,29 0,91+0,03 2056+358 11,74+1,34 1242+1,11 965+1,10 1,30 £ 0,31 5,85+ 0,51 801+169 3,13+062 4148795 12,11x160 11,55+1,30 11,83+1,30
* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 11 — Formacéao de 7a-OH (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 130°C
Tempo (min)  Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 +£0 0,00 +£0 0,00 +£0 0,00 £0 0,00 £0
15 0,00 £0 2,00+0,17 11,82+055 1,50+0,11 1594+138 1735+1,28 288+042 1486+1,08 16,94+2,07 20,26+2,67 69,15+1,06 599+089 2096+0,28 21,03+0,28 21,00+0,42
60 0,00+0 12,67 £0,67 0,00+0 2,18+0,07 9,84+066 863+0,19 2517+0,94 6,03+1,02 6,75+0,14 932+0,32 1558+449 3582+369 948+057 955+050 9,52+0,78
90 0,00 0 24,93 £4,55 0,00+0 417+0,66 557+049 547+086 28,72+3,22 3,11+022 454+035 6,95+039 756+062 4035+279 731+030 7,24+030 7,28+0,60
120 0,00+0 3538+6,58 0,00+0 25,61 +£3,33 425+064 210+0,03 1276+168 1,99+0,12 160+032 479+026 450+031 3281+1,19 570+0,17 577+0,17 574+0,28
210 0,87 £0 33,83 +2,31 0,00+0 13,36 £3,12 2,00 +0,21 0,00 £0 2,31+052 1,09+0,06 121+020 2,76+0,09 1,01+124 2490+0,99 4,08+044 437+043 4,23+0,29
240 1,34+£0,10 34,76 £0,93 0,00+0 10,59+0,87 1,94 +£0,43 0,000 2,06 +0,45 0,00+0 095+020 254+0,10 1,98+1,05 2140+429 456+0,17 470+023 4,63+0,20
* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 12 — Formacéao de 7a-OH (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 160°C
Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00 +0 0,00 +0 0,00+0 0,00+0 0,00 £0
2 0,51 +£0,08 0,00 £0 12,00 £1,63 0,00+0 12,95+1,71 13,97+281 243+035 1256+1,38 13,38+1,84 1920+3,39 4217+1,19 2,75+0,15 1463+2,87 13,19+2,07 13,91+2,73
4 0,75+0,03 055+0,01 883+1,15 0,75+0,03 16,66+1,88 1571+039 463+1,08 784+1042 16,63+224 18,99+3,60 60,93+3,17 1266+225 2152+0,43 20,80+0,34 21,16+0,85
6 0,00+0 380+023 540+080 164+033 1288+127 16,43+3,68 11,14+163 5,16+0,10 1536+1,41 13,74+3,16 46,49+200 27,01+2,17 1850+0,88 18,07+0,88 18,29 +0,58
8 0,80+0,10 9,53 +0,01 6,88+052 183+040 11,02+226 1350+291 20,48+1,45 0,000 12,89+0,49 11,14+x2,05 3556+3,78 3142+257 1558+0,68 14,86+0,98 1522+0,59
10 060+0,11 16,24+121 240+0,23 6,13+0,65 838+0,60 13,17+1,00 26,98 +1,06 568+0 954+209 826+0,64 20,61+123 40,94+267 12,10+0,32 12,17+0,57 12,14+0,43
30 13,63 £2,07 34,89 £2,98 0,00+0 18,63+423 517+041 6,18+068 3,61+086 231+023 4,07+037 382+060 493+123 3494+517 574+051 588+083 581072

* Média * desvio padrao das triplicatas
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Tabela 13 — Formacéao de 5,6a-ep6xido (ng/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 130°C

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,000

15 0,00+0 0,00+0 54,77 +7,19 0,00+0 51,61+252 60,20 + 3,41 0,00+0 72,54 +8,01 67,30 +4,74 4788+2,71 8555+6,45 0,00+0 78,33+0,84 78,67 +0,84 78,50+0,74

60 0,00+0 7,57+0,38 0,000 0,00+0 34,73+5,02 49,60+3,90 67,04+255 4212+501 49,16+7,36 3891+175 59,01+246 5380+755 52,76+1,55 53,11+£143 5294+247

90 0,00+0 18,49+0,94 0,00+0 535+035 2533+0,25 37,56+0,52 102,49+1,63 21,76+1,14 3694+171 28,11+1,67 38,02+1,55 60,62+7,43 40,07+0,61 4041+0,61 4024+0,75

120 0,00+0 2557321 0,000 57,59 +14,18 1562+298 2452+205 80,70+4,58 1273+0,02 1498+264 20,42+1,78 26,65+1,67 5428+451 3028+1,38 3096+148 30,62+1,53

210 0,00+0 23,14+2,05 0,00+0 48,12+9,68 798+0,89 10,44+1,38 3822+250 0,00+0 729+153 890+030 11,50+0,63 34,81+232 17,30+0,86 16,95+0,75 17,13+0,44

240 0,00+0 22,07+4,20 0,000 46,76 £1,89 7,75+1,01 850+0,31 31,16+3,16 0,000 0,00+0 745+051 863+148 3339+391 16,24+0,82 16,58 +0,53 16,41+0,79

* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 14 — Formacéao de 5,6a-ep6xido (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 160°C
Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15

0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 +£0 0,00 +£0 0,00 +£0 0,00+0 0,00 £0

2 0,00 £0 0,000 49,63 £ 4,01 0,00+0 33,79 +6,60 34,08 +5,66 0,00 £0 55,76 +2,65 40,12+7,06 44,67+3,30 32,19+1,05 0,00+0 39,14 +6,15 42,57 +6,15 40,86 +5,15

4 0,00+0 0,00+0 55,43+1,18 0,00+0 61,21+989 4988634 751+148 70,61+332 6058+10,13 52,16+0,83 80,39+5,97 935+151 6897+4,01 70,00+398 69,49 +3,89

6 0,00 £0 0,000 37,26 +8,82 2,04+048 5255+8,05 63,69+1356 28,13+533 69,55+343 60,90+6,07 5097+199 91,75+355 36,20+3,47 73,91+1,02 73,22+1,02 7357+3,02

8 0,00+0 6,39+1,44 3662+485 295+0,71 4753+751 5346+091 56,00+£351 6517+479 6658+4,28 48,09+516 8296+517 42,09+3,87 7162+214 7093+250 71,28+230

10 0,000 10,38+1,46 16,09+0,83 12,73+1,53 43,72+1,74 50,33+1,35 81,33+4,63 52,32+11,70 56,55+11,20 43,67+1,86 69,02+254 56,43+7,03 6535+0,83 6501+0,73 65,18+0,54

30 000+0 2860+160 11,23+0,03 66,81+729 2323+127 3407+728 5057+261 12,18+285 2831+1,46 20,37+299 2266+224 5868+455 3336+7,71 2959+743 31,48+6,45

* Média * desvio padrao das triplicatas

Tabela 15 — Formacao de 5,6B-ep6xido (ug/mL)* durante aguecimento dos sistemas a 130°C
Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,00+0 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00 £0 0,00 +0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0

15 0,00 £0 0,00 £0 83,27 +17,77 3,14 £ 0,32 99,67 +5,58 112,94 £2,70 8,34 0,01 130,07 £9,98 126,02 +8,72 93,51 +6,29 209,44 +12,00 0,00+0 153,64 £6,58 158,7 £6,58 156,17 +5,28
60 0,00+0 25,19+0,57 0,000 0,00+0 62,83+6,63 7466x+6,13 11482+4,11 60,77+3,34 67,20+1228 68,02+1,46 100,81 +1165 12540+13,06 83,65+3,36 82,13+321 82,89+5.23
920 0,00+0 57,99+2388 0,00+0 0,00+0 4540+2,72 53,17+175 154,39+6,77 23,16+3,97 40,60+3,88 47,64+324 54,92+0,85 131,93+7,33 58,71+0,50 58,21+0,50 58,46+0,80
120 0,00+x0 79,84 £17,01 0,000 103,79 £11,59 2891251 29,69+3,61 105,78+ 14,39 0,000 11,47+£0,48 3596+1,77 3472+456 107,08+10,40 43,22+0,37 43,72+0,87 43,47+0,53
210 0,00+0 84,62+8,12 0,00+0 81,49+10,00 13,15+2,77 10,48 +£1,36 30,95+4,73 0,00+0 0,00+0 16,62+0,94 12,65+1,22 78,73 2,21 245+1,14 25,01 +215 2475+1,43
240 0,00+0 69,67 +2,83 0,00+0 68,65+20,36 12,70+1,81 7,86+1,43 26,42 +3,14 0,00+0 0,00+0 1535+2,16 10,34 +2,70 67,19+11,69 2592+3,68 27,94+3,95 26,93+4,00

* Média + desvio padrédo das triplicatas
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Tabela 16 — Formacéao de 5,63-ep6xido (ng/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 160°C

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15

0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0

2 0,00 +0 0,00 +0 92,84 + 14,16 0,00 +0 83,80+8,91 57,30 £ 13,91 0,00 +0 119,32 +23,35 79,47 +16,76 91,39+525 100,35 +4,99 0,00 +0 84,66 +12,79 89,73+12,75 87,20 +11,56
4 0,00 +0 0,00+0 89,00+ 13,69 0,00 +0 10526 +11,561  90,10+7,77 17,12+2,32 107,82+597 106,22+1581 9955+2,80 196,32 +1342 3582+4,07 136,65+827 131,58+8,35 134,12+7,33
6 0,00 +0 0,00+0  4733+10,59 5,17 £0,87 84,93 +226  93,67+4,73 56,71+9,05 86,62+10,90 9581+924 8835+561 19225+4,80 76,27+530 137,76+512 142,82+512 140,29 +6,15
8 0,00+0 20,78+5,12 50,81 +3,49 7,03+1,12 76,09+9,14  7968+1,14 113,02+822 7695+1397 87,10+9,82 7879+6,95 163,48+3,28 8648+10,18 129,09+4,38 132,13+3,48 130,61 +4,50
10 0,00+0 37,71+459 4567 +2,27 28,31 +1,56 66,84 + 8,60 7412+0,79 149,40 +2,87 65,60 +6,41 83,12+5,13 71,12+4,87 129,76 +6,31 116,37+11,69 102,78+0,17 102,27 +0,16 102,53 +0,11
30 0,00+0 82,43+4,06 0,00 +0 109,85+16,34 31,56 +1,90 39,26+532 49,87+568 11,73+0,63 2367+1,19 26,20+3,00 26,98 +6,51 111,30+4,96 4059+3,34 41,60+253 41,10+2,89

* Média * desvio padrao das triplicatas

Tabela 17 — Formacéo total de COP’s (ng/mL)* durante aquecimento a 130°C

Tempo (min) Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15

0
15
60
90

120
210
240

0,00
0,00
0,00
4,92
1,77
4,73
6,13

0,00 0,00 0,00

7,73 210,30 9,41
84,31 7,34 11,53
214,85 3,07 21,31
269,16 2,54 276,43
284,04 2,09 308,47
319,69 2,06 295,37

0,00
222,41
169,23
130,51

92,18
50,63
48,27

0,00
252,59
204,77
161,44
102,17

46,75
43,01

0,00
19,01
297,43
458,77
361,69
181,47
167,67

0,00
283,42
166,66
83,58
47,21
21,63

16,26

0,00
278,11
197,87
147,14

52,07
32,37
20,12

0,00
219,93
183,43
141,27
112,28

64,43
59,19

0,00
614,38
402,43
277,27
213,00
131,56
125,38

0,00
23,96
393,17
463,63
429,79
341,35
327,46

0,00
330,99
231,79
183,48
150,49
104,90

98,39

0,00
337,79
232,31
182,74
152,35
105,57

97,55

0,00
334,39
232,05
183,11
151,42
105,24

97,98

*Somatodria das médias de todos os COP’s

Tabela 18 — Formacao total de COP’s (ug/mL)* durante aquecimento a 160°C

Tempo (min) Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15

0
2

4
6
8

10

30

0,00
1,00
1,34
2,62
2,76
1,91
49,25

0,00

0,00 0,00

1,59 203,56 1,20
2,91 220,02 3,34

12,04 1
61,25 1

40,84 18,08
43,13 17,87

113,46 87,41 65,15
303,22 17,52 365,22

0,00
169,45
251,58
214,16
194,56
179,40
106,45

0,00
132,09
205,41
243,09
210,51
200,56
137,95

0,00
9,52
42,26
131,40
261,93
374,03
226,92

0,00
231,62
251,14
233,35
240,80
202,03

51,15

0,00
163,70
249,00
251,21
240,00
242,64
106,87

0,00
208,14
243,61
226,87
207,81
187,83

90,66

0,00
282,36
570,10
588,69
522,38
438,04
173,20

0,00
6,97
87,20
221,67
261,82
362,81
414,06

0,00
170,70
302,91
322,24
312,06
274,59
146,85

0,00
179,49
299,88
327,13
313,87
271,69
144,45

0,00
175,10
301,40
324,69
312,70
273,14
145,65

*Somatoéria das médias de todos os COP’s
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Figura 10 — Degradacéo dos acidos graxos (16:0, 18:1n9, 20:5n3) nos ensaios dos sistemas modelo aquecidos a 130°C, segundo planejamento experimental
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DEGRADAGAO DO COLESTEROL E FORMACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL
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CONSTANTE DE O,
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UNICAMP — Campinas, SP, Brasil

Resumo

Visando avaliar a oxidagao do colesterol e a formacéo de éxidos de colesterol (COP’s)
foram preparados sistemas modelo contendo colesterol com diferentes concentragdes
de acidos graxos (acido palmitico, acido oleico e acido eicosapentaendico - EPA),
antioxidantes (eritorbato de sédio, bixina e acido citrico) e pré-oxidante (mioglobina).
Estes sistemas foram submetidos ao aquecimento a 230°C sob fluxo constante de O»
durante 300 s. A degradacao do colesterol no tempo final de aquecimento variou de 89
a 96 % do colesterol inicial sendo dependente da composicdo de cada ensaio. O
ensaio que apresentou a maior degradacao foi o que continha em sua composicao
colesterol, bixina, acido oleico e mioglobina. Por outro lado, os ensaios que
apresentaram a menor degradacao continham colesterol, eritorbato de sdédio, acido
citrico e mioglobina (ensaio 1) e eritorbato de sddio, bixina e acido palmitico (ensaio 2).
A concentracdo maxima de COP’s obtida foi de 464 pug/mL no ensaio 11 no tempo de

50 segundos de aquecimento.
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Palavras-chave: oxidacdo de colesterol, mioglobina, planejamento experimental,

eritorbato de sdédio, EPA, COP’s.

1. Introducao

A oxidacdo lipidica é uma das principais transformacdes que pode afetar
significativamente a qualidade global dos alimentos. Pode ocorrer de acordo com
diferentes mecanismos de reacado (auto-oxidacdo, termo-oxidacdo, foto-oxidacdo e
oxidacao enzimatica) e pode ser influenciada por diversos fatores (grau de insaturagéao
dos acidos graxos, temperatura, luz, atividade de &gua, presenca de metais,
fotossensibilizadores, pro-oxidantes e antioxidantes) (Frankel, 2005).

A reacao de oxidacdo em produtos que contém colesterol € iniciada nas
membranas celulares altamente susceptiveis, as quais contém uma quantidade
relativamente grande de &acidos graxos poli-insaturados (Wood et al., 2004). No
entanto, a membrana celular contém também outras moléculas lipossoluveis
insaturadas, tais como o colesterol, que também € propenso a oxidacdo. Uma ampla
gama de 6xidos de colesterol (COP’s) podem ser gerados tanto por via quimica como
enzimatica (Smith, 1991; Lercker & Rodriguez-Estrada, 2000). COP’s tém sido
amplamente estudados em varios alimentos (Bragagnolo, 2009; Hur et al., 2007), uma
vez que eles sdo relacionados ao desenvolvimento de véarias doengas crénico-
degenerativas e alteragdes da funcionalidade das células (Otaegui-Arrazola et al.,
2010; Schroepfer Jr, 2000). Embora estejam normalmente presentes em baixas

quantidades em alimentos crus, suas concentragdes tendem a aumentar drasticamente
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apos a exposicao ao calor, luz, metais e oxigénio, bem como nos alimentos altamente
processados (Kerry et al., 2002; Otaegui-Arrazola et al., 2010).

Os principais tratamentos térmicos empregados em alimentos utilizam o bindmio
tempo x temperatura para garantir que seu emprego atinja o objetivo desejado. Dessa
forma, as condicbes empregadas dependem da matriz utilizada e também das
condi¢cdes. De modo geral, quanto menor o tempo de exposicado maior a temperatura
empregada. J& no armazenamento, quanto menor a temperatura maior sera o tempo
de armazenamento que poderda ser empregado. Os processos tecnolégicos para a
produgcdo de alimentos como a secagem em spray dryer, a fritura e o uso de forno
convencional a gas ou elétrico podem atingir temperaturas de até 250°C e dependendo
do tempo empregado, pode ocorrer a oxidacdo e degradacdao do colesterol, com
formacdo de COP’s. Em temperaturas acima de 175°C a oxidagado do colesterol é
extremamente rapida (Vicente et al., 2012).Uma alternativa eficaz para reduzir a
formagdo de COP’s seria a adigdo de substancias naturais ou sintéticas, com
caracteristicas antioxidantes (Valenzuela et al., 2003; Lee et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes acidos
graxos com diferentes graus de insaturacdo (acido oleico, EPA e acido palmitico),
antioxidantes (bixina, eritorbato de sédio e acido citrico) e de pro-oxidante (mioglobina)
na degradacao do colesterol em sistemas modelo submetidos a temperaturas de 230°C
e fluxo constante de O, durante 300 s. Os sistemas modelo foram avaliados quanto a
degradagdo do colesterol e a formacdo de COP’s bem como pela alteracdo na
composicao de 4&cidos graxos e pela degradagdo dos antioxidantes quando

adicionados aos sistemas modelo.
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2. Materiais e métodos
2.1 Reagentes e solventes

Os padrées de oOxidos de colesterol 20a-hidroxicolesterol (20a-OH) (= 98 %),
22 R-hidroxicolesterol (22R-OH) (= 98 %), 22 S-hidroxicolesterol (225-OH) (= 98 %), 25-
hidroxicolesterol (25-OH) (= 98 %), 5,6a-epoxicolesterol (5,6a-epdxido) (= 80 %), 5,6B-
epoxicolesterol (5,6B3-epoxido) (= 80 %), 7-cetocolesterol (7-ceto) (= 90 %), 7a-
hidroxicolesterol (7a-OH) (= 95 %), 7B-hidroxicolesterol (78-OH) (= 95 %) e
colestanotriol (triol) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) ou Steraloids
(Newport, RI, EUA).Os padrdes de colesterol, eritorbato de sddio, acido palmitico, acido
oleico, EPA, mioglobina, o complexo trifluoreto de boro em metanol 13-15 % (BF3), a
mistura de padrdes contendo ésteres metilicos dos acidos graxos de 4:0 a 24:0 e 0
éster metilico do acido tricosandico (99 % CG) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Ja o padrao de acido citrico foi adquirido da Qhemis (99,5 % de
pureza) (Jundiai, SP, Brasil).

Os solventes grau cromatografico (HPLC) utilizados foram metanol e isopropanol
obtidos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA), hexano adquirido da Panreac (Barcelona,
Catalunha, Espanha) e diclorometano proveniente da Mallinckrodt (Phillipsburg, NJ,
EUA). Os reagentes grau P.A. metanol, iso-octano, hidroxido de s6dio (NaOH), cloreto

de sodio (NaCl) e acido fosférico foram obtidos da marca Synth (Diadema, SP, Brasil).

2.2 Preparo das solucoes dos sistemas modelo
As solucdes usadas no preparo dos sistemas modelo foram preparadas com

concentracbes conhecidas, de acordo com o planejamento experimental (Plackett &
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Burman) apresentado na Tabela 1. A solucdo de colesterol foi preparada na
concentracao de 10 mg/mL, para tanto, pesou-se 100 mg do padrdo em balao
volumétrico de 10 mL e aferiu-se o volume com isopropanol. Para o prepado das
solugcbes de antioxidantes foram pesados 2 mg de cada antioxidante em balGes
volumétrico de 5mL e o volume foi aferido com metanol. Esta concentracao
corresponde ao nivel +1 do planejamento experimental. Para o nivel 0, a solugao foi
preparada pesando-se 1 mg de cada antioxidante em baldes volumétricos de 5 mL e
aferindo o volume com metanol. Os &cidos graxos, para o nivel +1, foram preparados
na concentracdo de 150 mg em 5 mL, em balao volumétrico de 5 mL, e para o nivel 0
na concentracdao de 75 mg em 5 mL, sendo solubilizados em hexano. A mioglobina foi
preparada na concentracao de 4 mg em de 5 mL, para o nivel +1, e 2 mgem 5 mL para
o nivel 0, sendo solubilizado em agua MilliQ.

Todas as solugdes foram preparadas separadamente e apds esta etapa
procedeu-se o preparo dos tubos dos sistemas modelo também de acordo com o
planejamento experimental. Desta forma, pipetou-se 100 pL de colesterol, 100 uL de
antioxidantes, 100 uL de acidos graxos e 50 puL de mioglobina, para que os sistemas

apresentassem a concentracao desejada, de acordo com a Tabela 2.

2.3 Preparo dos sistemas modelo

Os sistemas modelo foram preparados utilizando um planejamento experimental
Plackett & Burman (1946), com sete variaveis de entrada (eritorbato de sédio, acido
palmitico, acido oleico, EPA, mioglobina, acido citrico) em dois niveis e trés pontos

centrais, totalizando 15 ensaios, de acordo com as Tabelas 1 e 2. As solugcbes das
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variaveis de cada ensaio foram adicionadas em tubos de ensaio de 15 mL e
homogeneizadas em vortex por 1 min. Em seguida, os solventes foram evaporados sob
fluxo de N2 e os tubos foram imediatamente levados para o bloco de aquecimento
(Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Para cada ensaio do planejamento foram preparados
21 tubos, quantidade suficiente para se obter 7 pontos, em triplicata. O ensaio 12
constituido apenas de colesterol corresponde ao controle. Os sistemas modelo foram
aquecidos na temperatura de 230°C, sob fluxo constante de O, (10 mL/min). Os tubos
foram retirados nos tempos de 0, 10, 25, 50, 90, 120 e 300 s. ApGs cada tempo de
aquecimento os tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo. Os tempos
de aquecimento do sistema modelo foram fixados de acordo com estudos preliminares
(dados nao apresentados). A Tabela 2 mostra a concentracdo das variaveis em dois
niveis.

Apé6s o aquecimento e resfriamento foi adicionado a cada tubo 1 mL de fase
movel e aliquotas convenientes foram tomadas para as analises de colesterol e COP’s
e de acordo com o sistema modelo, para as analises de &acidos graxos, e/ou
antioxidantes e/ou pré-oxidante. Como resposta avaliou-se a degradacao do colesterol

e a formacéao de COP’s.
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Tabela 1 — Matriz codificada do planejamento Plackett & Burman

Ensaios x1 x2 x3 x4 x5 x6 X7
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1
5 1 1 -1 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1
12* -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0 0

*Controle (contém somente colesterol)

Tabela 2 — Concentracdo das variaveis do planejamento Plackett & Burman e seus respectivos niveis

codificados

Variaveis -1 0 1 Solvente de solubilizacao
Eritorbato de s6dio (mg/mL)(x1) 0 0,02 0,04 Metanol

Bixina (mg/mL) (x2) 0 0,02 0,04 Metanol

Acido citrico (mg/mL) (x3) 0 0,02 0,04 Metanol

Acido palmitico (mg/mL) (x4) 0 1,5 3 Hexano

EPA (mg/mL) (x5) 0 15 3 Hexano

Acido oleico (mg/mL) (x6) 0 15 3 Hexano
Mioglobina de cavalo (mg/mL) (x7) 0 0,02 0,04 Agua
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2.4 Quantificacao e confirmacao do colesterol e 6xidos de colesterol

Os tubos contendo os sistemas modelo foram diluidos em 1 mL de fase mével,
filtrados (Millipore 0,45 um) e aliquotas foram separadas para as analises de acidos
graxos e antioxidantes.

Uma aliquota de 100 pL foi injetada no cromatégrafo liquido com detector UV e
RID, modelo LC10 (Shimadzu, Quioto, Japéo). Os compostos foram separados
utilizando uma Coluna CN (Waters, Millford, MS, USA), 30 cm x 5 mm x 4 um de
didmetro de particula, com fase moével constituida de hexano + isopropanol (97:3) na
vazao 1 mL/min e temperatura da coluna 32°C (Saldanha et al., 2006). Para a
investigagdo da presenca de triol foi realizada outra corrida cromatogréfica nas
mesmas condicoes alterando-se apenas a proporcao (90:10) da fase movel, porém
este 6xido ndo foi encontrado em nenhum ensaio.

Os picos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencao dos
padrdes de colesterol e COP’s: 20a-OH, 22R-OH, 225-OH, 25-OH, 5,6a- e 5,6p-
epoxido, 7-ceto, 7a- e 73-OH. A quantificacdo foi feita através das curvas analiticas que
foram construidas com concentragées variando de 0,08 a 4 mg/mL para o colesterol e
de 0,5 a 100 pg/mL para os COP’s (20a-OH: LD = 0,06 pug/mL e LQ = 0,19 pg/mL; 22R-
OH: LD = 0,53 pg/mL e LQ = 1,62 pug/mL; 22S-OH: LD = 0,42 pg/mL e LQ = 1,28
pug/mL; 25-OH: LD = 0,53 pg/mL e LQ = 1,60 pug/mL; 5,6a-epdxido: LD = 2,67 pg/mL e
LQ = 8,08 pg/mL; 5,6B-epdxido: LD = 4,99 ug/mL e LQ = 15,12 pg/mL; 7-ceto: LD =
0,33 pg/mL e LQ = 1,01 pg/mL; 7a-OH: LD = 0,98 ug/mL e LQ = 2,98 pg/mL; 7B3-OH:

LD = 0,46 pg/mL e LQ = 1,40 pg/mL).
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A confirmacdo da identidade foi feita por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas segundo descrito por Mariutti et al. (2008).

2.5 Determinacao de acidos graxos

Uma aliquota (200 L) do sistema modelo foi retirada, saponificada e esterificada
de acordo com o método descrito por Joseph & Ackman (1992). As amostras foram
ressuspendidas com 1 mL de hexano (grau HPLC) da qual retirou-se 2 uL para injecao
no cromatografo gasoso através da técnica de hot needle por 5 s.

Para a quantificacdo dos acidos graxos foi utilizado um cromatégrafo gasoso,
modelo GC2010 (Shimadzu, Quioto, Japao) com coluna capilar de silica fundida (100 m
comprimento, 0,25 mm d.i.,, 0,20 mm espessura de fase estacionaria) (CP-SIL 88,
Chromopack, Middleburg, Holanda) de acordo com método descrito por Sancho et al.
(2011).

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos de
retencdo dos padroes de metil ésteres dos acidos graxos de 4:0 ao 24:0 com os
tempos de retencdo de metil ésteres de acidos graxos da amostra. A quantificacéao foi
realizada por padronizacdo interna, utilizando o éster metilico do &acido graxo

tricosanoico, sendo os 4cidos graxos calculados em mg/mL de amostra (AOCS, 1997).

2.6 Determinacao de acido citrico e eritorbato de sédio
Foi retirada uma aliquota de 200 uL do sistema modelo inicial e o solvente foi
evaporado. Ap6s a amostra foi ressuspendida no mesmo volume de fase mével para a

determinacao de acido citrico e eritorbato de sodio simultaneamente. Foi utilizado um
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cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (Shimadzu,
Quioto, Japao). A coluna analitica utilizada foi uma C+g (Vydac, Hesperia, CA, EUA)
250 mm x 4,6 mm x 5 um de diametro de particula, mantida a temperatura de 30°C. As
andlises foram realizadas em modo isocratico com vazao de 1mL/min de fase mével
com deteccdo em 205 e 265 nm, para &cido citrico e eritorbato de sdédio,
respectivamente. A fase mével utilizada consistiu de uma solucdo 3 mM de &cido
fosférico em agua (Uckoo et al. 2011).

A identificacao foi feita por comparacdao dos tempos de retencdo dos padrdes
com os tempos de retencao dos compostos das amostras. Para a quantificacdo as
curvas analiticas foram construidas com 7 pontos de concentragédo variando de 20 a 50
ug/mL para o acido citrico (LD = 0,052 mg/mL e LQ = 0,158 mg/mL) e com 6 pontos de
concentracao variando de 0,001 a 0,1 mg/mL para o eritorbato de sédio (LD = 0,008

mg/mL e LQ = 0,026 mg/mL).

2.7 Determinacao de bixina

Do sistema modelo inicial foram reservados 200 pL do extrato, cujo solvente foi
completamente evaporado sob fluxo de Nz e diluido no mesmo volume de
diclorometano. A absorbancia foi medida em um espectrofotobmetro Agilent (modelo
8453, Palo Alto, EUA) e a concentracdo de bixina foi calculada em mg/g utilizando o
coeficiente de absorcao de 2826 a 470 nm (FAO/WHO, 1982; Lara, 1984). Todo o

processo foi realizado ao abrigo de luz.
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2.8 Analise estatistica
O planejamento estatistico e a analise estatistica dos dados foram realizados

utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3. Resultados e discussao
3.1 Degradacao do colesterol

A concentracdo final de colesterol foi dependente da composicdo de cada
ensaio, variando de 0,13 a 0,04 mg/mL ao final de 300 s de aquecimento. Essas
concentracdes correspondem a uma degradacao de 88,7 (ensaio 2) e 96 % (ensaio 11)

do colesterol inicial adicionado aos sistemas, como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 — Concentracao de colesterol (mg/mL)* em diferentes sistemas modelo aquecidos a 230°C sob

fluxo de O, constante durante 300 s

Tempo (seg)
Ensaios
0 10 25 50 90 120 300

1 1,090 1,04+0,02  0,99+0,06  0,85+0,06 0,310 0,28+0,01  0,13+0,01
2 1,150 1,04+0,01  1,00#0,02  0,92+0,01  0,60+0,06  0,42+0,04  0,13+0,02
3 1,160 0,94+0,06  0,64+0,09  0,38+0,04  0,21+0,01  0,08+0,01 0,060
4 1,050 1,0120,02 1,000 0,86+0,03  0,39+0,03  0,23+0,03  0,07+0,01
S 0,900 0,79#0,03  0,67#0,12  0,46+0,02  0,18+0,03  0,13+0,01 0,060
6 1,020 0,96+0,04  0,83+0,06  0,61+0,03  0,340,05 0,24+0,03  0,08%0,01
7 0,960 0,89+0,02  0,74+0,08  0,42+#0,02  0,16+0,03  0,08+0,01 0,050
8 0,920 0,89+0,01  0,61#0,04  0,36+0,03  0,1420,03 0,070 0,050
9 0,990 0,92+#0,02  0,86+0,03  0,41+0,01  0,42+0,05 0,2620,04  0,08%0,01
10 0,960 0,98+0,06  0,86+0,06  0,47+0,16  0,35+0,11  0,1620,02  0,07+0,01
1 1,000 1,03+0,02  0,84+0,04  0,32+0,02 0,090 0,070 0,040

12** 1,10£0,03  1,06+0,01 0,9+0,08  0,65+0,09 0,4120 0,3120,02  0,12%0,02
13 0,940 0,88+0,04  0,74+0,03  0,49+0,0  0,20+0,01  0,09+0,01  0,06%0,01
14 1,030 0,9940,05  0,77#0,06  0,44+0,02  0,20+0,03  0,12+0,02  0,06%0,01
15 0,940 0,88+0,04  0,74+0,03  0,49+0,0  0,20+0,01  0,09+0,01  0,06%0,01

*Média + desvio padrédo das triplicatas
**Controle (contém somente colesterol)
Ensaios numerados de acordo com a tabela 1
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Avaliando os resultados apresentados na Tabela 3 e na Figura 1 pode-se
observar que, os ensaios que apresentaram as maiores concentracdes finais de
colesterol foram os ensaios 1, 2 e 12, com percentual médio de degradacao de 88,7 %.

Nos ensaios 1 e 2 até os 50 s de aquecimento foi observada uma concentracao
média de 0,88 mg/mL de colesterol, concentracdo esta que decaiu para 0,31 e 0,6
mg/mL aos 90 s, nos ensaios 1 e 2, respectivamente, queda superior a 45 % do
colesterol inicial. O ensaio 4 também apresentou um comportamento semelhante aos
ensaios 1 e 2 no inicio do aquecimento, sendo que até 50 s a porcentagem de
colesterol presente no sistema era de 81,9 % e ja no tempo seguinte, 90 s, esse
percentual caiu para 37,1 %.

Esses ensaios apresentam em sua composicdo o eritorbato de sédio,
antioxidante bastante eficiente na protecédo contra a oxidacao lipidica. Os ascorbatos e
seus isdbmeros, como eritorbato, sdo agentes redutores capazes de inibir a oxidag¢ao de
lipidios por inativagdo de radicais (Decker & Mei, 1996); a adicdo de ascorbato em
alimentos frescos também pode manter a mioglobina no seu estado reduzido (ferroso)
(Shivas, Kropf, Kastner, Kendall & Dayton, 1984). Fato este observado por diversos
autores, que relatam que o eritorbato de sédio foi responsavel pela conservacao de
produtos derivados de carne, de frango, de carne processadas termicamente e de peru
contra a oxidacdo lipidica e formagdo de COP’s (Baggio et al., 2005; Baggio &
Bragagnolo, 2006; Selani et al., 2011; Karpinska-Tymoszczyk, 2013). Porém, a alta
temperatura afetou significativamente a oxidacdo do colesterol, tanto que ao final do
tempo de aquecimento a concentragdo de colesterol em ambos os ensaios foi de

somente 0,13 mg/mL, ainda superior as encontradas para outros ensaios.
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Ja o ensaio 12 (controle) ndo apresenta nenhuma das variaveis estudadas em
sua composicao além do colesterol, demonstrando assim, que o colesterol sozinho
oxida, sob altas temperaturas, com a velocidade menor quando comparado com outros
ensaios que contém em sua composicao principalmente acidos graxos insaturados.

Os demais ensaios apresentaram um comportamento bastante semelhante com
degradacao média de 93,7 % do colesterol inicialmente adicionado aos ensaios. Esses
resultados evidenciam que a temperatura e o tempo de aquecimento foram fatores

determinantes na oxidacao do colesterol.
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Figura 1 — Degradacéo do colesterol em sistema modelo seco em fungéo do tempo x temperatura a
230°C. Ensaios numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle constituido somente de

colesterol
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Avaliando o efeito das variaveis (Tabela 4) sobre a degradacédo do colesterol,
observa-se que, as variaveis que apresentaram efeito significativo (p < 0,10) foram
diferenciadas ao longo dos tempos de aquecimento. Nas condi¢cdes de concentracao
estudadas aumentando-se a quantidade de eritorbato de sédio (nivel +1), maior pode
ser a protecao contra a degradagcao do colesterol. Fato este que pode ser observado
entre 25 e 120 s de aquecimento. Ja o EPA, a bixina, o &cido palmitico, a mioglobina e
0 acido oleico apresentaram um comportamento inverso ao encontrado para o
eritorbato, ou seja, nas condi¢cdes de concentracdo estudadas neste trabalho, quando
se diminui as quantidades (nivel 0) destes constituintes nos sistemas provavelmente a
degradacao do colesterol pode aumentar. Entre o tempo inicial (10 s) e 50 s, os trés
acidos graxos adicionados se mostraram significativos, contribuindo na oxidagdo do
colesterol (material suplementar Figura 6). Diversos trabalhos citados na literatura
demonstram que nao ha consenso quanto ao papel do grau de insaturacao dos acidos
graxos na oxidacao do colesterol. Outros fatores, como a temperatura e o tempo de
aquecimento, influenciam mais diretamente a oxidacao (Soupas et al., 2004; Xu et al.,
2011), como pode ser confirmado pelos resultados apresentados.

Neste trabalho o &cido palmitico apresentou um efeito negativo, diferente dos
resultados encontrados no Capitulo Il, ou seja, nas condi¢cdes estudadas, pequenas
concentracbes deste acido graxo ja foram capazes de acelerar a degradagcdo do
colesterol. Esse fato pode ser atribuido ao aumento da temperatura, pois, quando se
estudou esta variavel em 130°C ela se mostrou protetora do colesterol contra a
degradacao, ja aumentando a temperatura para 160°C a mesma nao apresentou efeito

significativo e em 230°C ja apresentou um efeito pré-oxidante. Portanto, ha sim uma
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relacdo direta entre o aumento da temperatura e a degradacao do acido palmitico. Hu
& Chen (2002) estudando sistemas modelo foto-oxidados contendo ésteres metilicos
de acidos graxos e colesterol, observaram que em presenca de estearato resultou em
uma maior perda de colesterol do que em presenca de linoleato e docosa-hexaenoato.
Por outro lado, quando o colesterol foi aquecido a 220°C com &cido esteéarico a
degradacao do colesterol ndo foi influenciada, mas foi acelerada na presenga de acido
linolénico (Nogueira, 2011).

Ja com relacao a bixina, esta variavel apresentou um efeito negativo somente
nos tempos de 25 e 50 s de aquecimento. Ja nos tempos seguintes, o fato de nao
apresentar mais efeito significativo pode ser devido a sua total degradacao apos 50 s
de aquecimento.

Diferentemente dos resultados apresentados no Capitulo Il que mostram que a
mioglobina ndo foi uma variavel significativa, na temperatura de 230°C a mesma se
mostrou pré-oxidante. Provavelmente devido ao curto tempo de aquecimento destes
sistemas (5 min) o Fe presente na mioglobina ndo se complexou com os acidos
carboxilicos dos acidos graxos ficando livre para agir como pré-oxidante (Schaich et al.,
2013).

Outro motivo para esta variavel ser significativa € porque pode ter ocorrido a
oxidacdo de Fe*? para Fe*, sendo este Ultimo um efetivo pré-oxidante. Segundo
Schaich et al. (2013) metais oxidados sao iniciadores diretos fortes, formando radicais
através da abstracdo de elétrons das ligacées duplas. Monahan, Crackel, Gray,
Buckley & Morrissey (1993) utilizaram sistemas modelo para estudar os efeitos da

hemoglobina, mioglobina e FeSO4 na oxidagéao lipidica. De acordo com os autores, 0s
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maiores valores de TBARS foram obtidos para o tratamento com hemoglobina, seguido
dos tratamentos mioglobina > FeSO4 > controle (carne suina).

De acordo com a Figura 1, o ensaio que apresentou a menor degradacao do
colesterol, quando comparado aos outros, foi o ensaio 2 seguido dos ensaios 1 e 4, 0os
quais apresentam em sua composicao o eritorbato de sédio. Outro fato que pode ser
observado na Figura 1 € o comportamento do ensaio 11. O mesmo apresentou a maior
degradacao do colesterol a partir de 50 s de aquecimento e permaneceu com esse
comportamento até o final dos 300 s. O ensaio 11 apresenta em sua composicao a
bixina, o acido oleico e a mioglobina, trés dos constituintes que mesmo em menores

concentracdes foram capazes de acelerar a degradacao do colesterol.
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Tabela 4 - Efeito das variaveis na degradagéao térmica do colesterol em sistemas modelo secos aquecido a 230°C

10 seg 25 seg 50 seg 90 seg 120 seg 300 seg
Variaveis Erro Erro Erro Erro Erro Erro
Efeito 1(7) p-valor Efeito #(7) p-valor Efeito t(7) p-valor Efeito t(7) p-valor Efeito t(7) p-valor Efeito 1(7) p-valor
padrao padrao padrao padrao padrao padrao

Media 0,95 0,01 6545  <0,0001 0,81 0,02 48,82  <0,0001 0,54 0,02 3244  <0,0001 0,28 0,02 11,56  <0,0001 0,18 0,02 8,29  0,0001 0,07 0,01 13,31  <0,0001
1 0,02 0,03 0,46 0,6591 0,13 0,04 3,40 0,0114 0,27 0,04 7,27 0,0002 0,12 0,05 2,28 0,0569 0,10 0,05 2,08 0,0762 0,02 0,01 1,86 0,1053

2 -0,04 0,03 -1,28 0,2415 -0,08 0,04 -2,24 0,0602  -0,08 0,04 -2,19 0,0651 -0,07 0,05 -1,35 0,2179 -0,05 0,05 -1,02 0,3409 -0,02 0,01 -1,33 0,2258

s -0,02 0,03  -0,46 0,6591 -0,05 0,04  -1,43 0,1950 0,04 0,04 1,12 0,3016 -0,08 0,05 -1,54 0,1679 -0,06 0,05 -1,30 0,2336 -0,01 0,01 -0,80 0,4517

4 -0,08 0,03 -2,41 0,0471 -0,03 0,04 -0,81 0,4468 0,02 0,04 0,67 0,5249 0,03 0,05 0,55 0,5970 0,01 0,05 0,18  0,8651 -0,01 0,01 -0,80 0,4517

5 -0,10 0,03 -3,02 0,0194 -0,17 0,04 -4,48 0,0029 -0,22 0,04 -5,93 0,0006 -0,05 0,05 -0,98 0,3577 -0,08 0,05 -1,59  0,1568 -0,02 0,01 -1,86 0,1053

6 0,00 0,03 0,15 0,8823 0,05 0,04 1,43 0,1950 -0,09 0,04 -2,36 0,0500 -0,02 0,05 -0,31 0,7673 -0,04 0,05 -0,88  0,4076 -0,03 0,01 -2,13 0,0712

7 -0,05 0,03 -1,59 0,1567 -0,09 0,04 -2,33 0,0527 -0,16 0,04 -4,24 0,0039 -0,19 0,05 -3,51 0,0099 -0,13 0,05 -2,64 0,0333 -0,02 0,01 -1,86 0,1053

Significancia = p < 0,10
1 = eritrobato de sddio, 2 = bixina, 3 = 4cido citrico, 4 = acido palmitico, 5 = EPA, 6 = 4cido oleico e 7 = mioglobina

129



3.2 Formacao de 6xidos de colesterol

As Figuras 2, 3 e 4 apresentam a formacao individual de COP’s identificados e
quantificados em cada ensaio do planejamento (material suplementar Tabelas 5 a 9).
Observando os 5 gréficos apresentados, pode-se verificar que o éxido formado em
maior concentracao foi o 7-ceto, seguido do 5,6pB-epdxido > 5,6a-epdxido > 73-OH >
7a-OH.

Diferentemente dos resultados encontrados no Capitulo Il, que mostra ser o
5,6B-epdxido o Oxido encontrado em maior quantidade, os resultados encontrados
neste capitulo sdo semelhantes aos encontrados por diversos autores, que relatam ser
o 7-ceto o 6xido formado em maior concentragcdao, ndo somente quando se estuda a
formagcdo de COP’s em sistemas modelo, mas também em diversos alimentos
submetidos a tratamento térmico como carne bovina, suina, de frango, ovos, leite e
derivados, entre outros (Paniangvait et al., 1995; Angulo et al., 1997; Guardiola et al.,
2002; Xu et al., 2005; Boselli et al., 2005; Mariutti et al., 2008; Otaegui-Arrazola et al.,
2010; Ansorena et al., 2013). O colesterol por conter uma dupla ligacdo no carbono 5,
torna os carbonos das posicoes 4 e 7 0s pontos mais susceptiveis a oxidagao.
Entretanto, devido a possivel influéncia do grupo hidroxila no carbono 3, o oxigénio
raramente ataca nas posi¢cdes dos carbonos 4 e 5, sendo predominante no carbono 7
(Wasowicz, 2003).

Provavelmente a temperatura elevada contribuiu para o fato de nao ser o 5,6-
epoxido o 6xido encontrado em maior quantidade, pois, para que ocorra a formacao do

mesmo, através de uma reagao bimolecular, a presenca de 7-hidroperoxicolesterol (7-
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OOH) é necessaria (Smith, 1987). Provavelmente, nesta temperatura os 7-O0OH foram
formados e rapidamente degradados formando o 7-ceto.

Avaliando a Figura 2, com relacao a formacao de 7-ceto pode-se observar que a
maior formagdo ocorreu nos ensaios 4, 11 e 12. O ensaio 4 apresentou uma maior
concentracao a partir de 120 s de aquecimento, provavelmente devido a concentracao
de eritorbato de sédio, um dos constituintes deste ensaio, j& ter decaido para niveis
nao detectados na analise ap6s 90 s. Ja o ensaio 11 apresentou concentragdo acima
de 100 pg/mL de 7-ceto apds 50 s, aumentando no tempo seguinte, e ap6s 120 s a
concentracao comecgou a decrescer evidenciando que sua a concentracdo maxima foi
atingida em 90 s e apds esse tempo ja comecou a ocorrer a sua degradacao. O ensaio
12 apresentou concentracdo maxima em 90 s, chegando a 110,92 pg/mL,
concentracao esta que decaiu pela metade no tempo final de aquecimento. Os demais
ensaios apresentaram um comportamento semelhante com maxima concentracado de
7-ceto entre 90 e 120 s e apls esse tempo a concentragdo decaiu para niveis abaixo

de 15 pg/mL.
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Figura 2 — Formagao de 7-ceto nos sistemas modelo secos a 230°C. Ensaios numerados de acordo com

a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol

Observando a formacao de 7p-OH (Figura 3), pode-se verificar que, em geral,
todos 0s ensaios apresentaram 0 mesmo comportamento com maxima concentragao
entre 25 e 90 s. Destacam-se os ensaios 8, 11 e 12 que apresentaram concentracoes
maiores que os demais ensaios. O ensaio 8 apresentou concentragcdo maxima de 53,04
png/mL apds 25 s de aquecimento, enquanto a do ensaio 11 foi de 49,92 ug/mL em 50 s
e do ensaio 12 de 45,54 e 44,17 ug/mL aos 90 e 120 s, respectivamente. Ja para o 7a-
OH (Figura 3), os ensaios que apresentaram as maiores concentragdes foram o 11
com 46,92 ug/mL aos 50 s de aquecimentos e 0 12 com 40,89 e 39,47 pg/mL aos 90 e
120 s de aquecimento, respectivamente. O ensaio 4 foi o ensaio que apresentou o
comportamento mais distinto dos demais, pois, até o tempo de 25 segundo de

aquecimento, o 7a-OH ndo havia sido detectado e no tempo de 90 s a sua
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concentracao foi de 32,54 ug/mL decaindo par 6,17 ug/mL no tempo final. Os demais
ensaios apresentaram formagao de 7a-OH bastante semelhante, com concentracdes

maximas entre 25 e 90 s.
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Figura 3 — Formagéo de 73-OH (A) e 7a-OH (B) nos sistemas modelo secos a 230°C. Ensaios

numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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Quando se trata do 5,6a-epoxido (Figura 4), dois ensaios (1 e 2) apresentaram
as menores concentracdes deste 6xido ao longo do tempo de aquecimento. Até 50 s
nao foi detectado o 5,6a-epdxido nestes ensaios e apds esse tempo as concentracdes
variaram entre 13 e 16 pug/mL. O ensaio 11 foi o que apresentou a maior concentragao,
74,34 pg/mL no tempo de 50 s de aquecimento. Os demais ensaios apresentaram
maxima de concentracao entre 25 e 90 s e apds esse tempo a concentragdo diminuiu,
evidenciando que este 6xido ja estava sendo degradado. Com relacao ao 5,6B-epodxido
(Figura 4), a maior concentracao atingida foi de 167,84 ug/mL no ensaio 11. O ensaio 4
também apresentou uma concentragdo elevada de 5,6B-epdxido no tempo de 90 s,
chegando a 131,97 pg/mL. Os demais ensaios apresentaram comportamento
semelhante, com concentragdo maxima abaixo de 112 ug/mL, que foi atingida entre 25

e 90 s de aquecimento.
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Figura 4 — Formacao de 5,6a-epdxido e 5,6B3-epdxido nos sistemas modelo secos a 230°C. Ensaios

numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle, constituido somente de colesterol
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A Figura 5 apresenta a formacgao total de COP’s nos sistemas. Como pode ser
observado as concentragbes variaram de 0 a 464,37 ug/mL, sendo a concentracéao
maxima encontrada no ensaio 11 no tempo de 50 s de aquecimento. O ensaio 11 foi 0
que apresentou a maior concentracdo de todos os Oxidos de colesterol, pois, foi o
ensaio que apresentou a maior degradagdao do colesterol, mostrando assim, que ha
uma relagao direta entre a degradagao do colesterol e a formagao de COP’s.

Os ensaios 5, 6, 7, 9, 13, 14 e 15 também apresentaram as maiores
concentracoes de 6xidos no tempo de 50 s (214,95; 219,96; 247,11; 237,09; 259,56;
276,86 e 268,21 ug/mL, respectivamente) e apds esse tempo as concentracdes de
COP’s ja decairam mais de 88 % no tempo final de aquecimento, 300 s.

Outros trés comportamentos diferenciados podem ser observados quando se
analisa a Figura 5, dos ensaios 1, 2 e 4. Os ensaios 1 e 2 apresentaram o maximo de
concentracido de COP’s em 120 s com concentracbes de 136,82; 161,86 e 291,95
pMg/mL. Esses ensaios apresentaram pequenas concentragdes de COP’s até o tempo
de 50 s (6,57; 23,10 e 62,5 pg/mL, 1, 2 e 4, respectivamente). Estes trés ensaios
juntamente com os ensaios 10 e 12 foram o0s que apresentaram concentracdes
maximas de COP’s apds 50 s de aquecimento.

Ja os ensaios 3 e 8 apresentaram a maior concentracao de COP’s no tempo de
25 s de aquecimento com concentracdes de 216,34 e 270,32 ug/mL, respectivamente.
Logo no tempo seguinte, 50 s, essa concentragdo ja comegou a decair, chegando no
tempo final, 300 s, com concentracédo de apenas 11,5 e 8,39 ug/mL, respectivamente.

Pode-se concluir que, o binbmio tempo x temperatura contribuiu efetivamente na

formacdo de O6xidos bem como na degradacdo dos mesmos. Se o tempo de
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aquecimento é elevado pode ocorrer a degradacao ndo apenas do colesterol, mas
também dos produtos da oxidagéo do colesterol, dando origem assim a outros COP’s e
produtos de maior peso molecular, como polimeros e outros compostos ainda

desconhecidos (Park & Addis, 1986; Kim & Nawar, 1993; Hur et al., 2007).
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Figura 5 — Formacao total de COP’s nos sistemas modelo secos aquecidos a 230°C durante 300
s. Ensaios numerados de acordo com a tabela 1. Ensaio 12, controle constituido somente de colesterol

3.3 Confirmacao da identidade dos 6xidos de colesterol

Foram identificados e confirmados 5 6xidos: 7-ceto, 7a-OH, 7B-OH, 5,6a- e B-
epoxidos (Figura 6), todos oriundos da oxidacao do anel B.

Dois hidroperoxidos também foram identificados por espectrometria de massas,
o 7a-O0H e o 7B-O0H. Para os hidroperéxidos os tempos de retencao e 0s espectros
de massas foram comparados aos encontrados por Nogueira, Costa, Crotti &

Bragagnolo, 2010.

138



7-ceto

Colesterol
100000 -] / /
=) J
2 80000
£ 70-O0H*
S 7B-O0H*
S 60000 -
9
[0]
©
3
g 40000-
@ | 7B-OH
o
8
o 20000 / /70(—OH
o _J\LJ W w
T T T T T T T T T T 1
0 5 15 20 25 30

5,60- e B-ep6xidos — detectados ~ 1€MPO (Minutos)
por indice de refragdo (RID)

Figura 6 — Cromatograma obtido por HPLC (UV 210 nm) do sistema modelo contendo colesterol

puro submetido a 160 °C sob fluxo constante de 10 mL/min de O2 apés 10 min de aquecimento

A Figura 7 apresenta os espectros de massas dos Oxidos de colesterol
identificados a partir do cromatograma apresentado na Figura 6. Os mesmos foram
comparados com 0s espectros de massas de cada um dos padrées de Oxidos de

colesterol (Mariutti et al., 2008; Nogueira et al., 2011).

139



7-ceto

MS (401) M+H MS/MS (401) [M+H-18]+
100 - 4 100 383
[M+H-18]+
365
80 80
© ©
2 604 2 60
5 5
Q Q
4 i
ol o
S 40 S 40+
«0 «©
© el
= c
3 3
< 201 < 20
0 \‘ MI\H HH Uﬂ[ MI [ NEAN \IH\ h‘”ﬂ\ mﬂj M ‘H Il L 0 ‘ .‘ ‘ H ‘ . .
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400
m/z m/z
5,6a-epoxido
MS (385) Ml MSIMS (385) [M+H-18]+
385 367
100 n 100
80 80
< S
© ©
2 60+ 2 60+
] k<t
Q [0}
4 x
8 [M+H-18]+ 8
e 404 367 2 404
«0 «0
© el
c =4
3 K
< 204 < 204
N Ll
2

T T
200 250 300 350 400 450 00 250 300 350 400

m/z m/z

140



5,6B-epoxido

M (385) (Ve MSIMS (385) Iet-tegs

100 n 100

80 80 -
© ©

2 60 2 601
© ©
& [M+H-18]+ &
© 367 ©

S 40+ S 40
<« «0
el e}
c =
3 3

< 204 < 204

0 0 V\IM \‘M m ‘M‘I,‘J‘\ fovong 1}y i .
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
m/z m/z
MS (401) ["23'1"1 MS/MS (401) [M+H-18]"
100 - 1 100 - 383
804 . 80 [M+H-18]"
[M+H-18] 365

9 383 9
© ©

2 601 2 60+
kS kS
[5] [5]
[ [
o o

g 40 g 40
«0 «0
© ©
=4 c
3 3

< 204 < 20

0 \‘M ol iy u - . Ll HMm L M\“ L \I 04 ”: I H ‘\ |‘ : .
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
m/z m/z

141



MS (401)

Abundancia Relativa (%)

100 -

80

60

40

20

MS (385)

Abundancia Relativa (%)

100

80

60

40

20

M+H]
401
n
[M+H-18]"
383
i ‘M\hm it 1L L Lt ) ||
T T T T 1
200 250 300 350 400 450
m/z
[M+H]"
385
[ ]
[M+H-18]"
367
pl 1y 1
200 250 300 350 400 450
m/z

7a0-O0OH

MS/MS (401)

Abundancia Relativa (%)

78-OH

100

80

60

40

20

MS/MS (385)

142

Abundancia Relativa (%)

100 4

80

60

40

20

200

250

m/z

[M+H-18]"
365

[M+H-18]"

383

Lt L

300

350

1
400

[M+H-18]"

367

1l 1

250

[N

m/z

300

350

1
400



70-OH

MS (385) (et MS/MS (385) [M+H-18]"
100 n 100 - 367

80 80

60 60

40 [M+H-18]" 40

367

Abundancia relativa (%)
Abundancia Relativa (%)

20

0 AT AT AT s H H . . ’ . ‘

] 1
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400
m/z m/z

204

o

Figura 7 - Espectros de massas (MS e MS/MS) obtidos dos 6xidos de colesterol

4. Conclusao

Pode-se concluir que, a temperatura de aquecimento foi efetivamente
significativa no aumento da degradacdo do colesterol, formacdo de O6xidos e na
degradagcao dos mesmos.

O aquecimento a 230°C ocasionou perda de 96 % do colesterol inicialmente
adicionado apdés 300 s e as variaveis que contribuiram significativamente nesta
degradacao foram bixina, acido palmitico, EPA, acido oleico e mioglobina. J& a variavel
que apresentou efeito protetor na degradagéo do colesterol foi o eritorbato de sédio,
retardando o processo oxidativo.

Com relacdo a formacao de oOxidos, o 7-ceto foi o 6xido formado em maior
abundéancia e a concentragéo total de éxidos atingiu 464,37 pg/mL no ensaio 11 no
tempo de 50 s de aquecimento. ApGs esse tempo a concentracdo de Oxidos decaiu,

atingindo no final do aquecimento 50,13 pg/mL.
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Em resumo, pode-se sugerir que tanto a presencga de acidos graxos insaturados
quanto de saturados contribuiu para a degradacdo do colesterol, enquanto que, o
antioxidante eritorbato de sédio retardou a oxidacdo. Também o Fe presente na

mioglobina apresentou efeito pro-oxidante, assim como a bixina sobre a degradacao do

colesterol.
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Material suplementar
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Tabela 5 — Formacao de 73-OH (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 230°C

Tempo (seg) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 +0 0,00 £+0

10 0,00 +0 0,00 +0 4,53 £0,25 0,00 +0 9,72+238 220+050 454+053 669+0,78 1579+0,32 3,11£0,49 463+043 093+0,03 362+060 632+0,65 4,97+0,61
25 059+0,01 144+020 30,94 +2,06 0,00+0  2367+3,66 2096+212 172+1,14 53,04+3,83 30,65+560 27,97+143 2965+347 10,23+238 27,27+445 30,36+4,40 28,82+4,80
50 2,68 0,55 2,68+037 2351+513 1036+1,77 3553+6,14 3287+3,44 2645+0,83 41,19+3,60 30,88+4,99 2433+430 4992+3,06 3880+6,37 33,01+0,76 3587+281 3444+0,79
90 13,78 £3,39 27,69+2,01 9,88+040 3693+348 13,05+0,12 2224+159 11,09+0,15 8,08+1,61 1937+0,31 3052+1,34 18,83+248 4554+631 1725+1,41 17,18+234 17,22+1,81
120 2123+159 2820+0,34 330+031 3201+064 6,13+096 1293+182 2,79+0,64 125+0,17 1351+082 9,12+1,73 1259+0,47 4417+4,74 550+132 7,45+1,61 6,48 + 1,37
300 6,10+055 11,15+242 136+0,18 835+1,12 138+029 264+020 0,76+0,03 0,71+0,18 1,98+0,40 275+0,16 1,12+0,27 21,33+5,07 1,87+0,06 0,00 +0 0,94 £0,15

* Média * desvio padrao das triplicatas

Tabela 6 — Formacao de 7a-OH (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 230°C

Tempo (seq) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 £0 0,00 £0 0,000 0,00+0
10 0,00+0 0,00+0 3,56 £ 0,57 0,00+0 16,68 £+3,06 3,47+0,19 562+1,33 561+0,11 874+195 338+021 410+039 0,78+0,19 485+054 856+0,69 6,705+0,56
25 0,00+0 2,30+0,05 18,84 £2,41 0,00 £0 12,78 £291 1736+4,01 731+049 26,41+1,09 2259+432 2246+4,79 21,06+089 936+1,91 30,01+3,31 2159+3,70 21,30+3,75
50 0,76+0,05 3,01+0,71 8,71+0,11 930+1,36 20,96+2,06 22,67+3,42 1529+0,98 20,86+3,91 1423+051 754+081 4692+475 36,78+6,08 1514+123 1582+0,20 1548+1,50
90 19,48 £2,73 22,44+258 449+0,24 3254+250 3,88+084 8,17+0,41 752+134 3,77+028 758+048 753+1,69 13,72+185 4089+743 760+087 506+1,10 6,383+0,98
120 19,78 +1,40 2287+0,75 1,79+0,09 27,68+053 2,17+0,04 434+052 466+0,19 185+0,15 483+0,13 3,89+0,11 10,08+0,46 39,47+593 3,510,225 3,60+0 3,75+0,73
300 579+0,19 880+185 123+0,28 6,17+1,11 0,00 £0 1,37 £ 0,09 1,23+0,15 098+022 123+0,13 0,36+0,02 157+031 10,82+1,16 1,52+0 0,000 0,76 £ 0,02
* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 7 — Formacgao de 5,63-epdxido (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 230°C
Tempo (seg) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0
10 0,00 £0 0,000 25,80 +4,63 0,00 £0 39,77+869 16,22+0,73 2572+593 43,22+3,88 38,37+0,13 19,68 +2,91 14,30 £ 0,79 0,00+0 31,51 +5,85 28,56 +3,78 30,04 +4,73
25 0,000 0,00+0 91,30 £7,91 0,000 94,16 £15,18 60,02+10,55 71,97 +14,85 108,57 +8,57 76,22+15,07 4442+1112 7158 +5,55 35,49 +8,42 95,23 +4,01 86,68 £4,81 90,96 + 4,31
50 0,00 £0 13,30 £0,13 63,60 +1554 29,12+247 80,60+14,57 7430+3,26 104,02+1,72 76,78+9,99 9254+510 61,94+12,09 167,84 +14,87 8891 +1422 10825+8,03 111,05+6,91 109,65+8,15
90 35,92+3,72 4297+237 23,11+517 13197+1163 3429+6,20 63,07+741 3978+500 1884+060 51,75+10,83 73,86+9,58 89,19 + 8,91 96,96 +7,65 51,16+4,99 4993482 5055+4,78
120 38,44 +558 4191+3,42 16,06+0,20 91,80 +9,09 11,177+£190 2250+3,27 10,61+0,88 0,00+0 23,54 +4,02 19,97 +1,31 52,08 +2,10 77,41+10,06 2129+3,68 23,00£399 22,15+2,69
300 0,000 19,26 +3,57 0,00+0 22,22 +2,91 0,000 5,06 +0,72 0,000 0,000 0,00+0 5,563 +0,89 11,25+0,79 35,33+1,93 9,34 +0,33 7350 4,67 £0,53

* Média * desvio padrao das triplicatas

Tabela 8 — Formacgao de 5,6a-epdxido (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 230°C
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Tempo (seg)

Ensaio 1

Ensaio 2

Ensaio 3

Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,00+0 0,00+0 0,000 0,000 0,000 0,00+0 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0 0,000 0,000 0,000 0,00+0 0,00+0
10 0,00+0 0,00+0 13,26 + 1,91 0,00+0 11,19+240 8,12+0,68 1587+159 20,23+1,83 16,63+3,68 891+0,42 0,00+0 0,00+0 14,27 £0,93 15,80+0,71 15,04 +0,89
25 0,000 0,000 47,38 +4,14 0,000 33,23+7,12 29,88+4,27 3354+397 5155+242 3623+475 2860+4,64 2535+3,01 2355+447 46,65+4,75 4355+501 4510+6,75
50 0,00+0 0,00+0 47,67 +6,86 12,98 +229 36,80+6,41 56,83+6,40 5835+436 5363+10,38 51,73+4,41 4559+182 7434+7,62 3832+731 5587+254 5940+6,10 57,64+230
20 13,23 +3,07 14,45+2,03 26,94+364 57,16+244 19,13+285 4254+8,39 3451+503 22,07+1,17 3155+242 3552+833 52,14+279 46,00+500 32,03+1,12 40,34+3,58 36,191,225
120 16,08 +1,82 13,52+1,97 13,37+324 4952+886 20,62+5,02 32,33+588 1966+1,69 858+020 2505+290 1491+1,18 30,32+4,96 37,28+4,98 2146+3,57 2165+2,78 21,56+3,51
300 0,000 7,50 +0,60 0,000 10,35 £ 1,11 0,000 6,35+0,77 6,12+1,42 0,000 538+040 6,19+147 915+180 1833+366 6,16+0,52 518+0 3,08+0,35
* Média * desvio padrao das triplicatas
Tabela 9 — Formacao de 7-ceto (ug/mL)* durante aquecimento dos sistemas a 230°C
Tempo (seg) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15
0 0,000 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00 £0 0,00 £0 0,00 £0 0,000 0,00+0
10 0,52 +0,02 0,00+0 2,41 0,41 0,00+0 965+044 1,74+0,15 424+024 483+097 747+160 580+0,39 5,26 +0,89 1,74 £0,10 2,01+0,35 580+0,73 3,91+0,36
25 1,27 £0,01 2,04+032 2788+6,17 050+0,05 21,22+3,18 1845+4,42 16,08+5,52 30,75+3,10 2423+1,90 10,19+0,88 36,30 +5,78 554+050 2155+2,79 2134+3,28 21,45+275
50 3,13+0,29 4,11+099 4356+4,82 0,74+268 40,30+1,85 33,29+4,57 43,00+1,57 4956 +3,62 47,71 +237 3851+579 12535+6,23 46,69+9,86 47,29+1,93 5472+538 51,01 +1,53
90 30,47 £4,62 49,56 +£5,72 29,16+4,85 1513+7,10 3572+6,59 46,68+2,46 46,61+257 39,10+1,46 38,19+554 4423+449 127,81+3,73 110,92+0,77 52,02+4,28 58,40+1,58 5521+4,28
120 41,29+6,80 5536+4,01 13,82+2,06 90,94+4,34 26,11+508 3508+255 36,76+3,32 19,34+1,87 3466+322 3509+213 9545+14,02 77,44+11,47 39,63+2,87 4433+1,40 4198+245
300 14,95 +2,44 23,62+3,43 891+1,03 10630+7,87 5,79+0,66 943111 8,93 +0,91 6,70+0,25 7,29+143 1352+0,11 27,04+509 5405+695 1043+0,16 1230+1,68 11,37+0,16

* Média * desvio padrao das triplicatas

Tabela 10 — Formacao total de COP’s (ug/mL)* durante aquecimento a 230°C

Tempo (seg) Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12

Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15

0
10
25
50
90

120
300

0,00
0,52
2,24
6,57
112,88
136,82
26,84

0,00

0,00

5,78
23,10
157,11
161,86
70,33

0,00
49,56
216,34
187,05
93,58
48,34
11,50

0,00
0,00
0,97
62,50
273,73
291,95
153,39

0,00
87,01
185,06
214,19
106,07
66,20
717

0,00
31,75
146,67
219,96
182,70
107,18
24,85

0,00
55,99
146,10
247,11
139,51
74,48
17,04

0,00
80,58
270,32
242,02
91,86
31,02
8,39

0,00
87,00
189,92
237,09
148,44
101,59
15,88

0,00
40,88
133,64
177,91
191,66
82,98
28,35

0,00
28,29
183,93
464,37
301,69
200,52
50,13

0,00
3,45
84,17
249,50
340,31
275,77
139,86

0,00
56,26
220,71
259,56
160,06
95,39
29,32

0,00
65,04
194,52
276,86
170,91
96,43
22,30

0,00
60,65
207,61
268,21
165,48
95,91
20,81

*Somatdria das médias de todos os COP’s

Figura 6 — Degradacao dos acidos graxos (16:0, 18:1n9, 20:5n3) nos ensaios dos sistemas modelo aquecidos a 230°C, segundo planejamento experimental
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CONCLUSAO GERAL

A medida que se aumenta a temperatura o colesterol é degradado mais
rapidamente, sendo uma das vias de degradacao a auto-oxidacdo com formacao de
COP’s. Foram identificados, quantificados e confirmados 5 COP’s, nos sistemas
modelo, sendo eles 7-ceto, 7a-OH, 7B-OH, 5,6a-epoxido e 5,6B-epoxido. Na
temperatura de 130 e 160°C o 6xido formado em maior quantidade foi 5,63-epdxido e
na de 230°C foi o 7-ceto.

De acordo com o planejamento experimental as variaveis que contribuiram
significativamente no processo de oxidacdo do colesterol foram, para as temperaturas
de 130 e 160°C, EPA, bixina e acido oleico que, ao longo do aquecimento,
proporcionaram a maior degradag¢dao do colesterol. Por outro lado, as variaveis que
apresentaram efeito protetor sobre a degradacao foram o eritorbato de sédio e acido
palmitico em 130°C e eritorbato de sédio na temperatura de 160°C. Ja para a
temperatura de 230°C as variaveis que contribuiram significativamente para a possivel
degradacao foram bixina, acido palmitico, EPA, acido oleico e mioglobina e a variavel
que apresentou possivel efeito protetor na degradacao do colesterol foi o eritorbato de
sédio, retardando o processo oxidativo.

Nas temperaturas de 130 e 160°C houve perda de 97 % do colesterol
inicialmente adicionado, e o sistema modelo constituido de colesterol, bixina, acido
oleico e mioglobina (ensaio 11) foi o que apresentou a maior degradacao do colesterol
ao final de 240 e 30 min de aquecimento, respectivamente. Ja na temperatura de

230°C houve degradacgéao de 96 % de colesterol ao final de 300 s de aquecimento, e o
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sistema que apresentou a maior degradacdao também foi o que continha em sua
composicao colesterol, bixina, acido oleico e mioglobina (ensaio 11).

Quanto a formacéao de 6xidos verificou-se que as maiores concentracoes obtida
foram de 614,38 pug/mL em 130°C no tempo de 15 min de aquecimento, 588,69 ug/mL,
em 160°C no tempo de 6 min e 464 ug/mL na temperatura de 230°C, no tempo de 50
segundos de aquecimento, concentragdes estas encontradas no ensaio 11, sendo o
mesmo ensaio que apresentou a maior degradacao do colesterol.

Em resumo, pode-se sugerir, que nas condi¢cdes estudadas de concentracao, a
presenca de acidos graxos insaturados contribuiu para a degradacdo do colesterol,
enquanto que, o antioxidante eritorbato de sédio pode retardar a oxidacao, assim como
o acido palmitico (saturado) para as temperaturas de 130 e 160°C. Por outro lado, o Fe
presente na mioglobina ndo apresentou efeito pré-oxidante nas temperaturas de 130 e
160°C e na temperatura de 230°C esta variavel foi significativa. Ja o acido citrico ndo
apresentou efeito protetor sobre a degradacao do colesterol.

Pode-se concluir que, o binbmio tempo x temperatura foi efetivamente
significativo no aumento da degradacado do colesterol, formacdo de COP’s e na

degradagcao dos mesmos.
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