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RESUMO GERAL

O camarao é um dos principais produtos da pesca e da aquicultura mundial.
A salga e a secagem constituem um dos métodos de preservagdo mais comuns e
baratos utilizados para pescados, contudo, esse método de preservacdo pode
levar a oxidagao dos lipidios do camarao, principalmente pela presenca de acidos
graxos poli-insaturados. Durante a oxidacao lipidica podem ser formados varios
produtos, entre eles destacam-se os produtos volateis de oxidacao lipidica que
sdo os principais responsaveis pelo “off-flavor” dos alimentos oxidados. Além dos
acidos graxos poli-insaturados, o camardo, ainda apresenta altos teores de
colesterol, que também sao suscetiveis a oxidacdo e os produtos dessa oxidagao
sdo associados a varias doencas degenerativas. Assim, os objetivos deste
trabalho foram: desenvolver um método para a determinacéo de produtos volateis
da oxidacao lipidica (PVOLs) por micro-extragdo em fase solida do headspace
(HS-SPME); desenvolver um método de saponificacdo direta assistida por micro-
ondas para a determinacido simultdnea de colesterol e 6xidos de colesterol e
avaliar o efeito da salga e da secagem na formagao dos PVOLs, na oxidagao dos
acidos graxos, e na formacdo de o6xidos de colesterol. Um novo método para a
determinagdo de PVOLs por HS-SPME foi desenvolvido utilizando a fibra com
recobrimento de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB.CAR.PDMS). A
melhor condicdo de anadlise obtida através de uma otimizacdo sequencial foi a
homogeneizagcédo de amostra em agua destilada na propor¢cdo 1:3 em turrax e
extracdo a 40 T por 30 minutos. O método otimizado e validado permitiu a
extragdo rapida e simples dos PVOLs, com baixos limites de detecgédo (< 0,15
ng.g”') e quantificacdo (< 0,50 ng.g™"), com alta precisdo (< 12,67%) e eficiéncia de

extragdo (= 96,11%). Para a determinagdo simultdnea de colesterol e éxidos de
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colesterol com saponificagdo assistida por micro-ondas foi realizado um
planejamento experimental seguido de uma cinética de saponificagcao. A melhor
condicédo de saponificagao foi utilizando 0,5 g de amostra com 20 mL de solu¢ao
etandlica de KOH (1 mol/L) com as seguintes condi¢des no micro-ondas:
temperatura mantida a 45 C, por 16 min, com poténc ia maxima fixada em 200 w e
velocidade de agitagcdo magnética de 120 rpm. O método otimizado e validado
permitiu uma redugao significativa do tempo saponificagao (75 vezes), com baixos
limites de detecgdo (< 0,57 pg.g') e quantificacdo (£ 1,73 ug.g'), com boa
precisdo (< 10,50% intradia e < 8,56% interdia) e eficiéncia de extracdo (=
87,67%). Com os resultados obtidos pode-se concluir que os métodos
desenvolvidos foram rapidos, simples, precisos e com boa eficiéncia de extracao.
Além disso, os processos de salga e secagem afetaram negativamente a
qualidade dos lipidios do camarao, reduzindo o teor de acidos graxos, além de
aumentar os produtos volateis de oxidacao lipidica, principalmente o hexanal.
Durante a salga também se observou um aumento significativo nos oxidos de

colesterol, os quais sofreram redugdo apods a etapa de secagem.
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SUMMARY

Shrimp is one of the main products of world fishing and aquaculture. Salting
and drying are two common and inexpensive preservation methods used for fish
products; however, these preservation methods can favor lipid oxidation in shrimp,
especially of the polyunsaturated fatty acids. Several products can be formed
during lipid oxidation, and among them the volatile products of lipid oxidation
should be highlighted because they are the main responsible for the off flavor in
oxidized food. In addition to the polyunsaturated fatty acids, shrimp also has a high
content of cholesterol, which is also prone to oxidation and the cholesterol
oxidation products have been associated to several degenerative diseases. Thus,
the aims of this work were: develop a method to determinate the volatile lipid
oxidation products (VLOPs) by headspace solid phase microextraction (HS-
SPME); develop a direct microwave assisted saponification to determine
cholesterol oxides and cholesterol simultaneously and evaluate the effects of
salting and drying on the formation of VLOPs, on the oxidation of fatty acids, and
on the formation of cholesterol oxides. A new method to determine the VLOPs by
HS-SPME was developed using a divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane
(DVB.CAR.PDMS) fiber, which was the most adequate among the four evaluated
fibers. The best analysis condition achieved by a sequential optimization was
sample homogenization with water (1:3) in a turrax and extraction at 40 T for 30
min. The optimized method was validated and allowed the simple and fast
extraction of the VPLOs with low detection (< 0.15 ng.g'1) and quantification (< 0.50
ng.g™") limits, high precision (< 12.67%) and extraction efficiency (= 96.11%). An
experimental design followed by saponification kinetics was carried out for the

simultaneous determination of cholesterol and cholesterol oxides by microwave
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assisted saponification. The best extraction condition was achieved by using 0.5 g
of sample with 20 mL of a 1 mol/L ethanolic KOH solution and the following
microwave conditions: temperature held at 45 C for 16 min at maximum potency
fixed at 200 W and magnetic stirring at 120 rpm. The optimized method was
validated and allowed a significant reduction of the saponification time (75 times),
with low detection (< 0.57 ug/mL) and quantification (< 1.73 ug/mL) limits, good
precision (< 10.50% intermediate precision and < 8.56% intraday) and extraction
efficiency (= 87.67%). In conclusion, the developed methods were fast, simple,
precise and showed good extraction efficiency. Salting and drying process
negatively affected the quality of the shrimp lipids, decreasing the content of fatty
acids and increasing the content of volatile products of lipid oxidation, mainly
hexanal. After salting process a significant increase of cholesterol oxides was also

observed, which were reduced after drying step.
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INTRODUGAO GERAL

O camardo salgado e seco é um produto muito consumido no Brasil,
principalmente na regido nordeste (Kraemer et al., 2001). O camarao apresenta
baixo teor de lipidios (0,90 a 1,30 %) e esses lipidios sao predominantemente
insaturados (Bragagnolo & Rodriguez-Amaya, 2001, Luzia et al, 2003; Sriket et al.
2007), porém durante o processo de salga e secagem varios compostos podem
ser formados pela oxidagao desses lipidios (Sampaio et al, 2006).

Os produtos volateis de oxidagao lipidica sdo os que apresentam maior
impacto na qualidade sensorial em alimentos que sofrem oxidacdo. Esses
compostos sado formados pela B-cisdo homolitica dos hidroperéxidos de acidos
graxos e podem ser alcoois, aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos de cadeia curta
(Bartosz & Kolakowzka, 2011). A analise desses compostos volateis apresenta
boa correlagao com o indice de peroxidos e de TBARs (lglesias & Medina, 2008,
Mariutti et al., 2009) e com as analises sensoriais (Wu & Sheldon, 1988). A micro-
extracdo em fase soélida (SPME) é uma das técnicas mais utilizadas para a analise
de compostos volateis em alimentos, por apresentar tempo curto de analise,
auséncia de solventes e alta sensibilidade e seletividade (Wardenick et al., 2004;
Wardenick et al., 2007). Varios fatores afetam a extragdo dos compostos volateis,
como o recobrimento da fibra utilizada, a temperatura e o tempo de extragao, por
isso, as variaveis de analise devem ser cuidadosamente avaliadas para o
estabelecimento de um método por SPME (Marsili, 1999; Jordan et al. 2005; Mallia
et al., 2005; Iglesias & Medina, 2008; Mariutti et al., 2009).

Durante a oxidacdo do camardo também podem ser formados 6xidos de

colesterol (Sampaio et al.,, 2006; Soto-Rodriguez et al., 2008). Varios estudos
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indicam que esses compostos sao potencialmente perigosos para saude, pois
apresentam atividade citotoxica, aterogénica, mutagénica e carcinogénica
(Guardiola et al. 1996; Otaegui-Arrazola et al., 2010; Vicente et al., 2012). O
colesterol e seus 0xidos sdo encontrados em alimentos tanto na forma livre, como
na forma de ésteres, assim, para a analise destes compostostos € necessaria uma
etapa de saponificagdo, para a saponificacdo dos oOxidos de colesterol sao
utilizadas condicbes brandas de temperatura e varias horas de reacao
(Bragagnolo, 2009). Novas técnicas como o uso das micro-ondas tém sido
utilizadas visando analises mais rapidas que as convencionais € com economia de
solvente (Eskilsson & Bjorklund, 2000). No entanto, ainda ndo ha na literatura
nenhum método utilizando as micro-ondas para a analise de 6xidos de colesterol.
De acordo com o exposto os objetivos deste trabalho foram: (1) desenvolver
e validar um método de HS-SPME-GC-MS para analisar os produtos volateis
oriundos de oxidacéo lipidica em camarao cinza (Litopenaeus vannamei) salgado
e seco; (2) avaliar o efeito das etapas de salga e secagem na estabilidade dos
lipidios do camarédo cinza; (3) desenvolver um método de saponificacdo direta
assistida por micro-ondas (direct microwave assisted saponification - DMAS) para
a determinacao simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol em camarao cinza
salgado e seco e analise dos mesmos por GC-MS; (4) avaliar o efeito das etapas

de salga e secagem na formagao de 6xidos de colesterol no camarao cinza.
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1 Camarao cinza

O camarao € um dos produtos de maior importancia econémica para a
pesca e a aquicultura no Brasil (Brasil, 2007), ocupando atualmente a 122 posigcéo
na produgdo de camardes no mundo (FAO, 2014). Neste contexto, 0 camarao
cinza (Litopenaeus vannamei Boone, 1931) merece destaque por ser a espécie de
camarao mais produzida no mundo (2,26 milhdes de toneladas/ano). No Brasil,
sua produgao anual é de 65.000 toneladas, o que correspondeu no ano de 2008 a
US$ 191,41 milhdes (FAO, 2014).

O camarao cinza, também conhecido como camarao branco do pacifico ou
camarao vannamei, pode ser naturalmente encontrado no oceano pacifico oriental
de Sonora, no México, ao sul do Peru, podendo alcancar 32 cm de comprimento
total (Holthuis, 1980). Contudo, 99,94% de sua producao € oriunda de aquicultura
(FAO, 2014), o que pode ser justificado por suas caracteristicas de crescimento e
conversao alimentar favoraveis associadas a sua resisténcia a doencgas (Cuzon et
al., 2004).

Apesar de apresentar baixo teor de lipidios (Tabela 1), a fragao lipidica do
camarao cinza € rica em colesterol e acidos graxos poli-insaturados (PUFA,
Tabela 2) como os acidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e docosaexaenoico
(DHA, 22:6n-3) tornando-a altamente suscetivel a oxidagado (Luzia et al., 2003;
Sampaio et al., 2006).

Tabela 1 — Composicdo do camarao cinza

Umidade ® 77,21 g/100g
Proteinas 2 18,80 g/100g
Cinzas ? 1,47 g/100g
Lipidios @ 1,30 g/100g
Colesterol ° 121,14 mg/100g

Fonte: 2 Sriket et al., 2007; ° Abreu et al. (2010)
7



Figura 2 — Principais acidos graxos do camardo cinza

Acidos graxos %
16:0 34,20
16:1 4,55
17:0 2,09
18:0 14,70
18:1 24,50
18:1 trans 2,41
20:5 4,83
22:2 3,24
22:6 8,55
23:0 0,90

Fonte: Luzia et al., 2003
2 Salga e secagem

O camarao se deteriora facilmente, principalmente pela acao de micro-
organismos e enzimas, e por isso, necessita ser submetido a um método de
preservacao para aumentar sua vida de prateleira (Makarios-Laham & Lee, 1993;
Chandrasekaran, 1994; Niamnuy et al., 2007; Tsironi et al., 2009). Entre os
métodos de preservagdo do camarao, a salga seguida de secagem se destaca por
permitir 0 armazenamento do camarao a temperatura ambiente (Kraemer et al.,
2001).

A secagem, ou desidratagdo, € uma das operagdes unitarias mais antigas e
importantes na industria alimenticia, conferindo aos alimentos maior vida Uutil
(Barbosa-Canovas & Ibarz, 2002; Sun, 2005). Durante a secagem ocorre a
reducdo da atividade de agua, preservando o alimento através da reducao do
crescimento microbiano e da velocidade das reagbes quimicas e enzimaticas
(Akoh & Min, 2002; Rahman, 2007).

O uso da desidratagdo osmodtica, como pré-tratamento da secagem

apresenta varias vantagens para a industria de alimentos, como a melhoria da



qualidade em termos de sabor e textura, aumentando a eficiéncia energética do
processo, a maior estabilidade do produto e a retencédo de nutrientes durante o
armazenamento (Sun, 2005; Rahman, 2007). Por estes motivos, a maioria dos
pescados secos tradicionais apresenta algum grau de salga (Doe, 1998).

A adigao de cloreto de sodio (NaCl) é muito eficiente para a preservagéo,
pois o sal se ioniza em cations de sédio e anions de cloro, que atraem camadas
de agua, formando uma por¢do de agua ionicamente associada, que néo esta
disponivel para os microrganismos, além de gerar uma tensdo osmaética que ira
desidratar os microrganismos levando-os a morte ou esporulacdo e consequente
inatividade (Hall, 1997). Além disso, a coc¢cdo com NaCl, evita o escurecimento
enzimatico do camarado (melanose) pela inativagdo das enzimas envolvidas no
processo (Niamnuy et al., 2007).

No entanto, o sal também pode atuar como pro-oxidante ao reduzir a
atividade de enzimas antioxidantes ou por aumentar a retengao do teor de ferro
ndo-heme nos tecidos (Ahn et al., 1993; Lee et al., 1997; Kristensen & Purslow,
2001). Além disso, o aumento da temperatura durante a secagem pode acelerar a
oxidacao lipidica pelo aumento da velocidade de reacao (Tan et al., 2001). Dessa
forma a salga e a secagem, podem acelerar a oxidagao lipidica e formar produtos
com sabor desagradavel ou “off-flavors”, além de ocasionar a perda de acidos

graxos essenciais (Akoh & Min, 2002; Sun, 2005).

3 Oxidacgao lipidica
A “oxidacao lipidica” é um termo utilizado para descrever uma complexa
reacdo em cadeia que ocorre entre os lipidios e o oxigénio e pode ocorrer por trés

caminhos diferentes: oxidagdo enzimatica; oxidagcao nao-enzimatica ndo-radicalar
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(fotoxidagao) e oxidagcédo nao-enzimatica mediada por radicais livres (autoxidagao)
(Laguerre et al., 2007).

O oxigénio molecular (triplete, *0) ndo reage muito bem com substratos
nao radicalares. Por outro lado, este oxigénio na presenca de radiagao ultra-
violeta e fotosensitizadores, como a clorofila e a riboflavina, pode se converter em
uma forma mais reativa conhecida como oxigénio singlete ('O,), que apresenta
carater eletrofilico e pode se ligar as ligacbes duplas dos lipidios insaturados
formando hidroperoxidos. No entanto, esta reacao denominada de oxidagdo nao
enzimatica nao radicalar ou foto-oxidagdo contribui muito pouco para a oxidagao
lipidica nos alimentos em relacdo a autoxidacao (Chien et al., 2003; Laguerre et
al., 2007; Kim & Min 2008).

Embora, a cinética e a termodindmica das reagBes envolvidas na
autoxidacao lipidica ndo tenha sido completamente elucidada, € amplamente
aceito que esse processo ocorre em trés fases: iniciagdo, propagacdo e
terminagao (Figura 1) (Kamal-Eldin et al., 2003; McClements & Decker, 2008).

Na etapa de iniciagdo, um atomo de hidrogénio é removido da molécula de
um lipidio insaturado (LH) formando uma espécie radicalar L*. Como a energia de
ativacdo necessaria para a formacdo da espécie radicalar de lipidio é alta, a
reacao necessita de um iniciador que pode ser a presenca de calor, da radiacao
UV, de metais de transicao (como o cobre, ferro e manganés) e de espécies

reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS).
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Figura 1 — Etapas da oxidacao lipidica. Adaptado de Sancho (2010)

As ROS podem ser espécies radicalares (moléculas com elétron
desemparelhado) como os radicais peroxila (ROO®), hidroxila (OH®), alcoxila (RO®)
e hidroperoxila (HOO®) e também espécies ndo radicalares como o peroxido de
hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete ('O,) e o ozénio (O3) (Kamael-Eldin &
Pokorny, 2008; Bartosz & Kolakowska, 2011).

A formacao da espécie radicalar L® ocorre no carbono que necessita da
menor quantidade de energia para perder o hidrogénio, assim, quanto maior o

namero de ligagbes duplas mais faciimente o lipidio sera oxidado. A energia
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necessaria para a retirada de um hidrogénio de um carbono bisalilico (localizado
entre duas duplas ligagbes) € de 50 kcal/mol, enquanto de um monoalilico
(adjacente a uma ligagdo dupla) é de 75 kcal/mol e ~100 kcal/mol para um
carbono saturado (sem ligagdo dupla) (Kamael-Eldin et al., 2003; Kim & Min,
2008).

Na forma de radical alquila (L), o lipidio reage rapidamente com o oxigénio
triplete formando um radical peroxila. O radical peroxila apresenta alto potencial
redutor e facilmente abstrai um hidrogénio de outro lipidio insaturado para se
converter em hidroperoxido (produto primario da oxidagao), convertendo o lipidio
insaturado em um novo radical alquila (L*) propagando a reagédo de oxidagao (Kim
& Min, 2008).

Apesar de serem mais estaveis que os radicais formados, os
hidroperoxidos, em presenca de metais ou calor, podem se decompor em radicais
alcoxila e peroxila que também podem realimentar a cadeia oxidativa (Kamael-
Eldin et al., 2003). O aumento na velocidade de reacdo de oxidacdo na fase de
propagagdo € atribuido principalmente a decomposi¢cdao dos hidroperéxidos
(Bartosz & Kolakowska, 2011).

A reacdo de oxidagao lipidica continua até a formacdo dos produtos
secundarios nao-radicalares que podem ser compostos de degradacao
monomeérica (como epoxidos, cetonas ou mondmeros ciclicos), compostos de alto
peso molecular (formados pela polimerizagcao dos radicais de decomposi¢cao dos
hidroperéxidos que podem ser alifaticos ou ciclicos) e os compostos volateis de
baixo peso molecular (como aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas e alcoois)

(Laguerre et al., 2007; Kamael-Eldin et al., 2003).
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3.1 Formacao de produtos volateis de oxidagao lipidica

A principal via de decomposi¢ao dos hidroperédxidos é através da quebra da
ligagéo oxigénio-oxigénio (44 kcal/mol) formando um radical hidroxila e um radical
alcoxila (Figura 2). O radical alcoxila pode entéo, sofrer uma 3-cisdo homolitica da
ligagdo carbono-carbono dando origem a varios compostos, principalmente os de
baixo peso molecular, como aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos de

cadeia curta (Kamael-Eldin et al., 2003; Bartosz & Kolakowzka, 2011).

H3C—(CH2)g~CHa—CH=CH—CH2—(CH2)g—COOH

Ong.

R'—CH:CHfC‘)HfR
OOH

B A

P
1 1

R'—CH=CH}{-CH}-R
P

SN

R—CH—CH- + CHO—R R—CH=CH—CHO + R«
HO/ \f“H Hi/ \F:H
R'—CH=CH—OH R—CH=CH, + R R—OH R'H + R's

it

R'—CHp—CHO
Figura 2 — Formagdo e decomposi¢cdo dos hidroperoxidos (Kim & Min,

2008).

Por apresentarem baixo peso molecular esses produtos secundarios da

oxidacao sao volateis e, por isso, sdo os responsaveis pelo desenvolvimento dos
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“off-flavors” em alimentos oxidados. Esses produtos volateis da oxidagao lipidica
(volatile lipid oxidation products, VLOPs) apresentam baixos thresholds
impactando fortemente na qualidade dos alimentos, em especial os aldeidos que
apresentam fresholds entre 0,7 e 15 ng/g (Buttery et al., 1988; Bartosz &
Kolakowzka, 2011). O perfil de VLOPs de um alimento depende diretamente da

composicao de seus acidos graxos (Tabela 1) (Genot et al., 2003; Volden et al.,

2011).

Tabela 1 — Compostos volateis produzidos durante a oxidagao lipidica das

diferentes ou familias de acidos graxos.

Acidos graxos n-9 Acidos graxos n-6 Acidos graxos n-3
1-heptanol 1-hepten-3-ol 1,5-ocatadien-3-ona
1-octanol 1-hexanol 1-penten-3-ol
2-decenal 1-octen-3-ol 1-penten-3-ona
2-unedecenal 1-octen-3-ona 2,3-pentadienona
decanal 1-pentanol 2,4,7-decatrienal
heptanal 2,3-octanediona 2,4-heptadienal
heptano 2,4-decadienal 2,4-hexadienal
nonanal 2-heptenal 2,6-nonadienal
octanal 2-hexanol 2-butenal
2-hexen-1-ol 2-etilfurano
2-octenal 2-pentanal
2-pentilfurano 2-penten-1-ol
heptanal 2-propenal
hexanal 3-hepten-3-ol
pentanal 3-hexanal
pentano 4-penten-1-ol
etano
pentano
propanal

Adaptado de Genot et al. (2003) e Volden et al.(2011).
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3.2 Oxidagao do colesterol

O colesterol apresenta uma ligagao dupla entre os carbonos 5 e 6 no anel B
(Figura 3), o que faz com que os carbonos 4, 7 e 10 sejam alilicos, no entanto, o
carbono 4 raramente sofre abstracao de seu hidrogénio por impedimento estérico
devido a possivel influéncia do grupo metila do carbono 19 e o carbono 10 € um
carbono quaternario e por isso ndo possui hidrogénios, assim, o carbono 7 € o
principal sitio de autoxidagdo (Lercker & Rodriguez-Estrada, 2002; Bragagnolo,

2009).

Figura 3 — Estrutura do colesterol.

Os hidroperoxidos podem ser formados no carbono 7 nas formas a e 3, os
quais podem se decompor formando o 7a-hidroxicolesterol, o 73-hidroxicolesterol
e o 7-cetocolesterol. Pela interacdo com ROS sao formados os epoxicolesterois
(5,6a-epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol) que posteriormente podem ser
hidratados formando o colestanotriol. Os principais O6xidos de colesterol
encontrados nos alimentos sdo aqueles formados no anel B, mas a cadeia lateral
também pode sofrer oxidagao e formar hidroxicolesterol nas posi¢des 20, 24, 25 e
26. A oxidagao do colesterol pode dar origem a mais de 70 moléculas diferentes

(Lercker & Rodriguez-Estrada, 2002; Hur et al., 2007; Bragagnolo, 2009).
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Alimentos frescos contém baixos niveis de produtos de oxidacdo do
colesterol (cholesterol oxidation products, COPs), no entanto, o armazenamento, o
processamento e o tratamento térmico dos alimentos pode elevar os niveis de
COPs chegando até a 23 % do colesterol total (Soto-Rodriguez et al., 2008;
Bartosz & Kolakowzka, 2011).

Os COPs formados pelo organismo humano ou absorvidos através da dieta
podem se depositar nos tecidos e participar ativamente de varias rotas
metabdlicas, como reguladores de expressao génica, mediadores do transporte de
esterdis e precursores de varios outros compostos. Por outro lado, estudos
indicam que os COPs podem apresentar atividade citotéxica, aterogénica,
mutagénica e carcinogénica (Guardiola et al., 1996; Otaegui-Arrazola et al., 2010;
Vicente et al., 2012). Embora apresentem importancia na saude, valores seguros

para a ingestao dos COPs ainda nao foram estabelecidos (Vicente et al., 2012).

4 Métodos para analise de produtos da oxidagao lipidica

A analise dos produtos da oxidagao lipidica € uma tarefa complexa, pois um
grande numero de compostos € formado e a composigdo destes varia com a
matéria prima, com a etapa de oxidagdo e com a extensao do processo oxidativo.
Dessa forma, os métodos analiticos devem ser selecionados e/ou adaptados de
acordo com a composi¢do e quantidade desses produtos de oxidacado (Kamal-

Eldin & Pokorny , 2008).

4.1 Micro-extragdao em fase sélida de compostos volateis
Dentre os compostos formados durante a oxidacado lipidica, os mais

impactantes na qualidade sensorial dos alimentos sdo os produtos volateis de
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cadeia curta (Venkateshwarlu et al., 2004; Varlet, et al., 2007), formados a partir
da B-cisao dos hidroperéxidos (McClements & Decker, 2008; Kamal-Eldin &
Pokorny, 2008). A analise desses produtos secundarios da oxidagao lipidica
apresenta, ainda, boa correlacdo com as analises mais tradicionais como indice
de peroxidos (PV) e o teste de substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico
(TBARS) (Iglesias & Medina, 2008; Mariutti et al., 2009).

Entre os varios métodos disponiveis para a analise dos produtos volateis
oriundos da oxidacao lipidica, podem-se destacar as técnicas de headspace (HS),
como alternativas rapidas e confiaveis, principalmente quando se considera a
complexidade das matrizes alimenticias e a estabilidade de alguns destes
produtos (Wrolstad et al., 2005; Scott, 2010).

O principio basico da analise de HS consiste na extracdo dos analitos
volateis presentes na atmosfera adjacente a amostra seja de um sélido ou de um
liquido (Stekelenburg & Koorevaar, 1971; Wampler, 2002). Entre as técnicas de
HS pode-se destacar o headspace estatico (S-HS), o headspace dinamico, (D-
HS), e a micro-extracdo em fase sdlida (HS-SPME) (Wampler, 2002; Wrolstad et
al., 2005).

O S-HS é a mais simples entre as técnicas citadas, onde a amostra é
depositada em um recipiente vedado e aquecida até que os compostos volateis
alcancem o equilibrio entre a fase gasosa e a fase liquida (ou sdélida). Apés atingir
o equilibrio, uma aliquota da fase gasosa é recolhida e injetada diretamente em
um cromatografo gasoso (Flérez-Menéndez et al., 2004).

A técnica de D-HS consiste em submeter a amostra a um fluxo de gas
(comumente nitrogénio ou hélio de alta pureza), causando o arraste dos

compostos volateis para um material adsorvente, onde estes serao retidos e, em
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seguida, dessorvidos termicamente no cromatégrafo gasoso (Wrolstad et al.,
2005; Scott, 2010). Quando a amostra é liquida utiliza-se o termo “Purge and
Trap”, na qual o gas é borbulhado através da amostra (Wampler, 2002).

No HS-SPME, uma microfibra de silica fundida revestida com polimeros
absorventes € exposta a atmosfera adjacente a amostra, para a adsorgdo dos
analitos que serdo, posteriormente, dessorvidos termicamente direto em um
cromatoégrafo gasoso (Arthur & Pawliszyn, 1990; Wercinski & Pawliszyn, 1999).

Entre as técnicas de HS, a de D-HS é a que apresenta maior sensibilidade,
porém apresenta alto custo em relacao as demais, enquanto a de HS-SPME, além
de apresentar bons niveis de sensibilidade, € mais efetiva para a extracdo dos
compostos com pontos de ebulicdo médios e altos, sendo por isso uma técnica
mais atraente. No entanto, varios fatores afetam o equilibrio dessa analise, como o
recobrimento da fibra utilizada, a temperatura e o tempo de extragado, por esse
motivo os parametros da analise devem ser cuidadosamente avaliados para o
estabelecimento de um método utilizando HS-SPME (Marsili, 1999; Jordan et al.

2005; Mallia et al., 2005; Iglesias & Medina, 2008; Mariutti et al., 2009).

4.2 Extragao assistida por micro-ondas

As micro-ondas sao radiagdes eletromagnéticas com frequéncia entre 300
MHz e 300 GHz, e estao localizadas entre a radiacao infravermelha e as ondas de
radio. Os aparelhos de micro-ondas domésticos e industriais utilizam a frequéncia
de 2,45 GHz para evitar interferéncias com os aparelhos de telecomunicacao
(Jacob et al.,, 1995). O aquecimento pelas micro-ondas se baseia em dois
principios, que podem atuar simultaneamente: a rotacdo dipolar e a condugao

idnica. Na rotacao dipolar, os dipolos das moléculas se realinham de acordo com a
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orientacdo do campo elétrico, como o campo varia rapidamente o movimento das
moléculas gera aquecimento. Na conducgao iénica, os ions livres ou as espécies
ibnicas também se orientam de acordo com o campo elétrico, resultando no
aquecimento por atrito (Hayes, 2002; Leonelli et al., 2013).

As radiagbes de micro-ondas sdo utilizadas em analises de laboratério
desde a década de 1970 (Hesek & Wilson, 1974) e atuam como fonte de energia
de ativagdo para acelerar reagbes quimicas, pois geram um rapido e uniforme
aquecimento dos compostos ou do meio reacional, enquanto as fontes
convencionais transferem energia por condug¢do, que € um processo mais lento.
Nos métodos convencionais, geralmente, o recipiente é aquecido e a temperatura
do meio reacional varia de acordo com a distancia da fonte de energia, levando a
diferentes velocidades de reacao, de acordo com a posi¢cdo da molécula no meio.
Quando a fonte de energia cessa, o recipiente continua transferindo calor para o

meio, 0 que nao ocorre com as micro-ondas (Hayes, 2002).

4.2.1 Extragao de colesterol assistida por micro-ondas

Em sistemas alimenticios, tanto o colesterol como seus 6xidos podem ser
encontrados na forma livre e na forma de ésteres e, por isso, requerem
saponificacdo antes das analises cromatograficas. Existem basicamente duas
formas de analise: na primeira, os lipidios sdo extraidos da amostra e entao
saponificados e na segunda os lipidios sao saponificados diretamente na amostra
e, entdo, o colesterol e os 6xidos séo extraidos. Contudo, a saponificagao direta
apresenta maior eficiéncia, melhor precisdo e menor formagdo de artefatos

(Ulberth & Buchgraber, 2002; Bragagnolo, 2009).
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No método oficial, a saponificacdo da amostra para extragcao de colesterol
requer aquecimento a 90 °C por 1 h, enquanto no método de saponificagdo
assistida por micro-ondas (MAS) s&o necessarios somente 2,5 min. Além da
economia de tempo, o método utilizando a MAS também apresenta boa

recuperacgao e alta precisao (AOAC, 1997; Pifeiro-Avila et al., 1998).

4.2.2 Extragao de 6xidos de colesterol assistida por micro-ondas

Para a analise de COPs sao necessarias condicbes mais brandas do que
aquelas para a analise do colesterol para evitar a formacao de artefatos, no
entanto, esses métodos requerem varias horas de saponificacdo (Mariutti et al.,
2008; Georgiou et al., 2014). O método de MAS para a extragado do colesterol
utiliza uma poténcia relativamente alta (~350 W) e nao controla a temperatura
final, o que pode gerar a formagao de oxidos de colesterol (Pifeiro-Avila et al.,
1998). Atualmente ndo ha na literatura nenhum método especifico para a extragao

de COPs utilizando micro-ondas.
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ABSTRACT: A new method based on headspace solid-phase micro-
extraction (HS-SPME) and GC-MS was developed, aimed at evaluating the
formation of volatile lipid oxidation products (VLOPSs) in shrimp during the salting
and drying process. Of the four fibers evaluated, the fiber coated with
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) was the most
adequate for the quantification of the VLOPs. The best analytical conditions were
obtained by homogenization in an ultra-turrax followed by extraction at 40°C for 30
min. The optimized method allowed for the rapid and simple extraction of the
VLOPs, with low detection (< 0.15 ng.g™") and quantification (< 0.50 ng.g™") limits,
and satisfactory precision (£ 12.67%) and extraction efficiency (= 94.28%). The
salting and drying negatively affected shrimp quality, reducing the fatty acid content

and increasing the VLOPs, especially hexanal.

KEYWORDS: volatile compounds, pacific white shrimp, Litopenaeus
vannamei, method validation, arachidonic acid, eicosapentaenoic acid,

docosahexaenoic acid.
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INTRODUCTION

Shrimp represents about 15% of the fisheries commercialized throughout
the world, being the most economically important international fishing and
aquiculture product’. However shrimp deteriorates easily, thus it must be submitted
to some kind of preservation method to increase its shelf life.? Amongst the
preservation methods, salting followed by drying stands out since it allows for
storage of the shrimp at room temperature for various days.3

Drying or dehydration is one of the oldest and most important unit
operations in the food industry which, by decreasing the water activity, reduces
microbial growth and the speed of chemical and enzymatic reactions.” However,
the addition of salt and application of heat can accelerate lipid oxidation, with the
formation of products with off-flavors and causing the loss of some nutritional
properties.’

Despite its low lipid content (0.70 — 1.16 g/100g), the lipid fraction of shrimp
is rich in polyunsaturated fatty acids (PUFA) such as eicosapentaenoic (EPA -
20:5n-3), docosahexaenoic (DHA - 22:6n-3) and arachidonic (ARA — 20:4n-6)
acids, making it highly susceptible to lipid oxidation.%?

Various compounds are formed during lipid oxidation, and of these, those
with the greatest impact on the sensory quality of foods are the short chain volatile
products formed from the B-cleavage of hydroperoxides.’ In addition, analysis of
these secondary lipid oxidation products presented good correlation with the more
traditional analyses such as the peroxide index (Pl), the 2-thiobarbituric acid

107" and the sensory analysis.’?

reactive substances test (TBARS)
Headspace solid-phase micro-extraction (HS-SPME) is widely used in the

analysis of volatile compounds in foods” and consists of the use of a fiber with a
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very small diameter covered by a stationary phase, which, on being exposed to the
headspace of a sample adsorbs the volatile analytes, which are thermally
desorbed directly in the gas chromatograph injector (GC).”*’®* Among the
advantages of SPME, short analysis time, absence of solvents and high sensitivity
and selectivity stand out, in relation to traditional techniques.”

Exhaustive extraction of the analytes does not occur during SPME, but
equilibrium is formed between the sample and the stationary phase of the fiber.
Various factors can affect this equilibrium, such as the type of stationary phase and
the extraction time and temperature, and therefore a careful study is required to

establish a SPME method.”®®

Thus the objective of the present work was to establish a HS-SPME-GC-MS
method to quantify the volatile lipid oxidation products (VLOPSs) in shrimp, and with
the aid of this technique, evaluate the effect of processing on the lipid fraction of

salted and salted, dried shrimp.

MATERIAL AND METHODS

Reagents and materials. The alkane series (C5 to C24) used to calculate
the retention index were obtained from Polyscience (New Haven, CT, USA). The
standards used to identify and quantify the volatile compounds were pentanal, 2-
methylpentanal (internal standard - IS), hexanal, 1-penten-3-ol, heptanal, 2-
pentylfuran, 1-pentanol, octanal, 1-hexanal, nonanal, 1-octen-3-ol, 1-heptanol,
decanal 1-octanol, and 2-octen-1-ol from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). The
purity —of standards varied from 95 to @ 99%. The  fibers
Carboxen/Polydimethylsiloxane (CAR/PDMS),

Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS), Polyacrylate
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(PA) and Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene (PDMS/DVB) were acquired from
Supelco (Bellefonte, PA, USA). A total of 37 saturated, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acid methyl esters standards (C4-C24, Sulpeco™ 37
component FAME-Mix,catalogo no. 18919-1) were used to identify and methyl
undecanoate and methyl tricosanoate (Sigma Aldrich) quantify the fatty acids The
reagents and solvents used were of analytical (Synth, Diadema, SP, Brazil) or
HPLC grade (Fisher, Fair Lawn, NJ, USA) and the water was purified by Millipore

Milli-Q system (Billerica, MA, USA.).

Samples. The volatile compound extraction method was optimized using
salted and dried pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei). The fresh and whole
shrimp (1.0 kg with head and shell) was obtained from the local market in
Campinas (SP, Brazil), and was submitted to salting in boiling water (30% NaCl for
10 min) and drying in an air circulating oven at 60 °C for 4 h. A new sample was

prepared with fresh shrimp to each step of optimization.

To evaluate the effects of processing on the shrimp lipids, two new batches,
each of 1.5 kg fresh shrimp were acquired from the same place with an interval of
one week. Again, each batch was separated into three parts (500g each, ~25
shrimps), one fresh, another just salted and the third salted and dried. The shrimp
processing was identical to that used in the method optimization step. Moisture
content was carried out according to the AOAC method 950.46. ?° The moisture
content of fresh samples were 75.75+0.22 g.100g™" at batch 1 and 76.41+0.16
g.100g™" at batch 2; of salted shrimp were 63.68+0.11 at batch 1 and 62.34+0.38
g.100g™" at batch 2; and of salted, dried shrimp were 50.84+0.18 at batch 1 and

47.57+0.15 g.100g™" at batch 2.
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Optimization of the analysis of the volatiles by HS-SPME-GC-MS. In
order to establish the method used to extract the volatile compounds by SPME,
three factors that affect the extraction performance were evaluated in sequence:
the type of stationary phase used to coat the fiber; the sample preparation method
and the extraction time/temperature binomial, using the best condition obtained in

the previous step for the subsequent step.

Fibers coated with 4 different materials were tested in order to choose the
best fiber for the above purpose: CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB.
The fibers were first conditioned according to the manufacturer’s instructions. The
extraction procedure was carried out in the same way for all the fibers (n=6). The
salted, dried shrimp (100 g) was peeled and ground and 1 g of ground sample
placed in a vial (20 mL with screw top and PTFE septum - Supelco, Bellefonte, PA,
USA). The vial was then incubated for 15 min at 40 °C and then the fiber was
exposed for 30 min to HS, followed by desorption directly in the injector for 1 min at
250 °C. After each desorption, the fibers were reconditioned for 10 min at 250 °C in
a flow of He. The whole extraction step was carried out using an AOC-5000 auto-

injector (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Three sample preparation procedures were tested: in the first, 1 g of shrimp
was sealed in a vial; in the second, 3 mL of ultrapure water were added to the
shrimp (1 g), which was then sealed and homogenized in a vortex (Phoenix
Luferco, Sao Paulo, Brazil) for 1 min; and in the third, 30 mL of ultrapure water was
added to 10 g of sample in a beaker and homogenized in a high-speed Ultra-
Turrax (Jankel & Kunkel GmbH, Staufen, Germany) for 1 min at 12,000 RPM and 4

g of this mixture were placed in a vial and sealed. In the three cases, the volatiles
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were extracted in the same condition to that employed in the selection of the fiber

(n=3).

In order to evaluate the influence of time and temperature on the extraction
of the volatile compounds by HS-SPME, analyses were carried out at 40, 60 and
80 °C for 15, 30, 60 and 120 min in random, independent trials using the fiber and

sample preparation mode that gave the best results (n=3).

GC-MS. The chromatographic analysis was carried out in a GC coupled to an Ultra
GCMS-QP2010 mass spectrometer (MS) (Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with
a splitless injector at 250 °C; RTX-Wax capillary column (30 m x 0.25 mm i.d., 0.20
pm thick stationary phase — polyethylene glycol) (Restek, Bellefonte, PA, USA);
workstation (GCMSSolution, Shimadzu, Kyoto, Japan); ion source in the electron
ionization mode (El) at 70 eV and 250 °C, cutting the solvent after 1.1 min. The
mass/charge (m/z) analyzer was quadrupole, operating in the scanning mode
(SCAN = 35-350 m/z) to identify the compounds, and in the selected ion monitoring
(SIM) mode for quantification. Helium was used as the carrier gas in the linear flow
control mode with a constant column flow of 1.22 mL/min. The oven temperature
program started at 30 °C for 5 min, followed by heating at 10 °C/min to 115 °C,
maintaining at this temperature for 1 min, and then heating at 30 °C/min to 220 °C
and maintaining at this temperature for 12 min, giving a total time of 30 min. The
temperature program of the oven was based on Shahidi and Pegg’’, with changes

in the initial and final temperatures.

The volatile compounds were identified by comparison of the mass spectra
obtained for the samples with the mass spectra of the analytical standards under

the same experimental conditions and with those from the mass spectra library
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(Wiley 9). In addition, an alkane series (C5-C24) was used to calculate the
retention index (RI) for each compound with the RTX-Wax column™, and
compared with those found in the literature for columns with the same polarity.’?
The compounds that presented mass spectra similar to those in the library, but

differed from the literature with respect to the RI, were considered to be tentatively

identified.?’

The VLOPs were quantified using analytical curves obtained with the respective
standards added to the sample, using 2-methylpentanal as the IS in the SIM mode
and the fragments that gave the best signal/noise ratio for each compound (Table
1).

Validation. The optimized method for extracting the VLOPs (DVB/CAR/PDMS,
ultra-turrax, at 40 °C for 30 min) was submitted to validation by way of the following
criteria: linearity, detection and quantification limits, repeatability and recovery.
Samples of salted, dried shrimp prepared on the same day as the analysis, were

used for validation.
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Table 1 — Standards retention indexes and fragments used to quantify the volatile

lipid oxidation products.

a Target Reference
Peak  Compound name RI fragmer?t (m/z) fragments (m/z)
1 Pentanal 962 58 41; 44
ISP 2-Methylpentanal 986 58 41; 43
2 Hexanal 1069 56 41: 57
3 1-Penten-3-ol 1156 57 29: 31
4 Heptanal 1169 70 41; 57
5 2-Pentylfuran 1214 81 82; 138
6 1-Pentanol 1243 42 55;70
7 Octanal 1270 84 41; 56
8 1-Hexanol 1341 56 42; 55
9 Nonanal 1376 57 41: 56
10 1-Octen-3-ol 1441 57 43; 72
11 1-Heptanol 1447 70 55; 56
12 Decanal 1487 57 55; 82
13 1-Octanol 1551 56 55; 70
14 2-Octen-1-ol 1606 57 43; 55

2RI — retention index: ° IS — internal standard.

The analytical curve was elaborated by addition of external standards to the
sample in the concentration range from 1 to 80 ng.g™" with the addition of 100 ng.g"
! of 2-methylpentanal as the IS. The detection and quantification limits were
calculated based on the signal to noise ratio (S/N) with S/N=3 and 10, respectively.
Repeatability was expressed as the relative relative standard deviation (% RSD;
n=6). In order to calculate the recovery, samples were fortified with standards in

two levels (5 ng.g™ and 20 ng.g™') and the response was subtracted from the mean

result of not fortified samples (n=6).

Fatty acid composition of the shrimp lipids. For the three samples of the two
batches, the lipids were obtained according to Folch et al.??, the analyses being

carried out in triplicate (n=3). After extraction, the lipids (25£1 mg) were converted
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into FAME according to Joseph and Ackman?® and injected into the GC using the
hot needle technique for 5 s. The chromatograph used was the GC-2010
(Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with a split injector (1/50) at 250 °C; fused
silica CP-SIL 88 capillary column (100 m x 0.25 mm i.d., 020 ym thick stationary
phase — cyanopropyl) (Chromopack, Middleburg, The Netherlands); flame
ionization detector at 260 °C and workstation (GCSolution, Shimadzu, Kyoto,
Japan). The temperature was programmed according to Sancho et al.?*, with H, as
the carrier gas at a linear velocity of 34 cm/s, and N, as the make-up gas at 30
mL/min. The fatty acids were identified by comparison of the retention times with
those of the standards. Quantification was done by internal standardization (11:0
and 23:0). The fatty acid concentrations were calculated according to the AOAC

method?® and the results expressed in mg of fatty acid per g of lipid.

Statistical analysis. The results were compared using the one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s test in the case of significant differences (p
< 0.05). The ANOVA and the fit of the analytical curves were carried out with the

aid of the Statistica 5.0 software (Statsoft, Tulsa, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of HS-SPME method. A total of 123 volatile compounds were found
in the salted, dried shrimp (65 with the CAR/PDMS fiber, 64 with DVB/CAR/PDMS,
67 with PA and 81 with PDMS/DVB, Table S1 in the Supporting Information). Of
those compounds, 14 (7 alcohols, 6 aldehydes and 1 furan) could be classified as
VLOPs (Table 1 and Figure 1).26% Hexanal, heptanal and 1-octen-3-ol were also

found in cooked lobsters.?>?° Dried shrimp of the species Acetes chinensis
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presented 1-penten-3-ol, 1-pentanol, 1-hexanol and 1-octen-3-ol among their

volatiles. ¥
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Figure 1 — Chromatograms of the volatile compounds obtained from salted, dried
shrimp by HS-SPME-GC-MS (Scan — 35-350 m/z) according to the fiber used.

Compounds numbered according to Table 1.

The fiber coated with CAR/PDMS showed the best results for the VLOPs with the

lowest RI values (Figure 2), whereas the fiber coated with PDMS/DVB presented
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the best results for the compounds with higher Rl values, and the fiber coated with
PA presented smaller areas for all the compounds. However the fiber coated with
DVB/CAR/PDMS presented good results in a broader range of Rl than the other
fibers. Similar results were reported by Garcia-Esteban et al.32, where the
CAR/PDMS fiber gave the best results for compounds with Rl values below 980

and the DVB/CAR/PDMS fiber was better for compounds with higher Rl values.
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Figure 2 — Effect of fiber coating in the extraction of volatile lipid oxidation products
from salted, dried shrimp (obtained in the SIM mode; n=6). Compounds placed in

order of increasing RI from left to right.

Thus the DVB/CAR/PDMS fiber was considered to be the most adequate for the
extraction of VLOPs from salted, dried shrimp. A total of 50 compounds were
identified and 14 were tentatively identified with this fiber, which are listed with their

respective Rl values in table 2.
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Table 2 — Volatile compounds obtained from salted, dried shrimp by HS-SPME-

GC-MS using the fiber DVB/CAR/PDMS

RT? b ldentification
Compound (min) RI method
Acids
3-Methylbutanoic acid 16.63 1659  MS+RI°
Stearic acid 26.63 >2400 MS®
Pentadecanoic acid 28.97 >2400 MS
Alcohols
1-Butanol 9.47 1140 MS+ RI
1-Penten-3-ol’ 9.77 1156  Standard®
1-Pentanol’ 11.34 1243  Standard
Cyclopentanol 12.31 1302 MS+RI
1-Hexanol’ 12.89 1341  Standard
2,6-Dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol 14.05 1419 MS
1-Octen-3-ol' 14.39 1441  Standard
1-Heptanol' 14.48 1447  Standard
2,6-Dimethyl-7-octen-2-ol 14.71 1463 MS+ RI
1,5-Octadien-3-ol 14.94 1478 MS+ RI
2-Ethyl-1-hexanol 15.00 1482 MS+RI
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol 15.65 1540 MS+ RI
1-Octanol’ 15.75 1551  Standard
2-(2-Ethoxyethoxy)-ethanol 16.27 1608 MS+RI
2-Octen-1-ol' 16.34 1618  Standard
2-Cycloocten-1-ol 16.74 1675 MS
1-Octadecanol 23.67 >2400 MS
Aldehydes
2-methylbutanal 3.72 844 MS+RI
Pentanal’ 535 962 Standard
Hexanal’ 7.93 1069  Standard
Heptanal® 10.02 1169  Standard
4-Heptenal 1111 1230 MS+RI
Octanal’ 11.78 1270  Standard
Nonanal' 13.42 1376  Standard
Decanal’ 15.07 1487  Standard
Benzaldehyde 13.37 1511 MS+RI
Palmitaldehyde 19.55 2132 MS+RI
Heptadecanal 2126 2302 MS
Cyclic hydrocarbons
Ethylbenzene 8.73 1101 MS+RI
1,4 Dimethylbenzene 9.04 1117  MS+RI
Cyclododecane 11.05 1226  MS+RI
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Table 2. Continuation

Styrene 11.29 1241 MS+RI
1-Methylnaphthalene 17.78 1779 MS
Esters
Vinyl hexanoate 1246 1312 MS+RI
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol di- 17.89
isobutyrate 1788 MS
Di-isobutyl phthalate 23.15 >2400 MS+RI
Heterocyclic compounds
1-Vinylaziridine 5.87 979 MS
2-Pentylfuran' 10.84 1214  Standard
2-Methylpyrazine 11.50 1253 MS
2,5-Dimethylpyrazine 12.40 1308 MS+RI
2-Acetyl-1-pyrroline 12.66 1325 MS+RI
2-Ethyl-6-methylpyrazine 13.38 1374  MS+RI
2,3,5-Trimethylpyrazine 13.65 1392 MSH+RI
3-Ethyl-2,5-dimethylpyrazine 14.31 1436  MS+RI
2,6-Diethylpyrazine 14.59 1454  MS+RI
2,3,5,6-Tetramethylpyrazine 14.79 1468 MS+RI
3,5-Diethyl-2-methylpyrazine 15.07 1486  MS+RI
Pyrrole 15.31 1505 MS+RI
4-Octadecylmorpholine 19.94 2177 MS
Aliphatic hydrocarbons
Decane 6.10 997 MS+RI
Dodecane 10.60 1200 MS+RI
(3E)-3-Tetradecene 11.21 1236 MS
5-Methylenetridecane 13.77 1400 MS
1-Pentadecene 15.69 1544 MS+RI
Ketones
1-Hydroxyacetone 12.14 1291 MS+RI
2-Nonanone 13.43 1377  MS+RI
2-Undecanone 16.11 1589  MS+RI
2-Pentadecanone 18.73 2018  MS+RI
o-Aminoacetophenone 20.30 2216 MS+RI
Others
Trimethylamine 1.62 616 MS+RI

Methyl N-hydroxybenzenecarboximidate 17.13 1719  MS
3RT - retention time; "RI — retention index; “MS+RI — identified by comparison of the fragment with
the library (Wiley9) and by the retention index as compared with the literature; MS — tentatively
identified compound; °Standard — identity confirmed with the standard; fcompounds identified as
volatile lipid oxidation products.
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Sample preparation before SPME also influences the extraction yield of VLOP
(Figure 3). Vortex homogenization with water resulted in the smallest area values

and the highest RSD values (19.22% in average).
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Figure 3 — Effect of sample preparation on the extraction of volatile lipid oxidation

products from salted, dried shrimp with the fiber DVB/CAR/PDMS (n=3)

The shrimp without water addition presented the largest areas for 2-pentylfuran,
octanal and 1-hexanol, whereas the shrimp homogenized with water in the ultra-
turrax showed the largest areas for 1-heptanol, 1-octanol and 2-octen-1-ol. In these
cases, no difference was observed for the areas between the other VLOPs.
Nevertheless the sample without water addition presented a mean RSD higher
(8.47%) than that of the sample homogenized with water in the ultra-turrax
(2.34%). The difference in the results of the sample homogenized in the vortex and

the ultra-turrax can be attributed to the fact that after a few minutes, the sample

44



homogenized with vortex separated in two layers (liquid phase at the top and solid
phase at the bottom). Probably, the liquid phase containing water hampered the
volatile compounds to migrate to the headspace leading to lower extraction;

however, a homogeneous slurry was formed when the ultra-turrax was used.

Both the temperature and the exposition time of the fiber in the HS of the sample
significantly influenced the quantity of volatiles extracted. With the exception of, All
the VLOPs showed similar behavior to hexanal with the exception of pentanal, 1-
penten-3-ol and 1-pentanol. The increase in temperature and extraction time
provoked an increase in the area (Figure 4A). The 5 carbon VLOPs (pentanal, 1-
penten-3-ol and 1-pentanol) probably did not interact with the fiber coating in the
same way as the compounds with higher molecular masses, although their
extraction was also affected by time and temperature (Figure S2 in the Supporting
Information). The extraction time was not sufficient to reach equilibrium, which
could take more than 5 h for the fiber used (DVB/CAR/PDMS)., Moreover long
extraction times could cause the formation of high amount of VLOPs such as

|33

hexanal and nonanal™, while shorter extraction times make the analysis more

acceptable for practical ends. *?

After 30 min of extraction (Figure 4B) the RSD was lower, principally for the
extractions at 40 and 80 °C, and no improvement in repeatability was achieved
after this extraction time. Although the use of higher temperatures allowed for
greater extraction of the volatile compounds, lower temperatures avoided the
formation of VLOPs during extraction.*%° The use of lower temperatures (< 50°C)

also allowed for better correlation with the sensory profile.’
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Figure 4 — Effect of time and temperature on (A) extraction of hexanal and (B) the

mean repeatability of the volatile compounds from salted, dried shrimp with the

Validation. The method (using DVB/CAR/PDMS fiber, homogenization with water
using ultra-turrax and extraction at 40 °C for 30 min) showed good linearity for all
the VLOPs (the coefficient of determination varied from 0.9637 to 0.9978, Table 3).
The detection limits varied from 0.03 to 0.15 ng.g” and the quantification limits

varied from 0.11 to 0.50 ng.g™". The method showed satisfactory precision (RSD <
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12.67%) and efficiency (recovery = 94.28%). The analytical curve was developed
with low initial values (1 ng.g™'), because the VLOPs found in the salted, dried
shrimp, according to Buttery et al.,*® have low thresholds (0.7 — 15 ng.g™"), but a

great impact on the sensory characteristics, especially the aldehydes.

Table 3 — Data of the analytical curve, linearity, detection and quantification limits,
precision and recovery of the optimized method

VLOPS® Stope  Intercept R I;;r:‘za; LOD® LoQ" Repeatability Recovery Recovery
(ng.g”) ng.g” ng.g” (% RSD?) 5ng (%) 20 ng (%)
Pentanal 0.0067 0.0025 0.9882 1-80 0.04+0.01 0.15+0.04 1.10 98.80+3.40  100.52 + 4.47
Hexanal 0.0078 0.0155 0.9922 1-80 0.04+0.01 0.13+0.03 3.85 98.43+3.82  99.85+3.72
1-Penten-3-ol 0.0145 -0.0243 0.9637 1-80 0.03+0.01 0.11+0.02 3.11 97.89+210 101.77 + 3.65
Heptanal 0.0035 0.0010 0.9924 1-80 0.06 £0.01 0.21+0.04 4.98 103.76 £ 2.58  97.41 +1.07
2-Pentylfuran  0.0085 -0.0122 0.9898 1-80 0.06 £0.01 0.21+0.05 5.24 101.77 £5.78  98.89 +6.82
1-Pentanol 0.0051 -0.0036 0.9842 1-80 0.15+0.01 0.50 +0.04 1.10 94.28+249 103.00 + 1.73
Octanal 0.0019 -0.0014 0.9924 1-80 0.11+£0.03 0.36+0.10 4.43 105.60 £+9.29  98.39+4.13
1-Hexanol 0.0097 -0.0121 0.9964 1-80 0.03+0.01 0.11+£0.02 4.23 99.23+4.78  96.87 +6.28
Nonanal 0.0038 0.0130 0.9787 1-80 0.04+0.01 0.15+0.03 4.49 102.38 £ 6.00  96.29 + 4.56
1-Octen-3-ol  0.0228 -0.0053 0.9978 1-80 0.05+0.00 0.16+0.01 2.60 97.36+7.53  96.84 +5.03
1-Heptanol 0.0051 -0.0085 0.9952 1-80 0.09+0.02 0.29+0.05 1.03 96.93+3.83  96.11+0.03
Decanal 0.0015 -0.0009 0.9849 1-80 0.08+0.03 0.26 +0.09 12.67 10241 +£4.75 99.14+13.72
1-Octanol 0.0039 -0.0051 0.9924 1-80 0.04 £0.01 0.14+0.04 3.15 103.66 +7.28  97.33 £ 9.86
2-Octen-1-ol  0.0034 -0.0104 0.9876 1-80 0.05+0.01 0.16+0.04 1.84 95.84 + 5.13 98.85 + 1.87

3V/LOP - volatile lipid oxidation product; °R?

— coefficient of determination; °LOD — limit of detection; °LOQ —

limit of quantification; *RSD — relative standard deviation.

Effect of processing on the shrimp fatty acids. The n-3 fatty acids represented
the majority among the PUFAs of fresh shrimp (Table 4) and the fatty acids profiles
were similar in both batches with little differences in the eicosadienoic (20:2n-6)
and behenic (22:0) acids. The predominant fatty acids in the shrimp lipids were
palmitic acid (16:0), oleic acid (18:1n-9), stearic acid (18:0), linoleic acid (18:2n-6),

DHA and EPA.
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Table 4 — Fatty acid composition of the lipids of fresh and processed shrimps

Fatty

Fresh Salted Salted, dried
acids
(mg.g" of

Batch 1 Batch 2 Batch 1 Batch 2 Batch 1 Batch 2

oil)
14:0 136 +0.06° 1.28+0.04° 1.24 +0.10° 154 +0.09° 167 +0.05° 153+0.01°
15:0 8.89+0.79° 9.40+0.13° 8.39+0.72% 8.79+0.29° 7.29+027° 7.21+041°
16:0 97.06 +3.90° 90.17 +3.90% 81.41+273° 90.48 + 3.45% 80.61+514° 8590540
16:1n-9 5.39%0.43° 6.00 £0.51°° 6.36+0.19% 7.060.27° 6.14£0.64% 7.11£0.50°
17:0 16.17 + 1.66° 14.90 £ 0.02%° 13.34 + 1.00™ 13.06 + 0.50 ** 11.01£0.20° 11.67 £0.46*
17:1n-6 0.70 £ 0.04° 0.84 £0.04*° 1.35+0.07° 0.83+0.02% 0.79+0.04%° 0.85+0.01°
18:0 60.33 £2.99° 5517 £ 1.52% 51.48+1.60°  51.02% 141" 44.87 £3.13°  46.83+2.56
18:1n-9 84.58 £5.11% 79.75£3.01% 78.16 £2.04 % 86.52+2.31° 76.34 £ 4.56° 87.02 + 3.55°
19:0 1.37 £0.02° 1.28+0.05° 1.21+0.09° 1.15+0.07° 1.11+0.04° 117 £0.16°
18:2n-6 52.46 £ 2.74% 52.87 £1.52% 49.79+ 1.47° 56.18 £ 1.69° 48.81+3.45°  5429+174%
20:0 1.28+0.06 * 1.45+0.07° 1.34+0.07% 1.25+0.03 1.29+0.04% 1.07 £0.08°
20:1n-9 2.04 +0.08 ®* 1.82+0.07° 1.92+0.14% 2.10+0.02" 1.29+0.13% 2.29+0.07°
18:3n-3 2.25+0.12° 2.28+0.13° 2.21+0.08° 2.53+0.06° 240+0.11° 2.51+0.25°
20:2n-6 5.49 +0.28° 493+0.13% 471+0.14 4.80+0.11" 4.30+0.08° 5.22+0.35%
22:0 1.42+0.03% 1.73+0.09° 1.53+0.05% 1.30 £ 0.05° 1.46+0.07% 1.41+0.12%
20:4n-6 26.43+1.41° 25.06+0.80% 2252 +0.42" 21.55+0.30% 18.68+1.05°  19.72+1.27%
20:5n-3 4242 +2.28° 4117 £1.28% 39.98 +0.84 ™ 37.45+0.51" 3258+1.97°  36.21% 168
24:1n-9 2.43+0.19° 2.41+0.08° 2.17 £0.09° 2.12+0.05° 2.15+0.17° 3.57 + 1.74°
22:6n-3 50.46 + 1.59 % 51.17 £1.45° 4715 0.99 44.07 £0.41% 4231+230°  4362+0.80%
SFA 187.88 + 9.50° 175.38+5.83%  159.93+6.36°  168.59+588°  149.30 + 8.92° 156 +9.20°
MUFA 95.14 + 5.86° 90.82 +3.71° 89.97 + 2.53° 98.63 + 2.67° 87.34 + 5.55° 100 + 5.87°
PUFA 179.51 + 8.42° 17748 +532°  166.37 £3.93°  166.58 +3.08°  149.09+8.95°  131.58+6.09°
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Table 4. Continuation

Zn-3 95.13+3.99% 94.62 +2.86° 89.35+1.91% 84.05+0.98° 77.30 +4.38° 82.34 +2.73™
Zn-6 84.38 +4.43° 82.86 +2.46° 77.02+2.02° 82.53+2.10° 71.79 £+ 4.57° 79.24 +3.36°
Total 46253 £23.77° 44369+ 14.86° 416.28+12.82° 433.79+1163° 38573 +2342° 419 +21.17°

Values expressed as the mean + standard deviation (n=3). Different letters in the same line indicate significant difference
between the values (P < 0.05). SFA = saturated fatty acids; MUFA = monounsaturated fatty acids; PUFA = polyunsaturated
fatty acids; Zn-3 = PUFA n-3; 2Zn-6 = PUFA n-6.

Salting caused a reduction in 5 fatty acids in batch 1, whereas only 4 fatty acids
were reduced in batch 2, but only the contents of ARA and DHA were reduced in
both batches. After drying, the reduction in pentadecanoic acid (15:0), margaric
acid (17:0), stearic acid (18:0) and EPA became significant for both batches in
comparison with the fresh shrimp. In addition, processing reduced the total fatty
acid content of the lipid fraction. A reduction in the fatty acid content after cooking

h24,37

was also observed in fis and crab.%®

According to Maulvault et al.*, the reduction in PUFAs during heat processing
occurs due to their great susceptibility to oxidation at high temperatures. Although
less frequent, a decrease in the SFA content can also occur during cooking.?* The
loss of PUFAs occurs mainly due to lipid oxidation and can be accelerated both by
an increase in temperature and by the addition of salt (NaCl).** The main
contribution of the increase in temperature to fatty acid oxidation is due to the
increase in reaction rate?’. The pro-oxidant effect of NaCl is attributed to an
increase in the non-heme iron content in meats after cooking‘”, although this
increase is due mainly to the liquid retention capacity of the NaCl, since when
cooked without salt, the non-heme iron is carried out due to liquid loss.* Another
pro-oxidant mechanism of the NaCl is due to the reduction in activity of the
antioxidant enzymes.*
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ARA, EPA and DHA are fatty acids of great importance to human health and can
be generated metabolically from essential fatty acids (linoleic and linolenic),
although the conversion rate is very low, indicating the need for exogenous
sources of these lipids.***® Thus the processing of shrimp negatively affected the
nutritional value since it reduced the contents of these fatty acids in up to 29% for

ARA, 23% for EPA and 16% for DHA.

Comparing the lipids of salted shrimp with those of salted, dried shrimp, there was
no difference between them for any fatty acid simultaneously in both batches,
indicating that the drying process did not significantly affected the lipids. In general
these results are in agreement with those of Ortiz et al.*®, who observed that drying

at 60 °C had little influence on the fish lipid profile generating low oxidation indices.

Effect of processing on shrimp VLOPs. The two batches of fresh shrimp showed
the same VLOP composition (Table 5), differing only with respect to 2-octen-1-ol.
The only aldehydes with quantifiable contents in the fresh shrimp were nonanal
and decanal. The main VLOP produced during processing was hexanal, as also
verified by Shahidi and Pegg’’. The salting process caused an increase in all the
aldehydes as compared to the fresh shrimp, in addition to a reduction in 1-octanol
and 2-octen-1-ol in both batches as well as the contents of 1-pentanol and 2-

pentylfuran in batch 1, but not in batch 2.

Drying caused an increase in hexanal and 1-penten-3-ol in both batches, plus an
increase in 2-octen-1-ol just in batch 1. The formation of volatiles presented a
behavior similar to the degradation of the fatty acids, where the salting process

presented a greater oxidative effect than the drying process.
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Table 5 — Volatile lipid oxidation products from fresh and processed shrimp
obtained by HS-SPME-GC-MS

VLOP (ng.g") Fresh Salted Salted, dried
Batch 1 Batch 2 Batch 1 Batch 2 Batch 1 Batch 2

Pentanal ND* ND* 7.07+0.15° 658+0.40° 7.37+1.93° 6.96%0.38°
Hexanal <0.13* <0.13* 10.66 + 1.50° 13.58 +0.60™ 15.00+ 0.58° 19.09+0.98°
1-Penten-3-ol 545+0.16° 532+045° 497+0.10° 468+0.16° 7.03+0.27° 9.06+0.27°
Heptanal <0.21* <0.21% 373+£0.10° 549+0.13° 3.82+0.27% 5.36+0.26"
2-Pentylfuran  1.45+0.09° 127+0.01° 1.91+0.10° 1.66+0.08® 1.93+0.15° 2.07+0.03"
1-Pentanol 3.89+0.01° 446+0.09° 1223+0.08° 8.12+049® 9.32+239° 10.38+1.16%
Octanal <0.36* <0.36* 365+0.13° 501+024° 363+0.16° 4.47+0.16"
1-Hexanol 3.98+0.07° 369+0.027 3.80+0.01% 440+020™ 324+0.09° 3.88+0.07°
Nonanal 215+0.11% 197+024° 1152+0.07° 16.57+046° 10.36+049° 17.02+0.59°
1-Octen-3-ol  355+0.11° 4.40+021* 546+0.08° 4.60+035* 536+048° 6.21+0.04°
1-Heptanol 2.01+0.13% 1.72£003® 159£0.01° 1.87£0.15® 1.16£0.05° 1.62%0.04°
Decanal 1.81£0.08° 1.57+0.12° 558+015° 7.77+042° 548:011° 873£0.14°
1-Octanol 6.42+053° 6.47+032° 256+0.09” 317+011° 209£0.13 2.71£0.05"

2-Octen-1-ol 1.83+0.08° 2.34+0.09° 1.29+0.01° 1.27 £0.03° 1.30+0.01° 1.59 + 0.03°

Values expressed as the mean + standard deviation (n=3). Different letters in the same line indicate significant difference
between the values (P < 0.05). *ND — not detected (below the detection limits, 0.04 ng.g™); **below the quantification limit.
Of the VLOPs found in shrimp, only 1-penten-3-ol originated from the oxidation of
n-3 fatty acids, pentanal, hexanal, 1-pentanol, 2-pentylfuran, 1-hexanol, 1-octen-3-
ol and 2-octen-1-ol being formed as from n-6 fatty acids. Heptanal can be formed
from both n-6 and n-9 fatty acids and the other VLOPs are formed from n-9 fatty

acids.?6%8

Despite a significant increase, 1-penten-3-ol was below its threshold, and hence
the oxidation of n-3 fatty acids, despite forming VLOPs, was not sufficient to alter
the sensory properties of the shrimp. However, the formation of hexanal, 1-octen-
3-ol, octanal, nonanal and decanal could have a negative impact on the aroma of
the final product, since the contents of these compounds were above their
respective thresholds.®® Thus the oxidation of n-6 fatty acids showed a greater

influence on the sensory quality of the shrimp than the oxidation of n-3 fatty acids.
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In conclusion the type of fiber, sample preparation mode and the time/ temperature
binomial during extraction all presented an influence on the extraction by HS-
SPME. The best conditions to extract VLOPs from shrimp by HS-SPME consisted
of homogenizing 1 g of sample in 3 mL of water using an ultra-turrax, and
extracting the volatiles at 40 °C for 30 min with the fiber DVB/CAR/PDMS. This
method was quick and practical and showed good repeatability, sensitivity and
efficiency. Heat processing, and mainly the salting process, caused a reduction in
the content of fatty acids of the shrimp, especially in ARA, DHA and EPA, as well
as forming some VLOPs above their threshold values, showing an impact on the

nutritional and sensory characteristics of the final product.
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Table S1 — Compounds obtained from salted, dried shrimp by HS-SPME-GC-MS

using four fibers.

RT? b Identification .
Compound (min) RI method Fiber
Trimethylamine 1.61 616 MS +RI° CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA
Ethyl acetate 3.31 778 Ms? CAR/PDMS
2-methylbutanal 3.72 844 MS + RI CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
Pentanal 5.35 962 Standard® PDMS/DVB
1-Vinylaziridine 5.87 986 MS CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
Decane 6.10 997 MS +RI DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
Toluene 6.82 1026 MS +RI CAR/PDMS
2,3-Pentanedione 7.55 1054 MS + RI CAR/PDMS
1,2-Dimethyldisulfane 7.65 1058 MS +RI CAR/PDMS
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
Hexanal 7.93 1069 Standard PDMS/DVB
Ethylbenzene 8.73 1101 MS +RI CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
2-Ethyl-1-decanol 8.95 1113 MS PDMS/DVB
1,4 Dimethylbenzene 9.04 1117 MS + RI CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
4-Methyl-2-propyl-1-pentanol 9.21 1126 MS PDMS/DVB
2,5-Dimethyl-2-undecene 9.42 1137 MS PDMS/DVB
1-butanol 9.47 1140 MS +RI CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
1-Penten-3-ol 9.77 1156 Standard PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
Heptanal 10.02 1169 Standard PDMS/DVB
4-Isopropenyl-1-methylcyclohexene 10.10 1173 MS + RI CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB
5-Methyleneundecane 10.42 1190 MS PDMS/DVB
Dodecane 10.61 1200 MS +RI DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
3-methyl-1-butanol 10.62 1200 MS +RI CAR/PDMS
Methanesulfonyl chloride 10.71 1206 MS PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
2-Pentylfuran 10.84 1214 Standard PDMS/DVB
Cyclododecane 11.05 1226 MS +RI DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
4-heptenal 11.11 1230 MS + RI DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
(3E)-3-Tetradecene 11.21 1236 MS DVB/CAR/PDMS
Thiazole 11.23 1237 MS +RI CAR/PDMS
Styrene 11.29 1241 MS +RI CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
1-Pentanol 11.34 1243 Standard PDMS/DVB
2-Methylpyrazine 11.50 1253 MS CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
1,2,3-Trimethylbenzene 11.65 1262 MS +RI PDMS/DVB
Isobutylcyclohexane 11.70 1265 MS PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
Octanal 11.78 1270 Standard PDMS/DVB
3-hydroxybutan-2-one 11.81 1272 MS +RI CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
1-Hydroxyacetone 12.14 1291 MS + RI PDMS/DVB
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Table S1. Continuation

2-Methyl-1-decanol 12.24
Cyclopentanol 12.31
2,5-Dimethylpyrazine 12.40
Vinyl hexanoate 12.46
2,6-Dimethylpyrazine 12.51
2-Acetyl-1-pyrroline 12.66
1-Hexanol 12.89
2-Hexyl-1-decanol 13.02
1,2,4,5-Tetramethylbenzene 13.09
1,3-Dimethyltrisulfane 13.28
2-ehtyl-6-methylpyrazine 13.38
Nonanal 13.42
2-Nonanone 13.43
Tetradecane 13.54
2,3,5-Trimethylpyrazine 13.65
5-Methylenetridecane 13.77
2,6-Dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol 14.05
Tetradecane 14.24
3-Ethyl-2,5-dimethylpyrazine 14.31
Acetic acid 14.33
1-Octen-3-ol 14.39
1-Heptanol 14.48
2,6-Diethylpyrazine 14.59
2,6-Dimethyl-7-octen-2-ol 14.71
2,3,5,6-Tetramethylpyrazine 14.79
1,5-Octadien-3-ol 14.94
2-Ethyl-1-hexanol 15.00
3,5-Diethyl-2-methylpyrazine 15.07
Decanal 15.07
Pentadecane 15.14
Pyrrole 15.31
Benzaldehyde 15.37
2-Allyl-3-methylpyrazine 15.58
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol 15.65
1-Pentadecene 15.69
1-Octanol 15.75
3,5-Octadien-2-one 15.86
2-Undecanone 16.11
Undecanal 16.19

1298
1302

1308
1312
1315
1325
1341
1350
1354
1367
1374

1376
1377
1384

1392
1400
1419
1431
1436
1437

1441

1447

1454
1463

1468
1478

1482

1486

1487
1491
1505

1511
1532

1540
1544

1551
1562
1589
1597

MS
MS +RI

MS +RI
MS +RI
MS +RI
MS +RI
Standard
MS
MS
MS +RI
MS +RI

Standard
MS + RI
MS + RI

MS +RI
MS
MS

MS +RI

MS +RI

MS + RI

Standard

Standard

MS +RI
MS +RI

MS + RI
MS +RI
MS +RI
MS + RI
Standard
MS + RI
MS + RI
MS + RI
MS
MS +RI
MS + RI
Standard
MS + RI

MS +RI
MS +RI

PDMS/DVB

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
PDMS/DVB
PDMS/DVB
CAR/PDMS

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB

PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
DVB/CAR/PDMS
PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB

PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,
PDMS/DVB

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,
PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,
PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,
PDMS/DVB

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

PA

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
PDMS/DVB

DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,
PDMS/DVB

PA
DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB
PDMS/DVB
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Table S1. Continuation

2-Octen-1-ol

2-(2-Ethoxyethoxy)-ethanol
Dihydro-2(3H)-furanone

1-Phenylethanone
3-Methylbutanoic acid

2-Cycloocten-1-ol
4-Butoxy-1-butanol
Pentanioc acid
Dodecanal
1,1"-Bi(cyclopentyl)-1-ol

Methyl N-
hydroxybenzenecarboximidate

1,2-Cyclopentanedione
Tridecanedial

3-Dodecyne
6,10-Dimethyl-5,9-undecadien-2-one
1-Methylnaphthalene
Phenylmethanol

2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol
diisobutyrate

1,4-Butanediol
2-Acetyl-1H-pyrrole
2-Pentadecanone
Cyclododecanol

2-Tetradecyloxirane

Palmitaldehyde

Nonanoic acid

1-Tetradecanol
2-Methyl-3-hexanol
4-Octadecylmorpholine
o-Aminoacetophenone
2-Heptadecyloxirane
1,1-Dibutoxybutane
(6Z,92)-6,9-Pentadecadien-1-ol
4-Hydroxybutyl acrylate

Heptadecanal
1-Pentadecanol

5-Formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-
carbonitrile

1,1'-(1,2-Cyclobutanediyl)dibenzene

1,1'-(3,3-Dimethyl-1-butene-1,1-
diyl)dibenzene

Methyl 2-hydroxypentanoate

16.26

16.27
16.34
16.53

16.63

16.74
16.83
16.90
16.94
17.03

1713
17.25
17.53
17.62
17.75
17.78
17.85

17.89
18.03
18.40
18.73
18.79
18.79

19.55
19.69
19.79
19.89
19.94
20.30
20.45
20.70

20.91
21.14

21.26
21.46

21.58
21.85

21.96
22.41

1606

1608
1618
1645

1659

1675
1688
1698
1703
1710

1719
1730
1757
1765
1776
1779
1785

1788
1901
1966
2018
2027
2027

2132
2148
2160
2172
2177
2216
2230
2253

2272
2293

2302
2317

2325
2344

2351
2382

Standard

MS +RI
MS +RI
MS +RI

MS +RI

MS
MS
MS + RI
MS +RI
MS

MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS

MS
MS
MS
MS +RI
MS
MS

MS +RI
MS + RI
MS + RI
MS
MS
MS +RI
MS
MS
MS
MS

MS
MS

MS
MS

MS
MS

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

CAR/PDMS; PA

PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

PA
CAR/PDMS; PDMS/DVB
PA; PDMS/DVB
PDMS/DVB

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

PA; PDMS/DVB
PA
PA
CAR/PDMS; PDMS/DVB
DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB
CAR/PDMS

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS
CAR/PDMS; PA
CAR/PDMS
DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB
PA

PDMS/DVB
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA,;
PDMS/DVB

PA
PA
PDMS/DVB
DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB
DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB
CAR/PDMS
PA; PDMS/DVB
PA; PDMS/DVB

PA
CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
PDMS/DVB

PDMS/DVB

PA; PDMS/DVB
PDMS/DVB

PA
PA; PDMS/DVB
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Table S1. Continuation

Benzophenone 22.58 2393 MS PA
Ethyl-9,12-octadecadienoate 2305 >2400 MS PA
Diisobutyl phthalate 2315  >?2400 MS DVB/CAR/PDMS; PA; PDMS/DVB

> 2400 CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
1-Octadecanol 23.67 MS PDMS/DVB
2-Methyl-3-hexanol 2402  >2400 MS PA; PDMS/DVB

> 2400 CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;
Stearic acid 26.63 MS PDMS/DVB
4-Octadecylmorpholine 2800 > 2400 MS PDMS/DVB
1,4-Dibutoxybutane 2821 >2400 MS PA

CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS; PA;

Pentadecanoic acid 28.97 > 2400 MS PDMS/DVB

8RT - retention time; "RI — retention index; “MS+RI — identified by comparison of the fragment with
the library (Wiley9) and by the retention index as compared with the literature; MS — tentatively
identified compound; °Standard — identity confirmed with the standard.
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Figure S2: Effect of time and temperature on (A) extraction of pentanal, (B)
1-penten-3-ol and (C) 1-pentanol from salted, dried shrimp with the fiber
DVB/CAR/PDMS. This material is available free of charge via the Internet at

http://pubs.acs.org.
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SAPONIFICACAO DIRETA ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS PARA
DETERMINAGAO SIMULTANEA DE COLESTEROL E OXIDOS DE
COLESTEROL

Hugo A. L. Souza, Lilian R. B. Mariutti, Neura Bragagnolo*

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Universidade de Campinas, 13083-862, Sao Paulo, Brasil

*A quem a correspondéncia deve ser enderecada. Telefone: +55-19-3521-

2162. Fax: +55-19-3521-2153. E-mail: neurabragagnolo@gmail.com.

Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido pela primeira vez um método de
saponificacao direta assistida por micro-ondas (DMAS) para a extragao simultanea
de colesterol e oxidos de colesterol e quantificagcdo por GC-MS. Através de um
planejamento experimental foram determinadas como condi¢des 6timas de DMAS:
500 mg de amostra, 20 mL de solucao etandlica de KOH (1 mol/L), temperatura a
45 C, por 16 min, com poténcia maxima fixada em 200 W e agitagdo magnética
de 120 rpm. O método desenvolvido possibilitou maior extracdo de oxidos de
colesterol, além de uma acentuada redugdo no tempo de saponificacdo em
relacdo ao método convencional (75 vezes), com baixos limites de deteccdo (<
0,57 ug.mL™) e de quantificagdo (< 1,73 ug.mL™), boa precisdo (< 10,50% intradia
e < 8,56% interdia) e boa eficiéncia de extracéo (= 87,67%). O método foi aplicado
com sucesso em 3 tipos de amostra, com diferentes teores de umidade (camarao
fresco, salgado e salgado e seco). Apos a salga se observou um aumento
significativo nos 6xidos de colesterol, os quais sofreram redugédo apds a etapa de

secagem.
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Palavras-chave: 6xidos de colesterol, saponificacao direta, camarao cinza,

Litopenaeus vannamei.

INTRODUGAO

O colesterol € um lipidio da classe dos esteréis de grande importancia para
0 metabolismo animal, uma vez que € precursor de acidos biliares, hormonios e da
pré-vitamina D, além de ser responsavel pela fluidez das membranas celulares
(Nelson e Cox, 2005). No entanto, quando o colesterol € exposto a radiagao, calor
ou espécies reativas de oxigénio pode se oxidar formando os produtos de
oxidagéo do colesterol (COPs) (Osada et al., 1993; Lercker e Rodriguez-Estrada,
2002; Bragagnolo, 2009).

Varios estudos indicam que os COPs apresentam atividade citotoxica,
aterogénica, mutagénica e carcinogénica. Além disso, sabe-se que até 90% dos
COPs ingeridos podem ser absorvidos, podendo acumular-se nos tecidos animais,
porém, ainda ndo foram definidos niveis seguros para ingestdo destes compostos
(Bascoul et al., 1986; Guardiola et al. 1996; Otaegui-Arrazola et al., 2010; Vicente
et al., 2012). Geralmente, baixos niveis de COPs sao encontrados em alimentos
frescos, contudo, o armazenamento e o processamento dos alimentos podem
elevar os niveis de COPs chegando até 23% em relacao ao teor de colesterol total
(Soto-Rodriguez et al., 2008; Bartosz e Kolakowzka, 2011). O teor de COPs
formados em um alimento durante o processamento varia de acordo com a
composi¢cao deste, sendo maior nos alimentos de origem marinha processados
devido ao seu alto teor de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) (Osada et al.,

1993; Ansorena et al., 2013).
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O camarao é um alimento que apresenta alto teor de colesterol (114 — 139
mg/100g, Bragagnolo e Rodriguez-Amaya, 2001) e PUFAs (39 — 40 mg/g de dleo,
Souza e Bragagnolo, 2014), assim, altos niveis de COPs podem ser encontrados
no camarao salgado e seco (Sampaio et al., 2006; Soto-Rodriguez et al., 2008).
Durante o processo de obtencao deste produto, principalmente na etapa de salga,
ocorre a oxidacao dos PUFAs (Souza e Bragagnolo, 2014). Os radicais formados
durante a oxidagdo dos PUFAs podem acelerar a oxidagao do colesterol (COPs)
(Osada et al, 1993). O teor de COPs encontrados em camarao salgado e seco
pode variar de niveis nao detectaveis a 254 ug/g (Sampaio et al., 2006; Soto-
Rodriguez et al., 2008).

Para a determinacdo de colesterol e COPs em alimentos é necessario
saponificar a fragdo destes compostos que se encontra na forma de ésteres. As
analises de colesterol e COPs podem ser realizadas de duas maneiras: na
primeira, os lipidios sdo extraidos da amostra com uma mistura de solventes,
saponificados e em seguida a matéria insaponificavel é extraida com solventes
organicos; na segunda, os lipidios sdo saponificados diretamente na amostra e,
entdo, a matéria insaponificavel é extraida com solventes organicos. Estudos tém
mostrado que a saponificagao direta apresenta maior eficiéncia, melhor precisdo e
menor formacao de artefatos (Ulberth e Buchgraber, 2002; Bragagnolo, 2009).

Técnicas modernas de extragdo sao utilizadas visando reduzir o tempo de
analise, economia de solvente e maior rendimento de extracéo, entre elas pode-se
destacar o uso das micro-ondas, por sua alta eficiéncia de transferéncia de
energia (Hayes, 2002; Chan et al., 2011; Leonelli et al., 2013). Um método de
saponificacdo direta assistida por micro-ondas (DMAS) para a determinacdo de

colesterol foi desenvolvido por Pifeiro-Avila et al. (1995) com boa recuperacao (
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98,7 %) e boa repetibilidade (3,5 % de desvio médio relativo interdia). No entanto,
neste método utiliza-se um micro-ondas domeéstico trabalhando em poténcia
elevada (~350 W), que sem o controle da temperatura, pode levar a formacao de
COPs como artefatos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método rapido de
DMAS para a extragdo simultanea de colesterol e COPs e avaliar a aplicagao
deste método em amostras de camardo com diferentes teores de umidade
(camaréo fresco, salgado e sagado e seco).

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Os padrdes utilizados para identificar e quantificar colesterol e COPs foram
colesterol, 5a-colestano (padréo interno), 5,6a-epoxicolesterol (a-EP), 5,683-
epoxicolesterol (B-EP), 7-cetocolesterol (7-ceto), 20a-hidroxicolesterol (20a-OH),
25-hidroxicolesterol (25-OH), colestanotriol (triol) da Sigma Aldrich (St. Louis, MO)
e 7p-hidroxicolesterol (7B-OH) e 7a-hidroxicolesterol (7a-OH) da Steraloids
(Newport, R.l., U.S.A.) Para a validaggo do método, além dos padroes
supracitados, foram utilizados oleato de colesterol (C-oleato) e colesterol-
2,2,3,4,4,6-D6 (Colesterol-D6) da Sigma (Pureza - 95 a 99%).

A série de alcanos (C19-Cs4o — de cadeia par) utilizada para o calculo do
indice de retengao foi obtida da Fluka (Darmstadt, Alemanha).

A reacao de silanizacdao do colesterol e COPs foi realizada com uma
mistura de N,O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida e trimetilclorosilano (BSTFA e
TMCS) na proporgao de 99:1 e piridina anidra (99,8 %, Sigma).

Foram utilizados reagentes e solventes de grau analitico (Synth, Diadema,

Brasil) e grau HPLC (Fisher, Fair Lawn, NJ).
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Amostras

Camardes frescos e inteiros (com cabega e casca) da espécie Litopenaeus
vannamei (camarao cinza) foram adquiridos no mercado local do municipio de
Campinas (Sao Paulo, Brasil).

Os camardes frescos (1 kg) foram submetidos a salga em salmoura
fervente (30% NaCl por 10 min) e secos em estufa com circulagéo de ar a 60 °C
por 4 h. Em seguida, o camardo salgado e seco foi descascado e triturado. Para
cada etapa da otimizagdo um novo lote foi adquirido e processado. Todos os
ensaios do planejamento experimental foram realizados com o mesmo lote, o qual
foi armazenado em ultra freezer (-80 T) até o mome nto das analises.

Métodos

Otimizacao da saponificagao direta assistida por micro-ondas

O desenvolvimento do método foi realizado através de um planejamento
experimental com delineamento composto central rotacional seguido por uma
cinética de saponificacdo na melhor condicdo obtida no planejamento. A
saponificacado foi realizada em 500 mg de amostra em um extrator por micro-
ondas Milestone (Start-E, Sorisole, Italia) utilizando tubo de teflon de 50 mL, com
agitacdo magnética a 120 rpm. O aquecimento da amostra ocorreu através de
uma rampa de 1 min com poténcia maxima de 200 W até a temperatura desejada,
a qual foi mantida por 16 minutos (1 min para a rampa de aquecimento e 15 min
de temperatura constante). Em seguida, o tubo foi resfriado em banho de gelo por

30 segundos.
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Planejamento experimental

A otimizacdo da DMAS foi realizada através de um delineamento composto
central rotacional (DCCR) com 2 niveis e 3 fatores (2°) (Tabela 1), constituido por
8 ensaios fatoriais, 3 ensaios no ponto central e 6 ensaios axiais, totalizando 17
ensaios. Os ensaios foram aleatorizados e independentes e as variaveis resposta

foram o teor de colesterol e COPs.

Tabela 1 — Variaveis independentes reais e codificadas e seus respectivos niveis.

Variaveis independentes Niveis
Real Codificada -1,68 -1 0 1 1,68
Concentracao de KOH
(mol/L)? X4 0,5 0,7 10 13 15
Volume da solugao de
KOH (mL)? X2 10 14 20 26 30
Temperatura () X3 35 39 45 51 55

@ Solugéo etandlica.

Cinética de saponificagcao

As condigbes otimas obtidas através do DCCR foram utilizadas para
realizacao da cinética de saponificagdo em ftriplicata nos tempos 6, 16, 31 e 61
min, tendo como controle os resultados obtidos utilizando o método de
saponificagao direta a frio (método convencional) descrito por Mariutti et al. (2008).

Uma amostra nao saponificada também foi extraida e analisada.

Extracao, derivatizacao e analise do colesterol e COPs por GC-MS
Apods a saponificagao, o extrato foi transferido para um tubo de ensaio com

auxilio de 15 mL de agua destilada sendo o colesterol e os COPs extraidos com
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10 mL de hexano por 4 vezes. Os extratos foram combinados, lavados uma vez
com uma solucao aquosa de KOH (0,5 mol/L) e duas vezes com agua destilada,
entdo filtrados em sulfato de sddio anidro e evaporados em rota-evaporador a 40
T, conforme descrito por Mariutti et al. (2008).

O extrato seco foi ressuspendido em 400 uL de piridina anidra e 400 uL de
solucao de derivatizagdo (BSTFA e TMCS) e aquecidas a 60 °C por 1 h em bloco
aquecedor (Dry Block, Marconi, Piracicaba, Brasil) para derivatizagédo de acordo
com Ubhayasekera et al. (2004). Apos a reagao, o extrato foi seco sob fluxo de N,
e ressuspendido em hexano, filtrado em membrana de 0,45 um (Millipore, Bedford,
MA, USA) e 1 pL de extrato foi injetado no cromatografo gasoso.

A andlise cromatografica foi realizada em um GC-MS (Shimadzu, Kyoto,
Japao), equipado com injetor splitless a 250°C, coluna capilar (30 m x 0,25 mm
i.d., 0,25 uym de espessura de fase estacionaria — 5% fenil; 95% metilsiloxano)
modelo RTX-5ms (Restek, Bellefonte, PA, USA); workstation (GCMSSolution,
Shimadzu, Kyoto, Japan); fonte de ions de ionizagao por elétrons (El) em 70 eV a
250 °C, com corte de solvente em 2 min. O analisador de massa/carga (m/z) foi
um quadruplo operando em modo SCAN (50-600 m/z) para a identificagdo dos
compostos e em modo SIM para quantificagdo. O He foi utilizado como gas de
arraste no modo de controle de fluxo linear com fluxo da coluna constante a 1,3
mL/min. A programacado de temperatura foi realizada de acordo com
Ubhayasekera et al. (2004). A identificacao do colesterol e COPs foi realizada
através de comparacao do tempo de retencao, indice de retencdo e do espectro
de massas com os de padrdes analiticos silanizados. O indice de retencao foi
calculado de acordo com Vandendool e Kratz (1963). A quantificagdo foi realizada

através de curvas analiticas dos respectivos padrdes, utilizando o 5a-colestano

73



como padrao interno, no modo SIM utilizando os fragmentos que apresentaram

melhor relagao sinal/ruido para cada composto (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros dos padrbes utilizados para quantificacdo do colesterol e

COPs.

oy e e
PI° 5a-colestano 11,27 2947 357 372; 217
1 7a-hidroxicolesterol 14,23 3172 456 546; 233
2 Colesterol 14,93 3214 129 458; 329
3 7B-hidroxicolesterol 16,45 3293 456 546; 233
4 5,6B-epoxicolesterol 17,27 3330 474 384; 96
5 5,6a-epoxicolesterol 17,68 3348 474 384; 96
6 20a-hidroxicolesterol 18,47 3382 201 461; 117
7 Colestanotriol 19,66 3431 403 546; 456
8 25-hidroxicolesterol 20,88 3478 131 456; 271
9 7-cetocolesterol 21,13 3488 472 367; 129

TR = tempo de retencao. °IR = indice de retencdo. °PI = padrao interno.

Validacao

O método otimizado de DMAS foi submetido a validagdo pelos seguintes
critérios: limites de deteccéo e quantificacido, recuperacao, repetibilidade intra-dia
e inter-dia e formacgao de artefatos.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos de acordo com as
recomendacdes do ICH (2005).

A recuperacao foi avaliada através da adi¢cao de padrées em dois niveis na
amostra de camaréo salgado e seco. Para o colesterol foi realizada a adicdo de C-
oleato nas concentracdes de 1,68 e 3,37mg (equivalente a 1 e 2 mg de colesterol,

respectivamente) e a para os 6xidos foram adicionadas as concentragbes de 5 e
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25 ug. O resultado da recuperagéao foi subtraido da concentragdo média (n=3) dos
respectivos compostos na amostra de camarao salgado e seco sem adi¢cao de
padrao.

A repetibilidade foi avaliada através do desvio padrao relativo (% RSD) para
analises no mesmo dia (repetibilidade intra-dia, n=3) e analises em 3 dias
diferentes (repetibilidade inter-dia, n=9).

Para avaliar a formagao de artefatos na etapa de saponificacdo foram
sintetizados COPs a partir da oxidacao do colesterol-D6 a 140 T por 1h sob fluxo
de oxigénio, de acordo com Nogueira et al. (2010), para identificar a fragmentagao
e as caracteristicas cromatograficas dos oOxidos de colesterol-D6 (material
suplementar). A avaliagdo da formagao de artefatos no método foi realizada por
meio da adigcdo de 1 mg de colesterol-D6 a 500 mg de amostra, apds a etapa de
pesagem. Foram avaliadas amostras saponificadas pelo método convencional e

pelo método DMAS, em triplicata para cada método.

Efeito do processamento na formagao de COPs

Para verificar os efeitos das etapas de salga e secagem foram adquiridos
dois lotes de 1,5 kg de camarbes frescos e inteiros, provenientes do mesmo
fornecedor, com intervalo de uma semana. Cada lote foi separado em trés partes
(500g cada, = 25 camardes), uma parte foi mantida fresca, outra foi somente
salgada e a terceira foi salgada e seca. Os camaroes frescos, salgados e salgado
e secos foram descascados e triturados antes das andlises. O teor de umidade
(Tabela 3) foi realizado de acordo com o método 950.46 da AOAC (1997) e o teor

de sal de acordo com o método 28/1V do Instituto Adolfo Lutz (2005).
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Tabela 3 — Teores de umidade e cloreto de sdédio das amostras de camardo em

g/100g.
Umidade Cloreto de sédio
Amostra
Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
Fresco 79,13+£0,13 79,13+£0,15 0,28 £ 0,01 0,24 £ 0,01
Salgado 62,98 £ 0,16 62,30 £ 0,04 7,41 £ 0,06 7,51 +£0,11
Salgado e seco 41,18 £ 0,25 45,98 + 0,09 10,00 £ 0,03 10,64 £ 0,32

Analise estatistica

A andlise do planejamento experimental foi realizada com auxilio do
software Statistica 12 (p < 0,10) (Statsoft, Tulsa, USA). A comparacao das médias
foi realizada através da analise de variancia (ANOVA de um fator), com analise

complementar de Tukey quando apresentaram diferengas significativas (p < 0,05).

Resultados e discusséao
Otimizacgao da saponificacao direta assistida por micro-ondas

O método cromatografico permitiu a separagao simultanea do colesterol e
dos 8 COPs identificados no camarao salgado e seco (Figura 1), entretanto, pelo
fato dos teores diferirem mais de 3 unidades de grandeza (10°%), a quantificagdo do
colesterol foi realizada através de uma segunda diluicdo do extrato utilizado para a

analise dos COPs.
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Figura 1 — Cromatograma dos padrées de trimetilsilii (TMS) colesterol e TMS-
COPs por GC-MS. Os compostos foram numerados de acordo com a Tabela 2. PI
= padrao interno.

Planejamento experimental

Através do planejamento experimental observou-se que a concentragao e o
volume da solugdo de KOH influenciaram de forma quadratica o teor de o6xidos
obtidos, e a temperatura nao apresentou efeito significativo (p > 0,10). Todas as
variaveis avaliadas influenciaram a extragcao de colesterol, embora o volume da
solucdo de KOH sé6 tenha sido significativo através da interagdo com a
concentragdo da solugdo e com a temperatura. No entanto, ndo foi possivel
modelar o comportamento da extragcdo de colesterol e COPs, usando modelos de
primeira e de segunda ordem (p < 0,10). O ensaio 2 do planejamento (Tabela 4)
apresentou maior extracao de colesterol, enquanto o ponto central (pontos 9 a 11)

apresentou maior extracado de COPs totais.
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Tabela 4 — Resultado do planejamento experimental.

Ensaio Cor;c;e;;gaHgao Volume dg Tempeeratura Colesterol COPs totais

(mol/L)® KOH (mL) (°C) (mg/g) (ngl/g)
1 0,7 14 39 1,60 36,52
2 1,3 14 39 3,98 59,41
3 0,7 26 39 2,11 34,72
4 1,3 26 39 2,56 61,51
5 0,7 14 51 1,50 54,54
6 1,3 14 51 2,79 71,90
7 0,7 26 51 3,35 73,82
8 1,3 26 51 3,29 51,39
9 1,0 20 45 3,53 73,26
10 1,0 20 45 3,49 76,17
11 1,0 20 45 3,51 74,43
12 0,5 20 45 2,66 31,92
13 1,5 20 45 2,49 25,23
14 1,0 10 45 2,97 40,84
15 1,0 30 45 2,39 23,50
16 1,0 20 35 2,67 42,36
17 1,0 20 55 2,06 61,59

@solugéo etanolica de KOH.

Como o ponto 2 n&o possui replicatas, ndo foi possivel fazer a comparagao
direta com o ponto central, desta forma, as duas condi¢coes foram analisadas em
um novo lote de camardes, em triplicata. Ndo houve diferenca significativa entre
as duas condigcbes, porém o ponto central apresentou menor coeficiente de
variagao (2,05 % para o colesterol e 8,90 % para os COPs totais) que o ponto 2
(12,15 % para o colesterol e 9,60 % para os COPs totais). Assim, as condi¢des do

ponto central foram selecionadas para a realizacao da cinética.

Cinética de saponificagao

O teor de colesterol obtido na amostra ndo saponificada (tempo 0, Figura
2a) foi 26,72 % menor que o obtido apds a saponificagdo pelo método
convencional e nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre o método

convencional e o método DMAS.
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Figura 2 — Saponificagdo pelo método convencional e cinética de saponificagao
direta assistida por micro-ondas para (a) colesterol e (b) 6xidos de colesterol
totais. Tempo 0 = Amostra nao saponificada.

O uso das DMAS aumentou significativamente a extracdo de COPs, em
comparagao a amostra ndo saponificada e a amostra analisada pelo método
convencional (Figura 2b). Apés 16 minutos de saponificacao, observa-se o0 menor
coeficiente de variagdo para a analise de 6xidos de colesterol (2,02 %), enquanto
o coeficiente de variagédo do colesterol se mantem baixo (4,61 %). Assim, a fim de
obter-se um método com maior extracdo e maior precisdo para a extragao
simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol optou-se pelo uso de 16 minutos
de saponificacdo. O que representa uma reducao de tempo de 75 vezes, quando
comparado com o método convencional de Mariutti et al. (2008).

Ha uma ligeira tendéncia, embora ndo significativa (p > 0,05), que pode
indicar a reducao no teor de 6xidos ao longo do tempo de exposi¢cdo as micro-
ondas, essa tendéncia também foi reportada por Young (1995) e Pifeiro-Avila et
al. (1998) para a extracdo de ergosterol e colesterol, respectivamente. Desta
forma, deve-se evitar o uso das micro-ondas por longos periodos para a analise

de colesterol e 6xidos de colesterol.
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Assim, as condi¢bes 6timas para o método de DMAS consistiu no uso de 20
mL de solucao etandlica de KOH a 1,0 mol/L por 16 min (1 min para a rampa de
aquecimento e 15 min de temperatura constante) a 45 T para 500 mg de
amostra.
Validagao

O método otimizado de DMAS apresentou sensibilidade adequada (Tabela
5), com limites de detecgdo e quantificagdo compativeis com os obtidos por
Mariutti et al. (2008) para o método convencional, utilizando um cromatografo
liquido com detector de ultravioleta (< 0,32 ug/g). Por outro lado, como esperado
os limites de deteccdo e quantificagdo dos epoxicolesterdis foram menores que

aqueles encontrados com o detector de indice de refragcéo (< 10,62 pg/g).

Tabela 5 — Limites de deteccao, quantificacao, precisao e recuperacao do método

otimizado.
Composto LD . LQ b R_epetib_ilidoadce Repetib_ilidadde Re,cuperagelo Ref:uperalgéfo
(Mg/mL)” (ng/mL)” intra-dia (%)° inter-dia (%) nivel 1 (%) nivel 2 (%)

Colesterol 0,45 1,35 3,69 3,99 99,18+ 1,73 98,65 + 0,90
7a-hidroxicolesterol 0,02 0,05 2,40 3,54 97,31 £ 6,37 97,78 £5,23
7B-hidroxicolesterol 0,01 0,04 3,03 2,48 97,46 £ 1,48 92,32 + 5,57
5,6B-epoxicolesterol 0,57 1,73 5,71 4,78 96,24 +4,78 96,01 £ 1,42
5,6a-epoxicolesterol 0,08 0,23 3,48 5,52 103,46 £ 5,30 100,29 + 4,20
20a-hidroxicolesterol 0,04 0,11 10,50 8,56 97,31 + 3,36 98,08 + 3,56
Colestanotriol 0,05 0,15 7,30 5,99 88,97 +4,75 87,67 £4,04
25-hidroxicolesterol 0,02 0,06 4,33 6,10 94,57 + 3,47 94,77 + 8,32
7-cetocolesterol 0,08 0,25 2,07 3,78 98,15+ 2,44 97,17 + 3,66

LD = limite de deteccdo. "LQ = limite de quantificacdo. °% de desvio padrdo relativo de

amostras analisadas no mesmo dia. “% de desvio padréo relativo de amostras analisadas em 3
dias diferentes. °Nivel 1 = adi¢do de 1,68mg de oleato de colesterol e 5 ug de cada dxido de
colesterol. Nivel 2 = adicdo de 3,37 mg de oleato de colesterol e 25 yg de cada 6xido de
colesterol.
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E possivel diluir o extrato seco para pequenos volumes de hexano tornando
a técnica mais sensivel, no entanto, em amostras com alto teor de colesterol,
pequenos volumes podem néao ser suficientes para solubilizar o colesterol, além
de dificultar a separagéo dos 6xidos e causar contaminagéo no sistema de injegao
do cromatoégrafo. Essa limitagdo pode ser contornada através da purificagdo dos
COPS utilizando uma etapa de extracdo em fase soélida (SPE), que pode, no
entanto, resultar na formagéo de artefatos (Rose-Sallin et al., 1995) e na redugéo
da precisao (Narvaez-Rivas et al., 2014), por isso optou-se pela anadlise sem o uso
de SPE.

O método otimizado também apresentou boa repetibilidade para a analise
de colesterol (= 3,99 %) e COPs (< 10,50 %), além de boa recupera¢ao nos dois
niveis estudados (87,67 a 103,46 %, respectivamente). Valores similares foram
obtidos para a recuperagao de colesterol e ergosterol por saponificacao assistida
por micro-ondas (Young, 1995; Pifeiro-Avila et al., 1998; Zhang et al., 2008) e
para a extracdo de COPs pelo método convencional (Rose-Sallin et al., 1995;
Dionisi et al., 1998; Mariutti et al. 2008). O colestanotriol foi o COP que apresentou
a menor recuperagao (= 87,67 %), isso se deve ao fato deste Oxido apresentar
maior polaridade dentre os oOxidos estudados. Resultados similares foram
reportados por Dionisi et al. (1998) e Cardenia et al. (2012).

Somente foram encontrados artefatos formados a partir da cadeia principal
do colesterol (Tabela 6) e os principais artefatos formados foram os 7-
hidroxicolesterol (nas formas a e B), Rose-Sallin et al. (1995) encontraram como
principais artefatos o 7-cetocolesterol e o 25-hidroxicolesterol que, de acordo com

os autores, podem ter sido formado durante a etapa de limpeza por SPE.
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Tabela 6 - Formacao de artefatos nos diferentes métodos

Composto Sgponificagéo direta a frio . Saponific.agéo direta assisgida
método convencional (pg/g) por micro-ondas (ug/g)
7a-hidroxicolesterol 0,89 + 0,03 ° 0,31 +0,05 b
7B-hidroxicolesterol 0,91 +0,02° 0,38 +0,08°
5,6B-epoxicolesterol 0,51+0,01° 0,13+ 0,01 b
5,6a-epoxicolesterol 0,26 +0,01° 0,05+ 0,01 b
7-cetocolesterol 0,20 £ 0,01° 0,15+ 0,03°
oxidos totais 2,77 £0,03° 1,02+0,17°

“Resultados s&o expressos em ug/g de amostra adicionada de 2 mg de cholesterol-6D/g.
Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre os valores
(p < 0,05).

O teor de artefatos encontrado tanto para o DMAS, quanto para o método
convencional apresentou menor formacdo de artefatos do que o observado por
Rose-Sallin et al. (1995), quando considerada a mesma massa de padrdo. No
entanto, o método de DMAS apresentou menor formagao de artefatos que o
método convencional, indicando que durante a saponificagdo por micro-ondas o
maior teor de 6xidos encontrados (Figura 2b) se deve a maior extracdo desses
compostos e ndo a formagao de artefatos de oxidacdo do colesterol durante a
saponificacdo, corroborando com os resultados dos trabalhos que tém
demonstrado maior rendimento de extracao de diversos compostos em diferentes
matrizes por métodos de extracédo assistida por micro-ondas em comparagao com
os métodos convencionais (Zhang et al., 2005; Chen et al., 2007; Yan et al., 2010;
Garofulic et al., 2013).

Efeito do processamento na formagao de 6xidos de colesterol

O método foi aplicado em camarao fresco, salgado e salgado e seco, em
dois lotes diferentes (Tabela 7) com boa repetibilidade (CRV < 10,87 %). O teor de
colesterol no camaréao fresco nao diferiu entre os lotes e foi similar ao encontrado
na literatura para a mesma espécie (121- 253 mg/100g em base umida, Abreu et

al., 2010; Forster et al., 2010).
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Tabela 7 — Teor de colesterol e 6xidos de colesterol do camarao fresco e processado

Fresco Salgado Salgado e seco
Composto
Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
Colesterol 7,43 +0,20° 7,32 £0,32° 7,42 +0,16° 7,39 +0,17° 7,16 + 0,22° 7,37 + 0,35
7a-hidroxicolesterol 2,16 + 0,09° 2,10 +0,10° 3,55 + 0,15 2,02 + 0,08 1,73+ 0,05° 1,98 + 0,04°
7B-hidroxicolesterol 0,88 + 0,04° 0,43 +0,10° 0,75 + 0,02% 2,63 0,15 0,57 + 0,02 0,59 + 0,01
5,6B-epoxicolesterol 50,95 + 3,33° 4521+ 1,72 65,17 + 1,90° 40,18 + 0,94° 43,86 + 0,80 37,07 +0,21°
5,6a-epoxicolesterol 17,33 +1,05° 9,54 +0,29" 14,37 + 0,47° 13,66 + 0,78° 9,64 + 0,26" 11,23 + 0,64°
20a-hidroxicolesterol 2,22 +0,21° 1,35+0,11° 2,14 £0,14° 1,66 + 0,14 1,46 + 0,08™ 1,74 + 0,02°
Colestanotriol 2,06 + 0,15 0,96 + 0,09" 0,85 + 0,03 1,81 +0,13° 0,56 + 0,06 0,69 + 0,02
25-hidroxicolesterol 0,56 + 0,04° 0,36 + 0,02 0,72 +0,04° 0,36 + 0,02 0,47 + 0,03° 0,34 +0,01°
7-cetocolesterol 9,29 + 0,34° 4,10 +0,22° 7,61 +0,23° 8,02 +0,13° 4,88 +0,15° 7,78 £ 0,46°
Oxidos totais 85,46+5,08° 64,05+ 1,65 95,16 + 1,39° 70,35 +1,08" 63,16 + 0,62° 61,42 + 0,88°

Os valores sédo expressos como média desvio padrdo (n=3) em matéria seca sem cloreto de s6dio em mg/g para o colesterol e em ug/g para os

COPs. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre os valores (p < 0,05).
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Os processos de salga e secagem nao afetaram significativamente o teor
de colesterol das amostras em nenhum dos lotes. Porém o processo de salga
provocou o aumento do COPs totais em 11,35 e 9,84 %, nos lotes 1 e 2,
respectivamente. O mesmo comportamento para o colesterol foi observado por
Becerra et al. (2014) ap6s a cocgao com sal, contudo, os autores nao observaram
aumento significativo no teor de COPs totais apds essa etapa. Apds a secagem
observou-se uma reducao de 33,63 e 12,27% no teor de COPs nos lotes 1 e 2,
respectivamente, que pode ser explicada pela possivel degradagédo dos oxidos de
colesterol (Nogueira et al., 2010; Ansorena et al., 2013).

O teor de COPs totais foi de menos de 2 % em relagdo ao colesterol ndo
oxidado, enquanto Soto-Rodrigues et al. (2008) encontraram até 23 %, contudo, o
processo de salga e secagem avaliado por estes autores consiste em cocgao do
camarao em salmoura por 5-10 min e secagem ao sol por até 10 dias, o que pode
ocasionar extensa foto-oxidacao.

O COP majoritario em todas as amostras foi o 5,63-epoxicolesterol, seguido
do 5,6a-epoxicolesterol e do 7-cetocolesterol. De acordo com Lercker e
Rodriguez-Estrada (2002) os epodxidos de colesterol sdo formados pela interagédo
de radicais hidroperoxilas com o colesterol, havendo uma predominancia de
ocorréncia da forma 3 sobre a forma a. Soto-Rodriguez et al. (2008) avaliaram o
teor de COPS em 3 lotes de camardes salgados e secos do México e encontraram
o T7-cetocolesterol como COP majoritario nas 3 amostras, seguido pelos 7-
hidroxicolesteréis em 2 lotes amostras e pelos epoxicolesteréis em outro lote, de
acordo com Becerra et al. (2014) os principais COPs encontrados no camarao
apos a salga e secagem ao sol sao os isbmeros a e B do 7-hidroxicolesterol

enquanto o 7-cetocolesterol é produzido durante a estocagem.
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Embora o processamento do camarao salgado e seco provoque a oxidagao
dos acidos graxos das séries n-3 e n-6 (Souza e Bragagnolo, 2014), observou-se
uma reducao significativa no teor de COPs totais tanto apds a etapa de salga
quanto apds a etapa de secagem. A redugdo dos teores de oxidos pode ser
explicada provavelmente pela degradacdo dos 6xidos de colesterol (Nogueira et
al., 2010; Ansorena et al., 2013).

Concluséao

O método desenvolvido no presente trabalho foi o primeiro a realizar a
extracdo e determinagdo simultanea de colesterol e COPs com o auxilio das
micro-ondas. O método mostrou-se sensivel, preciso e com boa recuperagao,
além de ter sido mais rapido, eficiente e apresentar menor formacgao de artefatos
quando comparado ao método convencional

O método foi aplicado com sucesso em camarao fresco, salgado e salgado
e seco, apresentando boa repetibilidade, independente do teor de umidade das

amostras.
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Tabela S1 - Parametros dos padrbes utilizados para quantificacdo dos

artefatos formados a partir do colesterol-6D.

Composto TI_Q"1 IR Fragmento alvo i?ns_de
(min) (m/z) referéncia (m/z)
7a-hidroxicolesterol-6D 14,16 3168 462 552; 239
colesterol-6D 14,84 3209 131 464; 333
7B-hidroxicolesterol-6D 16,31 3285 462 552; 239
5,6B-epoxicolesterol-6D 17,20 3327 480 390; 101
5,6a-epoxicolesterol-6D 17,59 3344 480 390; 101
7-cetocolesterol-6D 21,01 3483 478 373; 131
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Figura S2 — Espectros de massas do TMS-7a-hidroxicolesterol-6D (a),

TMS-colesterol-6D

(b),

TMS-7B-hidroxicolesterol-6D

(),

TMS-5,6(3-

epoxicolesterol-6D (d), TMS-5,6a-epoxicolesterol-6D (e) e TMS-7-cetocolesterol-

6D (f).
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CONCLUSAO GERAL

O método de HS-SPME desenvolvido para a analise de produtos volateis
de oxidacao lipidica mostrou-se rapido e pratico e apresentou boa repetibilidade,
sensibilidade e eficiéncia. A extracao foi influenciada pelo tipo de fibra, modo de
preparo da amostra e pelo bindbmio tempo e a temperatura de extragado. A melhor
condicao de analise foi obtida através da homogeneizagdo da amostra com agua
destilada na proporgcao de 1:3 em turrax e extracdo utilizando a fibra com
recobrimento de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB.CAR.PDMS) a
40 C por 30 minutos.

O método de saponificagdo assistida por micro-ondas para a analise
simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol (COPs) mostrou-se rapido, simples
e preciso, possibilitando extracdo de 6xidos de colesterol superior ao método
convencional. A saponificacdo foi influenciada pela temperatura, concentragcéo e
volume de solugao de KOH. A melhor condigdo para a analise foi obtida utilizando
20 mL de uma solugéo etandlica de KOH na concentracdo de 1 mol/L para 0,5 g
de amostra e saponificacdo por 16 min a 45 TC.

O processamento, principalmente a salga provocaram a reducao de acidos
graxos na fragao lipidica do camarao, especialmente dos acidos araquiddnico,
eicosapentaendico e docosaexaenoico. Além de provocarem um aumento nos
produtos volateis de oxidacao lipidica acima de seus limiares de deteccao
(threshold), indicando que a formagao de produtos de oxidacao lipidica durante o
processamento podem afetar as caracteristicas sensoriais do produto. A etapa de
salga provocou, ainda, aumento do teor de COPs totais no camarao, enquanto a

etapa de secagem levou a redugéao do teor de COPs.
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