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RESUMO

Pescados sao alimentos ricos em &acidos graxos poli-insaturados, os quais sao
extremamente suscetiveis a oxidagdo, originando principalmente radicais livres e
hidroperéxidos que aceleram o processo oxidativo do colesterol, ocasionando a
formacao de 6xidos de colesterol. Estes 6xidos sdo mais prejudiciais a saude do que o
préprio colesterol, pois aumentam o risco do aparecimento de doencas
cardiovasculares e ainda favorecem uma série de efeitos biolégicos indesejaveis tais
como inflamacgdes, artrite reumatdide e citotoxidade. O objetivo principal do presente
trabalho foi avaliar o efeito protetor de antioxidantes naturais na oxidagao do colesterol
em pescada branca (Cynoscion spp). O filé de pescada adquirido no comércio local de
Campinas foi moido em processador doméstico até a obtencdo de uma massa
homogénea, a qual foi pesada e dividida em quatro partes. Uma parte foi considerada
controle sem adicao de antioxidantes e as outras trés foram adicionadas de 0,1% de
urucum, 0,5% de coentro e 0,1% de urucum mais 0,5% de coentro. Foram moldadas
alméndegas de 50 * 2 g, embaladas em filmes de polietileno de baixa densidade (6 um
de espessura) e congeladas em freezer a -18 °C por 120 dias e analisadas nos dias
zero, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 de armazenamento. Uma parte das amostras foi
analisada crua e outra apds o cozimento em agua fervente a 96 + 2°C por 30 minutos,
até que a temperatura interna atingisse 91 + 2. As analises de 6xidos de colesterol e de
colesterol durante o armazenamento e apds o tratamento térmico foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detectores de UV e indice de
refracdo. A identificagcdo dos 6xidos de colesterol foi feita por (HPLC) e a confirmacéao
desses Oxidos realizada por detector de espectrometria de massas (HPLC-MS/MS). Foi
realizada a analise dos teores de lipidios totais no tempo zero para caracterizar a
amostra e de umidade em todos os tempos para expressar os resultados em base seca.
Trés Oxidos de colesterol, 7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol
foram identificados e quantificados durante o armazenamento e tratamento térmico,
além disso foram identificados os epoxidos 5,6a- e 5,6B-epoxicolesterol pelo HPLC-
MS/MS. O tratamento térmico n&o alterou os teores de 6xidos de colesterol. Durante o
armazenamento, as amostras adicionadas de condimentos e controle apresentaram um

aumento no teor de 6xidos de colesterol. No entanto, ndo houve diferenga significativa
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entre as amostras controle e tratadas, indicando que a oxidacao foi equivalente em

todas as amostras.

Palavras-chave: pescada branca, antioxidantes naturais, Oxidos de colesterol,

tratamento térmico, armazenamento.



SUMMARY
Fish meat is a good source of polyunsaturated fatty acids, which are compounds
extremely susceptible to oxidation. This process originates free radicals and peroxides,
which can accelerate the oxidative process of cholesterol, causing formation of
cholesterol oxides. These compounds are more harmful than cholesterol regarding heart
diseases, and are also related to some biological effects like inflammation, rheumatoid
arthritis and cytotoxicity. The main goal of the present study was the evaluation of the
protective effect of natural antioxidants on cholesterol oxidation in white fish (Cynoscion
spp). Fish fillet was acquired in a local store in Campinas and was grinded in a domestic
food processor to obtain a homogeneous mass. The fish was then weighted and divided
in four portions: control without any spice, spiced with annatto (0.1%), spiced with
coriander (0.5%) and spiced with both [annatto (0.1%) plus coriander (0.5%)]. Fish
meatballs of 50 £ 2 g were molded, packed in low density polyethylene film (thickness 6
um) and stored frozen at — 18 °C for 120 days. Samples were analysed at 0, 15, 30, 45,
60, 90, and 120 days of storage. Part of the samples was analyzed raw and another part
after cooking in boiling water at 96 + 2°C for 30 minutes, until the core temperature
reached 91 + 2 °C. Cholesterol oxides analysis during storage and after heat treatment
was carried out by high-performance liquid chromatography (HPLC) coupled to UV and
refractive index detectors. Cholesterol oxides identification was performed by HPLC and
the confirmation of these oxides was analyzed by high-performance liquid
chromatography with a mass spectrometer detector (HPLC-MS/MS). Total lipids were
determined at day zero in order to characterize the sample, and moisture content was
assayed at all times to express the results in dry weight. Three cholesterol oxides, 7-
cetocholesterol, 7B-hydroxycolesterol and 7a-hydroxycolesterol were identified and
quantified during storage and heat treatment, and also, epoxides 5,6a- and 5,6B-
epoxicholesterol were identified by HPLC-MS/MS. Heat treatment did not change
cholesterol oxides content. During storage, spicy and control samples have presented
an increase of cholesterol oxides content. However there was no statistical significant
difference among control and treated groups, indicating that all samples have oxidized

equally.



Key words: white hake, natural antioxidant, cholesterol oxides, thermal treatment,

storage.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma extensa area geografica litordnea e continental e é
reconhecido pela riqueza de sua biodiversidade aquatica. Dados fornecidos pelo IBAMA
estimam que a producdo de pescado no pais em 2007 foi de 1.072.226 toneladas
correspondendo a 3.603.726.475,00 reais. Do ano de 2006 para 2007 o pais
apresentou um crescimento relativo na producao de pescado em torno de 2%, porém a
balanga comercial registrou saldo negativo de 251,1 milhées de délares resultado da
diferenca entre as exportacdes e as importacdes (IBAMA, 2007).

De acordo com os dados do IBAMA (2007) os principais paises que
importam pescado do Brasil sdo Estados Unidos, Franga, Espanha, Portugal e Japao. A
Noruega, Chile, Argentina, Uruguai e Marrocos estdo entre os principais fornecedores
de pescado ao Brasil. Estes dados revelam o paradoxo entre a vasta diversidade
brasileira de pescados e produtos marinhos e a deficiéncia em se utilizar este recurso
de forma sustentavel a conseguir que esta atividade pesqueira aumente o PIB (Produto
Nacional Bruto) brasileiro através da sua exportacao e estimulagdo do consumo interno.

O consumo de peixe recomendado pela OMS (Organizacdo Mundial da
Saude) é de 14 kg/ano/habitante, sendo que no Brasil, este valor ndo ultrapassa 7
kg/ano/habitante, porém, houve um pequeno aumento do consumo per capita de
pescado (7,29%) que passou de 6,29 kg/habitante em 2006 para 6,75 kg/habitante em
2007 (FAO, 2002; IBAMA, 2007). Esta distribuicao é bastante heterogénea em todas as
regibes do pais, as cidades costeiras sao as que apresentam maior consumo pela
facilidade de obtencao do produto fresco. O custo do pescado ainda é alto e isto é mais
um desincentivo ao consumo em muitas regides brasileiras. Embora, a Secretaria
Especial da Aquicultura e Pesca em 2005 tenha negociado com os fornecedores para
promover a semana nacional do peixe, na qual o preco alcangou um real o quilo com
descontos de até 50% do valor de mercado com o objetivo de estimular o consumo do
pescado no pais.

Atualmente o governo federal esta implementando a inser¢cao do peixe e
produtos marinhos no cardapio da rede publica de ensino devido as propriedades
funcionais destes produtos. O peixe é uma fonte proteica de qualidade pelo seu alto

valor nutritivo possibilitando o acesso dos aminoécidos ao organismo. Também é uma



rica fonte de &cidos graxos poli-insaturados que fornece muitos beneficios a saude
como a diminuicado do risco de doencas cardiacas, a prevencao do desenvolvimento de
alguns cénceres, e o fortalecimento do sistema imunoldogico (OKLAND et al, 2005;
ZAMARIA, 2004). No entanto, os acidos graxos sdo compostos muito instaveis devido
a suas moléculas apresentarem ligacdes duplas que se tornam suscetiveis a oxidagao
provocada pela luz, calor, oxigénio, metais e enzimas oxidativas, iniciando o processo
de autoxidacao e/ou oxidacao enzimatica.

O colesterol participa da composicdo dos produtos marinhos e como tal, é
um componente importante da membrana celular, participa do metabolismo de
hormbnios esterdides e da sintese de sais biliares e de vitaminas lipossoliveis no
organismo animal, assim como no metabolismo humano. O colesterol pode estar na
forma livre ou esterificado com acidos graxos insaturados e saturados tanto de cadeia
curta como longa (LEHNINGER; NELSON; COX, 2007; WASOWICZ, 2003) e apresenta
em sua estrutura uma insaturacdo que pode, assim como nos acidos graxos, oxidar
formando os 6xidos de colesterol, pela via enzimatica ou autocatalitica. Os produtos da
oxidagdo do colesterol oferecem riscos a saude, devido seu alto potencial
carcinogénico, aterogénico, mutagénico e citotoxico (BOSINGER; LUF; BRANDL,
1993). As doencas coronarianas tém sido relacionadas a niveis elevados do colesterol
na forma LDL-colesterol oxidado no plasma sanguineo, desencadeando um processo
de ateroma do vaso sanguineo (GUARDIOLA et al., 1995)

O tratamento térmico e a armazenagem sob refrigeragdo ou congelamento
podem contribuir para a formacdo dos produtos de oxidagcdo do colesterol. O
aquecimento € um dos fatores que mais contribui para a oxidacdo de acordo com o
trabalho de Shozen, Ohshima e Ushio (1995), embora o armazenamento seja um fator
importante a ser considerado (SALDANHA et al., 2006). Os principais o6xidos de
colesterol detectados em peixes sdo o0s provenientes da cadeia lateral
20a-hidroxicolesterol, 22R-hidroxicolesterol, 22S-hidroxicolesterol, 24-hidroxicolesterol,
25-hidroxicolesterol e 26-hidroxicolesterol e os originados do nucleo esterdide
7B-hidroxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, 5,63—epoxicolesteroal,
7-cetocolesterol, colestanotriol e 19-hidroxicolesterol (SALDANHA et al., 2006;
SHOZEN; OHSHIMA; USHIO, 1995).



A utilizacdo de antioxidantes tem sido uma das medidas mais promissoras
para se evitar o processo oxidativo, porém os antioxidantes sintéticos apresentam alto
custo, dificuldade de solubilizacado no alimento, podem modificar o sabor dos produtos,
e ainda ha indicios que possam causar efeitos nocivos a saude humana (WITSCHI;
LOCK, 1978). Por esses motivos, a industria de alimentos tem buscado alternativas
para minimizar estas desvantagens ocasionadas pelos aditivos sintéticos fazendo uso
de antioxidantes naturais obtidos de especiarias e ervas. Dessa forma sédo atendidas as
exigéncias dos consumidores que optam por habitos mais saudaveis através do
consumo de produtos naturais.

Tendo em vista a importancia do peixe na dieta devido as suas propriedades
funcionais bem como sua suscetibilidade a oxidagao lipidica, a qual pode interferir
nestas propriedades, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito dos antioxidantes
naturais, urucum e coentro sobre o colesterol em pescada branca frente a oxidagéao e
consequente formacao dos seus produtos da oxidacao provocada pelo armazenamento
em freezer e subsequente tratamento térmico.

Os objetivos especificos foram: (1) Acompanhar o efeito dos condimentos,
urucum, coentro, e a combinagédo destes no processo oxidativo da pescada submetida
ao armazenamento a -18°C e cozimento em agua fervente monitorando a formacéao de
oxidos de colesterol e a degradacdo do colesterol; (2) Identificar os produtos de
degradacdo do colesterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
confirmar a identidade desses compostos por espectrometria de massas (HPLC-
MS/MS); (3) Verificar a agao sinergistica entre urucum e coentro como antioxidantes;
(4) Determinar o teor de umidade e lipidios totais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Composicao da carne de peixe

O musculo de peixe € uma fonte de aminoacidos e proteinas facilmente
digeriveis. Os aminoacidos livres apresentam um papel fundamental no metabolismo do

peixe, assim como na pressao osmotica e como uma fonte energética (VENUGOPAL,;
CHAWLA; NAIR, 1996).



O musculo de peixes comparativamente ao musculo de animais terrestres
apresenta menos fibras musculares, pois a sua estrutura necessita apenas ser
suportada pela massa de agua (HULTIN, 1985). Dessa forma, as proteinas dos peixes
apresentam alta capacidade de retencao de agua, o que lhes possibilita a habilidade de
manter-se na agua contra a forga gravitacional (OKLAND et al., 2005). A maciez da
carne de peixe é atribuida a menores quantidades de tecido conectivo em sua
composicao (KRISTINSSON; RASCO, 2000).

A composicao proteica nos musculos varia de acordo com o tipo de tecido
muscular que pode ser estriado, liso ou cardiaco. O musculo estriado € o mais comum
em peixe 0 qual proporciona a sua forma. O musculo pode ainda ser caracterizado
como carne branca e carne escura (SUZUKI, 1981). A carne branca contém menos
lipidios que a carne escura e apresenta em sua composicao de 18 a 23% de proteina
dependendo da espécie e da maneira como foi pescado (SUZUKI, 1981). A variagdo no
conteudo proteico é observada entre as espécies, e ha uma relagdo entre a composicao
e a profundidade em que se encontra, pois animais que vivem em ambientes de maior
profundidade a mais de 2000m apresentam maior teor de N-éxido de trimetilamina
(TMAQO) que neutralizam a pressao hidrostatica nos tecidos mantendo a integridade
muscular (YANCEY; BLAKE; CONLEY, 2002). Okland et al. (2005) ao analisar o perfil
proteico de peixes encontraram a lisina como aminoacido majoritario e quantidades
significativas de asparagina, glutamina, arginina e leucina.

Ha diferenca na composicédo de acidos graxos poli-insaturados em peixes de
agua doce e peixes marinhos. Esta diferenca é atribuida possivelmente a alimentacao a
que estes peixes tém acesso, pois 0s peixes de agua doce se alimentam de vegetais
qgue Ihes estéo disponiveis, enquanto que os peixes marinhos se alimentam do plancton
que é constituido de fitoplancton e zooplancton, ricos em acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) (OSMAN; SURIAH; LAW, 2001). As microalgas sao fontes ricas em AGPI,
principalmente o acido eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA). Assim, os
peixes que se alimentam dessas algas apresentam em sua constituicdo esses AGPI, e
o homem como parte desta cadeia alimentar, consegue obter esses acidos graxos

através da ingestao de peixes marinhos (BROWN et al., 1997).



Shirai, Terayama e Takeda (2002) verificaram que o perfil lipidico de peixes,
esta intimamente relacionado com a sazonalidade e o consumo do plancton, uma vez
que observaram que o perfil lipidico de sardinha japonesa (Sardinops melanostictus)
variou ao longo de cada época do ano, sendo o més de fevereiro (inverno) o que
apresentou o menor teor de lipidios (1,8%), e o maior teor (7,2%) foi encontrado no
verao (julho a setembro). Também observaram que a composicdo dos acidos graxos
nestas sardinhas no més de julho foi muito semelhante a composicao de acidos graxos
presentes no plancton no mesmo periodo. O conteddo de histidina livre no musculo de
sardinha japonesa foi maior quando o teor lipidico também foi maior, isto sugere que a
composicao de acidos graxos no musculo de peixe e a alta concentragdo de
aminoacidos livres sejam influenciados pela ingestdo e pela variacdo sazonal da
composicao do plancton.

Os peixes sao fontes ricas em acidos graxos poli-insaturados, principalmente
da familia émega-3 (n-3), EPA e DHA. Estes oferecem beneficios a saude prevenindo
doencas como aterosclerose, diabetes, hipertensdo e o desenvolvimento de alguns
tumores (BURR, 1992; ZAMARIA, 2004). Okland et al. (2005) analisaram peixes
elasmobranquios e teledsteos e observaram que o EPA e DHA representaram cerca de
32-52% do total de &acidos graxos das espécies estudadas, sendo que o DHA
representou de 30 a 40% da gordura total dos peixes. Os autores ainda observaram
que dos acidos graxos da familia édmega-6 (n-6), o acido araquidbénico foi o
predominante. A razdo entre os AGPl n-3 (EPA e DHA) e os &cidos graxos
pertencentes a familia n-6 variou de 5,5 a 7,5 dentre as espécies estudadas, sugerindo
como 6tima fonte nutricional pela constituicao lipidica dos peixes marinhos.

Os &cidos graxos essenciais como o acido linoleico e linolénico sao
importantes na dieta humana, pois afetam a fluidez, a flexibilidade e permeabilidade das
membranas, e ainda sao precursores de eicosanbdides como prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos, atuam como mensageiros das células e participam da
regulacao metabdlica (GIL, 2002).

Entre os lipidios estudados por Okland et al. (2005) os fosfolipidios foram
predominantes nas dez das espécies avaliadas, dentre elas, peixes cartilaginosos e
tele6steos. Porém, foram observados diferengas entre os teledsteos e cartilaginosos.



Os teledsteos apresentaram maior teor de acidos graxos livres e colesterol que os
cartilaginosos. A presenca desse alto teor de acidos graxos livres pode ser proveniente
da degradacao lipidica.

Ackman (1989) sugere que os peixes sejam agrupados de acordo com o teor
lipidico em sua composi¢ao: magro (< 2%), baixo teor de gordura (2-4%), médio teor de
gordura (4-8%) e alto teor de gordura (> 8%). Segundo Shozen, Ohshima e Ushio
(1995), os peixes gordurosos apresentam altos teores de triacilglicerideos, enquanto
gque 0s peixes magros apresentam maior quantidade de fosfolipidios em sua
musculatura. A pescada branca se enquadra na categoria de peixes com baixo a médio
teor de gordura, pois apresenta teor de lipidios de 4,6% como descrito na Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO, 2006) (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicao centesimal, calcio e colesterol de pescada branca por 100 g de

parte comestivel.

Pescada Umidade Energia Proteina Lipidio Colesterol Cinzas Calcio
@) (keal)  (kJ) @) @) (mg) ) (mg)

Crua 79,6 111 464 16,3 4,6 51 0,9 16
Frita 57 223 933 27,4 11,8 165 3,2 378

Referéncia: Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO, 2006).

O teor de colesterol em peixes pode variar de acordo com as partes
analisadas como as viceras (1080 mg/100g), peles (2414 mg/100g), ovas (111
mg/100g), musculo escuro (1247 mg/100g) rico em mioglobina e musculo branco (15 a
265 mg/100g) (TESHIMA,1992). Os minerais tais como, fésforo, calcio e ferro estdo
presentes na composicao dos peixes sendo que o fésforo estdo em maior concentracao
em peixes magros (250 g/100g de tecido). As vitaminas A e D s&o encontradas em altos
niveis na musculatura dos peixes de alto teor de gordura (acima de 15%), enquanto nos
demais peixes estas vitaminas sdo mais elevadas somente no figado (GERMANO;
GERMANO; OLIVEIRA, 2008).



2.2 Colesterol e 6xidos de colesterol

No reino animal o colesterol é o principal lipidio esteréide, embora possa
estar presente em algas e em pequenas quantidades em plantas (WASOWICZ, 2003).
Este esterol é produzido de forma enddgena no figado, no cértex adrenal, no intestino,
nos testiculos, na aorta, na pele ou é adquirido pela via exdgena pela alimentagéo. A
biossintese do colesterol envolve muitas etapas e reagbes, onde o colesterol é
sintetizado pela a¢do da enzima acil-CoA-colesterol-aciltransferase a partir da molécula
de acetil-CoA (2C), a qual se converte em mevalonato (6C) pela HMG-redutase. O
mevalonato, apos sucessivas reacdes, € convertido em unidades de isoprenos ativados
que polimerizam formando uma estrutura de 30C, o escaleno, o qual sofrera ciclizacao
e formara os quatro anéis do nucleo esterdide através de uma série de reagoes,
incluindo oxidacdes, remocao e migracao de grupos metila, finalizando com a formacéao
do colesterol. A biossintese é responsavel por 75% do colesterol presente nos niveis
plasmaticos enquanto apenas 25% sao oriundos a partir da dieta (LEHNINGER,;
NELSON; COX, 2007).

Este esterol € imprescindivel a sobrevivéncia do organismo, visto que esta
presente em quase todas as membranas das células animais e intimamente associado
aos fosfolipidios (PANIANGVAIT et al., 1995), participa da sintese dos sais biliares que
facilita a absorcdo de gordura no intestino, apresenta-se como um precursor de
horménios esterdides produzidos no cértex da glandula supra-adrenal (cortisol e
aldosterona), hormdnios sexuais (progesteronas) e da vitamina D (BRAGAGNOLO,
2009), além de participar do metabolismo das vitaminas lipossoluveis (K, A, D, E).

As lipoproteinas se ligam ao colesterol e exercem a funcdo de transporta-lo
do sangue para os tecidos e vice-versa. As principais lipoproteinas existentes no
organismo sao as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que transportam o colesterol
para 0 sangue e as lipoproteinas de alta densidade (HDL) que fazem o caminho
inverso, retirando o colesterol da corrente sanguinea para os tecidos (LEHNINGER,;
NELSON; COX, 2007). Doengas coronarianas como a aterosclerose, muito
provavelmente sado desencadeadas pela LDL-colesterol oxidada (GUARDIOLA et
al.,1995).



O colesterol (C27H460) apresenta um nucleo esterdide formado pela unido de
quatro anéis policiclicos (A, B, C, D) com uma insaturagéo no anel B na posi¢ao C5 e
C6, uma funcao alcool (-OH) na posicao C3 do anel A, grupos metilas (-CH3) nas
posicoes C10 e C13, e uma cadeia alifatica no C17, comumente denominada cadeia
lateral enumerada do C20 ao C27 constituida de 8 carbonos (Figural).

Figura 1 — Estrutura do colesterol

A insaturacdo no anel B entre os C5 e C6 torna a molécula do colesterol
suscetivel a oxidacao pela agdao de agentes fisicos e quimicos, tais como, o oxigénio, a
luz, o calor, a presenca de metais, de fotossensibilizadores e radicais livres
(SMITH,1987; WASOWICZ, 2003), bem como os carbonos terciarios C20 e C25. A
oxidacao do colesterol € muito similar a oxidacao lipidica e ocorre preferencialmente no
C7 alilico a ligagao dupla do anel B, pois esta reacao é favorecida devido a menor
energia de ativacdo para a abstragdo do hidrogénio (WASOWICZ, 2003). Outros
produtos de oxidacdo podem ser formados a partir da molécula do colesterol tanto no
anel A como na cadeia lateral (PANIANGVAIT et al., 1995; SMITH, 1996). Ja foram
descritos 80 diferentes produtos de oxidacao do colesterol (PANIANGVAIT et al., 1995;
SMITH, 1996).

Além disso, em humanos e animais pode ocorrer a oxidacao deste esterol
através da acao de enzimas inerentes ao metabolismo. Desta forma, o mecanismo de
oxidacao do colesterol pode acontecer pela autoxidacao e/ou pela via enzimatica e os
principais produtos formados sdo apresentados nas Figuras 2 e 3. Os o6xidos de
colesterol formados sdo muito similares a estrutura do préprio colesterol com adicao de



grupos hidroxila, cetona ou epo6xido no nucleo do esterol, e/ou grupos hidroxila na
cadeia lateral (WASOWICZ, 2003).

Os  hidroperéxidos  7a-hidroperoxicolesterol (7a-HPC) e 7B-
hidroperoxicolesterol (7p-HPC) sédo os primeiros radicais a se formar durante a
oxidacao do colesterol, pois o carbono C7 é muito suscetivel a oxidacdo. Quando o
colesterol é submetido a temperaturas elevadas por muito tempo (160°C por horas) o 7-
cetocolesterol (7-ceto) € o 6xido predominante a ser formado. Os 7-hidroxicolesterdis
(78-OH e 7a-OH) séo formados dos seus hidroperéxidos correspondentes, 7a-HPC e
7B-HPC (Smith, 1987) (Figura 2).

Os epimeros 5,6a-epoxicolesterol e 5,6B-epdxicolesterol sdo formados a
partir do ataque das espécies reativas de oxigénio (ROS) como radicais peroxila
(ROQO"), alcoxila (RO®) e hidroxila (HO®), ozonio (Os3) e peroxidos de hidrogénio (H20,) a
ligacdo dupla do colesterol (ROSE-SALLIN et al.,, 1996; SMITH, 1996). Lercker e
Rodriguez-Estrada (2002) sugerem que a formacao do 5,6B3-epOxi prevalece sobre o
5,6a-epdxi devido ao impedimento estérico do grupo OH na posicdo C3. O
colestanotriol pode ser formado a partir da hidratacdo dos epoxicolesteréis em meio
acido (OHSHIMA et al., 1996) (Figura 2).

A oxidacao da cadeia lateral gera hidroperéxidos na posicao 20, 24, 25 e 26
e seus correspondentes produtos de decomposicao 20a-OH, 24-OH, 25-OH e 26-OH
como descrito por Smith (1987) (Figura 3).

A oxidacdo enzimatica é um processo que ocorre naturalmente no
metabolismo envolvendo enzimas oxidativas para a formacao dos éxidos de colesterol,
que sao produtos intermediarios da sintese de sais biliares e de horménios sexuais
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2007). As enzimas do citocromo P-450 sdo as principais
enzimas envolvidas na oxidacao do colesterol no figado. A sintese dos sais biliares é
mediada pelas enzimas colesterol-7a-hidroxilase e 26-hidroxilase, esta ultima,
apresenta-se ativa em diversas células como fibroblastos, macréfagos, células
endoteliais, cerebrais e do figado. Na biossintese da aldosterona, horménio esterdide-
C-21 formam-se os o6xidos da cadeia lateral 20a-OH e 22-OH e o colestanotriol
(WASOWICZ, 2003).
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Segundo Smith (1987), outras enzimas como as desidrogenases e oxidases
podem formar os produtos da oxidag¢ao do colesterol, 73-OH e 7a-OH, 25-OH, 26-OH,
200-OH e 22R-OH. Guardiola et al. (2002) relatam que o 7a-OH, 25-OH e 26-OH sao
metabdlitos enddégenos do colesterol na producdo dos acidos biliares, enquanto que
200-OH e 22R-OH estao envolvidos na biossintese de horménios esteréides. O 7a-OH
pode ser convertido pela desidrogenase do figado em 7a-hidroxicolesterol-3-cetona, a
qual estad envolvida na biossintese de acido célico. Esta cetona € um produto da
oxidagao do colesterol, bem como um metabdlito enddgeno direto do acido biliar e da
biossintese de estandis. A isomerizagdo enzimatica de hidroperéxidos da cadeia lateral
do colesterol e dos epimeros epdxidos é mediada por hidrolases e epoxidases (SMITH,
1987).

Diversos autores descreveram inumeros efeitos causados pelos 6xidos de
colesterol na saude humana atribuindo a estes compostos a promocao da citotoxicidade
celular (NAWAR, 1996) ,aterogénese (GARCIA-CRUSET et al., 2002) e carcinogénese
devido a capacidade de alterar as propriedades das membranas celulares
(GUARDIOLA et al., 1996) e de agirem como inibidores da sintese de esterdis através
da inativacdo da HMG redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A) (KANDUTSCH;
CHEN, 1973; ZHANG; DRICU; SJOVALL, 1997).

Kandutsch e Chen (1973) em estudos in vitro observaram a capacidade dos
oxidos 7a-OH, 7B8-OH e 7-ceto de inibirem a HMG-CoA redutase, enzima que participa
na sintese do colesterol. Porém ha muita discussdo sobre a possivel regulacdo do
metabolismo do colesterol por estes 6xidos, pois sua agao regulatéria sobre a enzima
nao se limita em apenas inibir a sua atividade, mas também a sua expressao génica na
transcricdo. Sendo assim, estes 6xidos reduzem a transcricdo do RNA redutase e
consequentemente a sintese protéica, dessa forma modificam a ancoragem da enzima
na membrana do reticulo endoplasmatico liso (EDWARDS; ERICSSON, 1999; ZHANG;
DRICU; SJOVALL, 1997).

Guardiola et al. (1996) descreveram a forma como os éxidos contribuem para
desencadear o processo da aterosclerose. O processo se inicia com a perda do
equilibrio entre as quantidades de lipoproteinas plasmaticas, devido ao aumento da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) na corrente sanguinea e reducéao da
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lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) plasmatica. Os 6xidos estdo envolvidos
na formagdo de placas de ateroma, pois contribuem para a modificacdo a
permeabilidade do endotélio, que tem a fungdo de uma barreira funcional (GOLDSTEIN;
KITA; BROWN et al., 1983). A deposicao de LDL-colesterol modifica a seletividade da
parede do endotélio e permite que plaquetas se agreguem juntamente a LDL-colesterol.
Em seguida os macréfagos e mondcitos sdao acionados para reparar o dano no
endotélio ocasionado pela deposicao das células que se acumulam na parede do vaso.
Essas células iniciam um processo inflamatério resultando na formagéo de células
espumosas. O colesterol e seus ésteres presentes no LDL sdo estocados juntos as
células espumosas (ROSS, 1986; WASOWICZ, 2003). Dessa forma ocorre o acumulo de
células proliferativas da musculatura lisa, colesterol e seus ésteres, e deposicao de
célcio que levam a formacao de placas de ateroma que podem aumentar promovendo a
oclusdo do vaso levando a trombose (LEHNINGER; NELSON; COX, 2007). Os 6xidos de
colesterol mais nocivos com relacéo ao processo de aterosclerose sao o colestanotriol e
o 25-hidroxicolesterol (GUARDIOLA, 1996).

2.3. Efeito do tratamento térmico na formacao de 6xidos de colesterol

Os acidos graxos poli-insaturados em alimentos marinhos sédo oxidados
quando submetido a altas temperaturas a 100°C por 24h (OSADA et al., 1993). Sao
formados os radicais livres desses acidos graxos que oxidam o colesterol e formam os
oxidos de colesterol (OHSHIMA et al.,1996). Osada et al. (1993) observaram que o
colesterol quando aquecido sozinho a 100°C por 24 h nao oxidou, porém ao ser
aquecido nestas mesmas condigcdes com 6leo de sardinha, o colesterol foi oxidado
formando os 6xidos de colesterol 7-ceto, 7a-OH, 7B-OH, 5,6B- e 5,6a-epdxi e
colestanotriol, sustentando a premissa de que a oxidacdo do colesterol € mais
pronunciada quando esta presente em alimentos ricos de &acidos graxos poli-
insaturados.

Candela, Astiasaran e Bello (1997) analisaram o teor de colesterol em trés
espécies de peixes com baixo teor de gordura, linguado (Solea solea), bacalhau (Gadus
morrhua) e merluza (Merluccius merluccius) em amostras empanadas cruas e fritas em

6leo de girassol por 5 minutos a 180°C, sendo uma parte analisada imediatamente apés
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a fritura e outra parte mantida numa camara térmica por 3 horas cuja temperatura
interna dos peixes alcancou a 65°C. O teor de colesterol nos trés peixes apds o
tratamento térmico diminuiu e ndo houve diferenca entre os tratamentos térmicos, o
bacalhau diminuiu seu teor de colesterol de 365 para 313 mg/100g (base seca), a
merluza, de 295 para 231 mg/100g e o linguado de 267 para 206 mg/100g.

Shozen, Ohshima e Ushio (1995) nao observaram alteragéo no teor de colesterol
em produtos marinhos processados como arenque desidratado por salga, carapau
fermentado seco, bacalhau do norte desidratado por salga apds grelhados em forno a
gas. Mas, verificaram a formacao dos seguintes 6xidos: 7p-OH, 7-ceto, 5,6a-epodxido,
5,6B-epdxido, colestanotriol, e 25-OH nesses produtos marinhos. O teor de éxidos totais
aumentou apdés a grelhagem para os peixes mais gordos que tém maior teor de
triacilglicerideos como arenque do pacifico de 137 para 156 pg/g na base seca e badejo
de 88 para 113 ug/g na base seca. Porém os peixes magros que apresentam menor
teor de triacilglicerideos e maior teor de fosfolipidios, como carapau, bacalhau do
pacifico, massa bucal de lula ndo apresentaram alteragdes ou tiveram seus teores de
oxidos de colesterol totais reduzidos apo6s o tratamento térmico. Portanto, além do teor
de lipidios do peixe, descrito por Ackman (1989), o tipo de lipidio que participa de sua
constituicdo também pode ser um indicativo da estabilidade lipidica frente as situagbes
a que o alimento é exposto.

Osada et al. (1993) analisaram amostras frescas de lula, sardinha e ovas de
pollock (peixe semelhante ao bacalhau) e ndo encontraram nenhum éxido de colesterol,
porém, detectaram altos niveis de O6xidos totais em sardinhas desidratadas (28,7
mg/100g total de 6xidos), em ovas de pollock temperadas em salmoura (20,9 mg/100g),
em lula desidratada (14,6 mg/100g) e em lula cozida e enlatada (11,0 mg/100g). Dentre
0s peixes analisados, a lula cozida e enlatada foi a que apresentou a menor taxa de
oxidacéo do colesterol.

Al-Saghir et al. (2004) avaliaram o efeito do tratamento térmico em salméao
cozido no vapor de agua por 12 minutos a 67°C e frito por 6 minutos (3 minutos cada
lado) a 180°C em panela sem éleo e com alguns tipos de 6leos como 6leo de oliva
extra virgem, Oleo de milho refinado e Oleo vegetal parcialmente hidrogenado.
Observaram que na amostra crua de salmao o teor de éxidos totais foi de 0,9 pg/g de
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lipidios totais e que apds o tratamento térmico ocorreu um aumento no teor destes
oxidos equivalente a 6 ug/g de éxidos totais em salmao frito em panela sem 6leo, a 4
ug/g frito em éleo de oliva extra virgem, a 4,4 ug/g frito em 6leo de milho, a 3,3 ug/g frito
em Oleo vegetal parcialmente hidrogenado e 9,9 ug/g cozido no vapor que apresentou
maior aumento.

Os principais éxidos de colesterol formados em produtos marinhos apés
tratamento térmico sdo os provenientes da oxidacao do anel B do colesterol, 7-ceto, 73-
OH, 7a-OH, 5,6a-EP e 5,6B8-EP (AL-SAGHIR et al., 2004; OHSHIMA, 2002; OHSHIMA
et al,, 1996; SHOZEN; OHSHIMA; USHIO, 1995; OHSHIMA; LI; KOUZUMI, 1993).
Porém, outros autores ja encontraram em produtos marinhos os éxidos gerados a partir
da cadeia lateral do colesterol, como 20a-OH, 22S-OH, 24S-OH, 22R-OH, 25-OH e 26-
OH (SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2007; 2008; SALDANHA; BENASSI;
BRAGAGNOLO, 2008).

O 7-ceto € o O6xido de colesterol mais comumente encontrado nas amostras
de carnes incluindo frango e produtos marinhos submetidos a tratamento térmico
(MARIUTTI et al.,, 2008a; SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2007). Além de ser o 6xido
predominante em amostras termicamente processadas, 0 7-ceto pode ser usado como
indicador da oxidacdo. Saldanha e Bragagnolo (2007) confirmam esta proposicao, pois
nao encontraram o 7-ceto no pescado do atlantico fresco, somente apods o tratamento
térmico e armazenamento dos filés congelados ao longo de 120 dias.

O 19-OH foi identificado pela primeira vez em peixe por Saldanha et al.
(2006) e apresentou niveis superiores ao 7-ceto (SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2008;
SALDANHA; BENASSI; BRAGAGNOLO, 2008). Este o6xido pode ser produto da
oxidagéo, do metabolismo enzimatico ou ndo enzimatico, a proximidade do C19 com a
ligacdo dupla entre os C5 e C6 torna esta regido suscetivel ao ataque de radicais
peréxidos.

Echarte, Zulet e Astiasaran (2001) analisaram amostras de salmédo assado
por 30 minutos a 200°C e frito em diferentes dleos por 4 minutos a 180°C e n&o
detectaram alguns Oxidos de colesterol como o 25-OH, o 5,6a-epdxido e o 7a-OH,
sendo que o 7B-OH foi formado apenas nas amostras fritas em 6leo de soja e assadas,

e o 7-ceto foi o 6xido predominante em todas as amostras de salmao termicamente
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processadas. O colestanotriol ndo foi detectado nas amostras cruas, apenas nas
amostras de salmao fritas e assadas.

O tratamento térmico € um processo importante para a preparagdo dos
alimentos como produtos marinhos, pois realca o sabor e Ihes confere prote¢do contra
microrganismos patdgenos, porém, também pode formar compostos danosos a saude

como 0s Oxidos de colesterol.

2.4. Influéncia do armazenamento em produtos marinhos

Os peixes sdo suscetiveis a oxidacao lipidica ndo somente quando
submetidos ao tratamento térmico, mas também durante a armazenagem em freezer
comum ou a temperatura ambiente, originando os éxidos de colesterol (SALDANHA;
BRAGAGNOLO, 2007).

O congelamento de peixes € um dos métodos mais empregados para
conserva-lo em ambos os niveis, industrial e doméstico, uma vez que permite a reducao
da atividade enzimatica (DAMODOBAN; GOPAKAMUR, 1992) e inibe o crescimento
microbiano (TROLLER, 1980). A perda da atividade pode ser atribuida a mudancga na
estrutura tercidria da proteina que pode ser causada pela cristalizacdo da agua
(HATANO, 1968). No entanto, a atividade da enzima depende da temperatura de
congelamento. Han e Liston (1988) verificaram que a -10°C a hidrélise de fosfolipidios e
a peroxidacao lipidica de truta arco-iris foi maior do que quando os produtos foram
armazenados a -40°C. Isto prediz que a enzima atua de forma mais eficaz hidrolisando
os lipidios quando a temperatura de armazenamento € mais alta, favorecendo desta
forma a oxidagao lipidica e possivel formagao dos 6xidos de colesterol.

Durante o armazenamento de peixes sob congelamento ocorrem alteracoes
na textura do muasculo do peixe como a formacdo de pontes dissulfito na proteina
(grupo—SH) durante a cristalizacdo da agua (SEN et al., 1989) que podem ser
atribuidas a diminuicdo da solubilidade das proteinas e a interagdo com os lipidios
formando agregados. Sarma, Reddy e Srikar (2000) verificaram que a oxidacgéao lipidica
e a hidrolise estao fortemente ligadas a diminuicdo da solubilidade de proteinas. Em
seus estudos, ao longo de 12 meses de armazenamento a -20°C, o 6leo de sardinha
apresentou um aumento no teor de acidos graxos livres de 3,11% para 11,13% do total
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de lipidios, indicando uma intensa hidrdlise lipidica, e além de ainda um aumento nos
peréxidos formados ao longo do armazenamento de 6,56 mmol de O./kg de gordura
(6leo de sardinha fresco) para 37,76 mmol de O.kg, demonstrando que ocorreu
deterioracdo oxidativa dos lipidios. Observaram ainda uma correlacao negativa entre a
formacao de acidos graxos livres e diminuicdo da solubilidade de proteinas, onde a
formagdo de acidos graxos livres aumentou com a diminuigdo na solubilidade das
proteinas, e acarretando na formacdo de agregados de proteinas durante o
armazenamento.

Kussi, Nikkila e Sarolainen (1975) ja relatavam que os produtos formados na
oxidagao de lipidios em peixes durante o armazenamento podem influenciar a
solubilidade de proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares. Os lipidios oxidados
interagem com aminoacidos de proteinas de peixe por ligacdo especifica de grupos
proteicos funcionais suscetiveis, como a cisteina-SH, o grupo &-NH. de lisina e o grupo
N-terminal do &cido aspartico, tirosina e arginina (KUSSI; NIKKILA; SAROLAINEN,
1975), e assim aumentam a hidrofobicidade das proteinas aumentando a agregacao.

As alteracdes ocorridas durante a armazenagem facilitam a quebra da
ligacdo do complexo lipidio-proteina do tecido muscular do peixe levando ao aumento
dos lipidios totais (BELTRAN; MORAL, 1990). Saldanha e Bragagnolo (2007)
verificaram em pescado do atlantico um aumento de 9,4 para 12,6 g/100g de lipidios
totais ao longo de 120 dias de armazenamento a -18°C.

Siddaiah et al. (2000) avaliaram a mudanca no perfil lipidico de carpa prata
congelada durante 180 dias a -18°C. O indice de peroxidos nas carpas aumentou
significativamente de 16,93 para 145 mmoles de O./kg de gordura, indicando que houve
oxidagado neste periodo. Ainda observaram um aumento dos acidos graxos livres de
7,66 para 30,76% de lipidio total ao fim do armazenamento, sinalizando a ocorréncia de
uma intensa hidrdlise lipidica.

A forma como o alimento é acondicionado para o seu congelamento e
armazenamento pode influenciar na qualidade do produto. Saldanha e Bragagnolo
(2008) avaliaram a oxidagéo do colesterol ao longo de 120 dias de armazenamento a -
18°C em pescada do atlantico embalada em filmes de polietileno de 0,1 mm e 6 um de
espessura. A protecdo do colesterol contra a oxidagcdo ocorreu nas amostras
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embaladas em filme de 0,1 mm de espessura que dificultou o facil acesso ao oxigénio,
porém ap6s 120 dias de armazenamento houve um aumento no total de éxidos de
804%, enquanto que nas amostras embaladas com filme de 6 um de espessura o
aumento foi de 1214%. Houve diferencas entre as amostras na formacao dos 6xidos,
sendo que as amostras embaladas com o filme de maior espessura apresentaram
maior formacgao de 24(S) e 5,6a-EP e nas amostras com filme mais delgado, os éxidos
predominantes foram 5,63-OH e o 22(S)-OH.

Saldanha e Bragagnolo (2007) verificaram aumento no teor de éxidos
totais em sardinhas cruas apds 120 dias de armazenamento a -18°C cuja variacao foi
de 19,4 para 115,2 ug/g e observaram que os 6xidos de colesterol apresentaram um
aumento gradual durante o armazenamento sendo a formacdo do 7-ceto mais
pronunciada, seguido de 22(S)-OH e 24(S)-OH. Ao final de 120 dias de armazenamento
o aumento dos 6xidos de colesterol total foi superior a 800%, sendo que o teor de
colesterol diminuiu de 278 para 152 mg/100g demonstrando que o0 armazenamento
doméstico em freezer possibilita a oxidacdo do colesterol. Além disso, houve um
decréscimo de 29% no conteudo de acidos graxos poli-insaturados. Segundo o0s
autores, o aumento nos teores de Oxidos de colesterol durante a armazenagem em
freezer pode ser explicado pelo alto grau de insaturagdo dos lipidios presentes na
sardinha. Em peixes, quanto maior € o grau de insaturagao dos lipidios, maior € o
processo de oxidacdo lipidica, e, consequentemente mais 6xidos de colesterol sao
formados (AL-SAGHIR et al., 2004).

2.5. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo adicionados aos alimentos para melhorarem a sua
conservacao e aumentar a vida de prateleira, retardando desta forma a oxidacao
lipidica e a formacgéo dos 6xidos de colesterol.

Esses compostos sdo substancias quimicas que doam elétrons ou
hidrogénio para radicais livres e os convertem em moléculas menos reativas
(BANDYOPADHYAY; CHAKRABORTY; RAYCHAUDHURI, 2007). Podem se ligar aos
radicais livres formando um produto mais estavel ou apenas doam os elétrons ao

composto mais reativo sem ocorrer a formacao de outros produtos, logo se regeneram
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e estdo prontos para atuar sobre outros compostos. Os mecanismos de acado dos
antioxidantes incluem sequestrar radicais livres, inativar espécies reativas de oxigénio,
quelar metais ou atuam em conjunto com outros compostos de forma sinergistica
potencializando a sua atividade antioxidante (BANDYOPADHYAY; CHAKRABORTY;
RAYCHAUDHURI, 2007; MADHAVI; DESHPANDE; SALUNKHE, 1996; POKORNY;
YANISHLIEVA; GORDON, 2001). Ha duas classes de antioxidantes, os primarios ou
tipo 1 e os secundarios ou tipo 2 (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002).

Os antioxidantes primarios sao mono-hidroxifendis ou poli-hidroxifendis que
atuam durante a iniciacdo do processo oxidativo doando hidrogénio ao radical livre e
formando um composto mais estavel. O antioxidante torna-se entdo um radical que
podera reagir com radicais hidroxila, peroxila ou até mesmo com outra molécula de
radical antioxidante e formar dimeros, compostos mais estaveis (REISCHE; LILLARD;
EITENMILLER, 2002). Os antioxidantes primarios sintéticos mais comuns sao terc-butil-
hidroxianizol (BHA), di-terc-butil-hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e o di-terc-
butil-hidroquinona (TBHQ) e os naturais representados pelos tocoferois e carotendides.

Os antioxidantes secundarios ou tipo 2 também sdo chamados de
preventivos por prevenirem a oxidacao lipidica através de diversos mecanismos como
quelar metais e desativa-los, doar hidrogénio ao antioxidante primario, restabelendo-o,
decompor os hidroperéxidos a espécies nao radicais, desativar o oxigénio singlete,
absorver radiacao ultravioleta e agir como sequestrante de radicais livres. Porém, nao
convertem radicais em compostos mais estaveis. Sdo considerados sinergisticos por
agirem em conjunto e potencializar a atividade do antioxidante primario (REISCHE;
LILLARD; EITENMILLER, 2002). Os antioxidantes mais comuns que apresentam efeito
sinérgico sao acido citrico, acido ascérbico, palmitato de ascorbila, lecitina e acido
tartarico.

Ha uma tendéncia natural dos consumidores optarem por alimentos mais
saudaveis, sendo assim, a industria de alimentos tem procurado utilizar aditivos naturais
com efeito antioxidante para aumentar a vida de prateleira dos alimentos, prevenindo a
oxidagao lipidica. Além disso, os antioxidantes naturais sdo considerados seguros,
enquanto que os artificiais ja mostraram indicios de que possam causar efeitos
deletérios a saude (BARLOW, 1990).
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Os vegetais, frutas e especiarias que sao muito consumidos, apresentam-se
como fontes ricas em compostos fitoquimicos identificados como flavondides,
terpendides, lignanas, polifendlicos, vitaminas A, C e E, carotendides, saponinas,
esterbis de plantas, entre outros que podem exercer alto potencial de atividade
antioxidante (BANDYOPADHYAY; CHAKRABORTY; RAYCHAUDHURI, 2007).

2.5.1. Coentro

O coentro pertence a espécie Coriandrum sativum da familia

das Apiaceae (Umbeliferae). Suas folhas e frutos séao

comestiveis e atribuem-se a eles propriedades medicinais, tais
como, tratar o sarampo, a disenteria, as hemorrdidas e a dor de dente (DELGADO-
VARGAS; PAREDES-LOPEZ, 2003) e alguns estudos indicam que os compostos
presentes neste vegetal tém atividade antioxidante (KAUR; KAPOOR, 2002;
YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY, 2006; MARIUTTI et al., 2008b; MELO;
MANCINI-FILHO; GUERRA, 2003; GUERRA; MELO; MANCINI-FILHO, 2005). Além
disso, o 6leo do fruto de coentro apresenta propriedades funcionais com potencial de
reduzir os riscos de doengas coronarias (RAMADAN; AMER, 2008).

Esta planta é muito utilizada na culinaria para temperar carnes,
principalmente peixes. No Brasil, o coentro € muito cultivado, cerca de 270 toneladas de
sementes de Coriandrum sativum foram comercializadas no pais em 2001,
representando um valor préximo de 2,7 milhdes de reais (VIRGILIO, 2001). Em outros
paises como a Russia, india, Asia, Europa Central este vegetal é muito cultivado e
consumido (RAMADAN; AMER, 2008).

Mais de 29 compostos ja foram identificados nas folhas e frutos de coentro
incluindo terpendides, geraniol, borneol, a-terpineno, terpinoleno, y-terpineno, sabineno,
limoneno, B-caroteno e outros carotendides, aldeidos, cetonas, ésteres, alcodis, éter,
hidrocarbonetos aromaticos e sesquiterpenos (CRAIG,1999; MSAADA et al., 2007;
NEFFATI; MARZOUK, 2008). O composto volatil predominante no 6leo essencial da
folha de coentro é (E)-2-decenal (NEFFATI; MARZOUK, 2008). Além disso, Msaada et
al. (2007) identificaram mais de 40 compostos volateis no éleo essencial de coentro nos
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diferentes estagios de desenvolvimento do fruto, dentre esses compostos o limoneno,
um alcool monoterperno, foi 0 composto majoritario presente no fruto. No entanto,
apresentou diferentes proporcdes nos estagios de desenvolvimento, com 10,96% (p/p)
no estagio imaturo, 76,33% no intermediario e 87,54% no maduro. O segundo
composto volatii mais abundante foi o geranil acetato, um éster monoterpeno
predominante no estagio inicial com 46,27% e que diminuiu bruscamente nos demais
estagios (2,85% para 0,83%).

Wangensteen, Samuelsen e Malterud (2004) obtiveram 5,5 g de acido galico
equivalente por 100 g de extrato de coentro de compostos fendlicos totais. Os autores
encontraram correlagdo entre os fendlicos totais, a capacidade de sequestrar radicais
livres e de inibicdo da enzima peroxidase, pois o extrato da folha de coentro em acetato
de etila apresentou alta eficiéncia como sequestrante de radicais livres (valor de ICso de
147 ug/mL) e também excelente inibidor da enzima lipoxigenase (ICso = 45 pg/mL).

Melo, Mancini-Filho e Guerra (2003) obtiveram diferencas quantitativas de
fendlicos totais em coentro nos extratos aquoso (2734 mg/100 g), etandlico
(128 mg/100 g) e nenhuma quantidade de fendlicos no extrato etéreo. Também
verificaram que a atividade antioxidante dos extratos etéreo e aquoso foi de 69,83% e
61,89%, respectivamente, enquanto que a do extrato etandlico foi de 40,50%. A
atividade antioxidante dos compostos da folha de coentro, nos extratos aquoso e
etéreo, foi praticamente a mesma. Porém, foi necessario 148 ug de fendlicos totais para
ocorrer uma inibicdo de 75% da oxidacao lipidica, enquanto que foram necessarios
apenas 3,11 pug de carotendides totais para atingir essa mesma inibicdo. A
concentracao de carotendides totais foi 47 vezes inferior a quantidade de compostos
fendlicos. Portanto, a equivaléncia da atividade antioxidante nao representa
equitativamente as concentragdes de carotendides e de compostos fendlicos.

Quando combinado o extrato de etéreo de coentro contendo 3,11 pug
carotendides e o extrato aquoso com 148 pg compostos fendlicos ao BHT nas
concentragdes entre 25 e 150 ppm, Melo, Mancini-Filho e Guerra (2003) observaram
um efeito sinergistico entre os compostos fendlicos e o BHT observando uma maxima

inibicdo da oxidagdo de 90,25 a 98,34%. No entanto, para o extrato etéreo a agao
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sinergistica foi fraca, pois quase ndo houve diferenga na inibicdo no extrato contendo
apenas carotendide e quando combinado o carotendide ao BHT.

Guerra, Melo e Mancini-Filho (2005) identificaram e quantificaram os
seguintes carotenodides em extrato etéreo de folha de coentro o B-caroteno (328,2ug/qg),
B-criptoxantina epdxido (14,1ug/g), luteina-5,6-epoxido (155,4ug/g), violaxantina
(14,3ug/g) e neoxantina (24,7ug/g) em seguida compararam a capacidade destes
compostos presente no extrato etéreo de coentro associado ao BHT em sequestrar
radicais livres. A fragdo contendo B-caroteno no extrato etérico de coentro apresentou
maior capacidade em inibir (50%) a oxidacao lipidica quando comparada as demais
fracdes de carotendides, porém essa inibi¢ao foi inferior a inibicado promovida pelo BHT
(95%).

O coentro, o acafrdo, a folha de curry e o espinafre, foram adicionados a
10% (p/p) a um produto denominado sandesh (espécie de creme de queijo temperado)
para avaliar o efeito antioxidante dessas ervas pelo método ABTS (BANDYOPADHYAY;
CHAKRABORTY; RAYCHAUDHURI, 2007) e comparados com uma mistura de
BHA:BHT (1:1). Segundo os autores, o acafrdo, o curry e o espinafre apresentaram
atividade antioxidante similares a mistura de BHA:BHT enquanto o coentro exerceu
baixa atividade antioxidante (0,7 mmol/L).

Kaur e Kapoor (2002) avaliaram o efeito antioxidante do coentro mediante
ao método B-caroteno descrito por Miller et al. (1993) e o classificaram como
antioxidante de alta atividade (> 70%).

Dentre as atividades atribuidas aos compostos presentes no coentro, este
vegetal pode ser considerado um 6timo quelante de metais como cobre, ferro, chumbo,
aluminio e cadmio (REN et al.,, 2006; WONG et al., 2006). Wong et al. (2006)
trabalharam com vinte e cinco plantas medindo a atividade antioxidante e verificaram
que o coentro em p6 apresentou alta capacidade em reduzir o ion cobre, mais
acentuadamente, do que o ion férrico.

Ren et al. (2006) também avaliaram a atividade antioxidante do coentro em
quelar cadmio. Para tanto, adicionaram na ragéo de truta arco-iris 2% (p/p) de coentro

mais 10 mg/kg de Cd artificial e verificaram que o coentro apresentou a capacidade em
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reduzir este metal pesado de 20 a 30% ao longo de 12 meses em relacdo a populagéao
controle que foi alimentada sem o coentro.

Este condimento, muito utilizado em diversos paises, pode contribuir para dar
sabor aos alimentos, bem como exercer capacidade antioxidante nos alimentos e

preserva-los da oxidagéo lipidica.

2.5.2. Urucum

O urucum ¢é da familia das Bixaceae concentradas originalmente
na América Central e norte da América do Sul (MERCADANTE;
PFANDER, 1998). No Brasil o urucum corresponde a 90% do
consumo total de corantes naturais e no mundo esse consumo é préximo de 70% como
corante em alimentos (CONTO et al., 1991).

Além do seu uso como corante e flavorizante em alimentos tais como
margarinas, aves, suinos, peixes, arroz, refrigerantes e iogurtes (GALINDO-
CUSPINERA; LUBRAN; RANKIN, 2002), estudos recentes tém atribuido aos
constituintes presentes no urucum atividade antioxidante (CARDARELLI; BENASSI;
MERCADANTE 2008; MARIUTTI et al. 2008b; MONTENEGRO et al.,, 2002;
MONTENEGRO et al., 2004; RIOS; MERCADANTE; BORSARELLI, 2007).

O urucum apresenta em suas sementes mais de 107 compostos volateis que
Ihe conferem aroma, entre eles, o p-xileno, tolueno, a-pineno, B-pineno e y-elemeno
(SCOTTER; CASTLE; APPLETON, 2001; GALINDO-CUSPINER; LUBRAN; RANKIN,
2002). Os carotendides presentes no urucum conferem a cor caracteristica vermelho
vivo sendo representados pela bixina (composto majoritario, 80%), norbixina e outros
carotenoides em quantidades minoritdrias (MERCADANTE; PFANDER, 2001).

A bixina apresenta em sua estrutura 25 carbonos e grupos éster metilico e
carboxilico, sendo, portanto mais polar do que os carotenéides com 40 carbonos
(Figura 3). Além disso, é um dos poucos carotendides que apresenta-se naturalmente
na forma de isdmero cis, e assim como os carotendides em geral, apresenta eficiente
capacidade em desativar oxigénio singlete (MONTENEGRO et al., 2002).
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Figura 4. Estrutura da bixina

Cardarelli, Benassi e Mercadante (2008) realizaram a caracterizagdo do
extrato de urucum em solventes de diferentes polaridades e avaliaram a quantidade de
bixina e de compostos fendélicos totais, bem como a sua capacidade em sequestrar
radicais livres. Os autores conseguiram extrair mais bixina com acetato de etila (4,26
mg de bixina por grama de semente na base seca), enquanto que o conteudo de
fendlicos totais foi maior com metanol/agua (1:1) (1,84 mg de acido galico equivalente
por grama de semente seca). A atividade antioxidante de capturar radicais livres foi
mais eficiente no solvente mais polar contendo metanol/agua (1:1) (9,55 mM de
equivalente de trolox por grama na base seca) e menor atividade em acetato de etila
(4,14 mM de equivalente de trolox por grama na base seca), de acordo com a premissa
de que os compostos fendlicos sdo mais eficientes em sequestrar radicais livres.
Mariutti et al. (2008b) também obtiveram um baixo valor de TEAC em colorifico em
extrato etandlico (2,64 mM de equivalente de trolox por grama na base seca).

Haila, Lievonen e Heinonen (1996) avaliaram os efeitos de carotendides,
entre eles a bixina, na formacado de hidroperoxidos em sistema modelo contendo
triacilglicerideos exposto a luz a 25°C por 45 dias. Observaram que nas concentracdes
de 30 ug/g e 60 pg/g de bixina houve uma inibicdo na formacdo de hidroperoxidos
(indice de Peroxido entre 10-15 meg/kg) em relacdo ao controle ausente de
antioxidantes (IP de 30 meg/kg). Porém a bixina na concentracdo de 20 pg/g nao
apresentou efeito antioxidante (IP entre 25-30 meqg/kg) visto que o indice de
hidroperoxido foi equivalente ao controle (IP = 25 meg/kg).
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O urucum é muito apreciado como aditivo em alimentos pelas suas
caracteristicas de cor e sabor, além disso, a bixina pode atuar como importante
desativador de oxigénio singlete e sensibilizadores, portanto, presume-se que a adicdo
deste carotendide nos alimentos, pode ser uma alternativa para evitar a oxidacao

lipidica.

2.5.3. Antioxidantes em peixes

O congelamento dos produtos é uma das medidas tomadas para preservar
os produtos marinhos, porém, ao longo do armazenamento esses produtos oxidam e
formam compostos indesejaveis e que podem causar prejuizos a saude, como ja
descrito nos itens anteriores (2.3 e 2.4.2). Portanto, os antioxidantes sao utilizados
como alternativa para prevenir ou desacelerar a formacédo dos produtos da oxidacao,
como o0s Oxidos de colesterol.

Sebben et al. (2000) observaram que os hamburgueres de carpa adicionados
de 0,2 ¢g/100 g de coentro, de 4 g/100 g de sorbitol, de 4 g/100 g de cebola,
de 0,2 g/100 g de pimenta do reino entre outros ingredientes, mantiveram suas
caracteristicas sensoriais aceitaveis ao longo do periodo de 8 meses de
armazenamento a -18°C, portanto provavelmente o coentro e os demais ingredientes
ofereceram protecdo contra a formagdo de compostos volateis provenientes da
oxidacao lipidica que Ihe confere o gosto e aroma de ranco.

Lugasi et al. (2007) estudaram o efeito da pré-emulsdo de um extrato
comercial de alecrim (Rosmol-P) em peixes pelagicos (Trachurus trachurus) inteiros e
filés congelados a — 20°C ao longo de 12 meses. O teor de lipidios variou entre 5 e
9 ¢/100g e os acidos graxos livres aumentaram no controle e nos tratados com extrato,
sendo este aumento um pouco maior para os filés do que para os peixes inteiros,
porém, os peixes tratados com extrato apresentaram uma maior protegéo contra a
oxidacao lipidica até o 9° més de armazenamento, enquanto que no controle
mantiveram seus teores de lipidios apenas até o 7° més, e ndao houve formacao de

oxidos em nenhuma das amostras durante todo o tempo de armazenamento.
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O uso de antioxidantes para a preservagao dos peixes frente a oxidacao
lipidica se faz necessario, visto que sado fontes de acidos graxos poli-insaturados
suscetiveis a oxidagao.

3. OBJETIVOS

- Acompanhar o efeito dos condimentos, urucum, coentro, e, urucum e
coentro no processo oxidativo da pescada durante tratamento térmico e
armazenamento monitorando a formacao de 6xidos de colesterol e a degradacao do
colesterol;

- ldentificar os Oxidos de colesterol por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e confirmar a identidade desses compostos por espectrometria de
massas (HPLC-MS/MS);

- Verificar a estabilidade do colesterol e 6xidos de colesterol durante o

armazenamento e do processamento térmico;
- Verificar a agéo sinergistica entre urucum e coentro como antioxidantes;

- Determinar o teor de umidade e lipidios totais em pescada, crua e cozida,
armazenada a -18°C por 120 dias.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAL
4.1.1. Preparo das amostras

Foram adquiridos do comércio local de Campinas, Sao Paulo, cerca de 12 kg
de filé de pescada (Cynoscion spp.) fresca, provenientes do Estado do Para, e
transportadas em isopor com gelo até o momento da preparacdo das amostras. Foram
removidos as peles remanescentes do filé de pescada e em seguida foram moidos os
filés limpos em processador doméstico para obtencdo de uma massa homogénea, a
qual foi pesada e porcionada em quatro partes iguais. Uma dessas partes foi
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considerada controle sem adicdo de condimentos e as demais por¢des foram
adicionadas de 0,1% de urucum, 0,5% de coentro e 0,1% urucum mais 0,5% de
coentro. O coentro foi adquirido fresco do comércio local de Campinas, Sao Paulo, e
apds ser lavado e picado foi adicionado a pescada. As sementes de urucum foram
adquiridas do municipio de Monte Castelo, Sdo Paulo, trituradas em processador
doméstico e passadas em uma peneira de 100 ‘mesh’, o pd foi pesado e em seguida
adicionado as amostras. Foram fabricadas alméndegas de 50 +* 2g em seguida
embaladas em filmes de polietiieno de baixa densidade (6 um de espessura) e
congeladas em freezer a -18 °C por 120 dias. As alméndegas de pescada branca foram
analisadas uma parte crua, e, outra parte foi cozida em agua em ebulicdo a 95 + 1 °C
durante 30 minutos, até que a temperatura interna atingisse 91+ 2°C, nos tempos, zero,
15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias de armazenamento.

4.1.2 Reagentes

Os padrbes de colesterol (5-colesten-33-ol) e os 6xidos de colesterol: 19-
hidroxicolesterol, 20a-hidroxicolesterol, 22 S-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol e o 7-cetocolesterol foram adquiridos da Sigma
(Milford, MA). Os padrées de Oéxidos de colesterol: 22R-hidroxicolesterol, 24S-
hidroxicolesterol, 26-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol foram
comprados da Steraloids (Newport, Rl). A pureza dos padrdes variou de 95 a 98%. O
isopropanol e o hexano foram utilizados como fase movel para determinagdo do
colesterol e 6xidos de colesterol grau HPLC, enquanto os demais reagentes utilizados

foram grau analitico.

4.2 METODOS

4.2.1. Caracterizacao do coentro

Foram realizadas as analises de carotendides totais, clorofila e fendlicos
totais para a caracterizacéo da folha de coentro.

Os carotendides totais foram extraidos a partir de 5 g de folha de coentro por
extracdo exaustiva com acetona de acordo com Rosso e Mercadante (2007). O extrato
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foi transferido para éter etilico/éter de petréleo (2:1) e saponificados com KOH em
metanol a 10% durante a noite no escuro a temperatura ambiente. Apds a
saponificacdo este extrato foi lavado com agua até a remocao total do alcali. Para a
remocao da agua foi adicionado sulfato de sddio anidro ao extrato e em seguida foi
concentrado em evaporador rotatério (T < 40°C). Todo o procedimento foi realizado em
ambiente com iluminacéo de baixa intensidade.

A quantificagdo dos carotendides foi determinada através da medida da
absorbancia no comprimento de onda maximo em espectrofotbmetro de arranjo de
diodos (Agilent modelo 8453, Palo Alto, USA), na faixa de 260 a 600 nm. A
concentracao de carotendides foi calculada utilizando o valor de absortividade de 2592
para B-caroteno em éter de petréleo (BRITTON, 1995).

Foi realizada a extracdo exaustiva dos compostos fendlicos de acordo com
Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos (1999). A extragao foi realizada a partir de dois
gramas de folha de coentro que foram adicionados de metanol/agua (8:2), macerados
em almofariz e filtrados em funil de Blicher a vacuo. O extrato foi concentrado em
evaporador rotatério com temperatura inferior a 40°C e ressuspendido em agua, depois
mantido em freezer por 20 minutos e centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos. Todo o
procedimento foi realizado em ambiente com iluminacao de baixa intensidade.

A determinagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada através da
reacdo com o reagente Folin-Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Alemanha), segundo o
procedimento de Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos (1999). Adicionou-se 1 mL de
extrato da folha de coentro para um baldo volumétrico de 25 mL contendo 9 mL de
agua e em seguida foi adicionado 1 mL de reagente Folin-Ciocalteu. Apés 5 minutos
foram adicionados 10 mL de solucdo de Na,CO3; a 7% e o volume completado com
agua. A solucéo foi incubada durante 90 minutos no escuro. O mesmo procedimento foi
realizado para as diferentes concentracées de padrdao de acido galico utilizadas na
construcdo de curva de calibracdo. A leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotobmetro de arranjo de diodos (Agilent modelo 8453, Palo Alto, USA) a 765
nm. A quantificagdo foi realizada com base na curva padrdo de &cido galico
(Extrasynthése, Genay, Franca) (2,0-8,0 mg/L) e os resultados foram expressos em
miligrama de equivalente de acido galico/100 g de amostra.
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A clorofila foi extraida a partir de 1 g de folha de coentro macerada em
almofariz e adicionada de 5 mL de acetona/agua (8:2). O extrato bruto foi filtrado a
vacuo e transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e em seguida completou-se o
volume com acetona/dgua (8:2). A leitura da absorbéancia da solucao foi realizada em
espectrofotometro (Agilent modelo 8453, Palo Alto, USA) nos comprimentos de onda de
647 e 663 nm.

Os teores de clorofilas totais, a e b foram calculados de acordos com as

Equacdes 1, 2 e 3 propostas por Lichtenthaler (1987):

Clorofilas totais = 7,15 (A663) + 18,71 (A647) Eq (1)
Clorofila a = 12,25 (A653) - 2,79 (A647) Eq (2)
Clorofila b = 21,50 (A647) -5,10 (A663) Eq (3)

onde Aeesz € Ags7 COrrespondem as absorbancias a 663 e 647 nm, respectivamente. As
concentragdes de clorofila obtidas através da absorbéancia foram calculadas em pg/mL
de solucao de extrato de coentro.

4.2.2. Determinacao de bixina

A determinagao de bixina foi realizada de acordo com o método desenvolvido
por Castro (2008) adaptada para as amostras de pescada cruas e cozidas adicionadas
de urucum e urucum/coentro e analisadas nos tempos zero, 30, 90 e 120 dias de
armazenamento.

A bixina foi extraida a partir de dois gramas de amostra com 10 mL de
acetona em agitador mecéanico por 30 segundos e em seguida em ultrassom por 5
minutos. Apds adicdo de 5 mL de metanol a amostra foi novamente ao banho de
ultrassom por mais 5 minutos. O extrato foi filtrado em funil de Blicher a vacuo e
transferido para um funil de separagédo. Foram adicionados 0,5 mL de agua destilada e
100 mL de solucdo acetato de etila/ éter etilico (1:1). O filtrado foi lavado com agua
destilada até remocédo completa da acetona. A fase apolar contendo a bixina foi filtrada

com sulfato de sédio anidro e o extrato obtido foi seco em evaporador rotatério (<40°C)
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que posteriormente foi transferido com diclorometano para um baldo volumétrico
de 10 mL.

A leitura da absorbancia foi realizada a 468 nm em espectrofotbmetro
(Agilent modelo 8453, Palo Alto, USA) (LARA, 1984) e a concentracdo da bixina foi
calculada em mg/g utilizando o coeficiente de absor¢cdo de 2826 (FAO/WHO, 1982). As

analises foram realizadas em ambiente com incidéncia de luz reduzida.

4.2.3. Teor de lipidios totais e umidade

A determinacéo de lipidios totais foi realizado por gravimetria segundo Folch,
Lees e Stanley et al. (1957) consistindo na extragcdo dos lipidios com solucdo de
cloroférmio/metanol na proporcéo 2:1.

Para realizagdo do teor de umidade, aliquotas de 2,0 + 0,1 g de amostra
foram pesadas em placas de Petri previamente taradas. As amostras foram secas em
estufa a 105 °C até peso constante, de acordo com metodologia da AOAC (1997). Em
seguida as placas foram retiradas da estufa, colocadas em dessecador com silica e

pesadas. A umidade foi determinada pela diferenca entre as massas.

4.2.4. Quantificacao simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol

As amostras foram homogeneizadas e submetidas a saponificacado direta a
frio segundo Saldanha et al. (2006). Foi pesado 1,0 £ 0,1 g de amostra em baldo de
fundo redondo de 125 mL e adicionado 6 mL de solucdo de KOH a 50% em agua
destilada e 4 mL de etanol. Foi inserido gds N, no baldo antes de tampa-lo, em
seguida agitado em mesa agitadora a 118 rpm, no escuro, por 22 horas. O contetdo do
baldo foi transferido com 5 mL de agua para tubo com tampa rosqueada de 90 mL.
Foram realizadas quatro extracbes com 10 mL de n-hexano, agitando o tubo em vortéx.
O extrato de n-hexano foi seco sob N, re-dissolvido na fase-mével, filtrado em
membrana Millipore de 0,45 um e injetado no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia.

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto,

Japdo) com detectores UV-Visivel (SPD-10 AV,;) e indice de refragdo (RID-10 A). O

detector de indice de refragcao foi utilizado na determinacao dos 5,6a- e 5,6B-epdxidos,
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uma vez que estes compostos, por ndo apresentarem ligacdo n, ndo absorvem luz na
regiado do UV. Os demais Oxidos foram determinados pelo detector UV com
comprimento de onda fixado em 210 nm. A coluna analitica utilizada foi a Nova Pack
CN HP (300 mm x 3,9 mm x 4 ym, Waters). A fase mével foi constituida de n-hexano:
2-propanol (97:3) na vazao de 1 mL/ minuto, de acordo com Saldanha et al. (2006). A
identificacdo dos 6xidos de colesterol foi realizada por comparagdo dos tempos de
retencado dos padrbes com os tempos de retencdo da amostra e por co-cromatografia.
A quantificagéo foi feita por padronizagéo externa de acordo com curva de seis pontos,
cujas concentragdes variaram de 0,5 a 100 mg/mL para os 6xidos de colesterol e de
0,2 a 6 mg/mL para o colesterol. Os niveis de deteccdo foram de 0,06 ug/mL para o
colesterol, de 0,01 a 0,04 ug/mL para os éxidos de colesterol detectados por UV e de
1,98 a 2,12 ug/mL para os 6xidos detectados no indice de refracao (MARIUTTI, 2009).
A confirmacgéo dos 6xidos de colesterol foi realizada por HPLC-APCI-MS utilizando um
espectrébmetro de massas (MS) Squire 4000 (Bremen, Germany), acoplado a um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japan),
bomba de solventes (LC-20AD), degaseificador (DGU 20As) e software (LC Solution).
Os parametros do MS/MS de acordo com Mariutti et al. (2008a) foram ajustados nas
seguintes condi¢des: modo positivo; temperatura da fonte de 400 °C; corona 4000 nA;
gas de secagem (N2) 300°C; fluxo 5 I/min; nebulizador 65 psi; € escala de varredura
de 80 a 450 m/z. Os espectros de massas obtidos dos Oxidos encontrados nas
amostras foram comparados com os espectros de massas dos padrdes de éxidos nos
correspondentes tempos de retencgao.

4.2.5. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram tratados através de analise de variancia pelo
sistema STATISTICA (2000), versao 5.5, StatSoft Inc. e as médias comparadas pelo
teste de Tukey para p< 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao do coentro

A Tabela 2 apresenta os compostos fendlicos, os carotendides e a clorofila
encontrados na folha de coentro.

Os teores de compostos fendlicos totais na folha de coentro foram de 0,89 +
0,1 mg/g, quantidades muito semelhantes ao descrito por Kaur e Kapoor (2002) (0,82
mg/g) que verificaram capacidade antioxidante maior que 70% em sistema modelo
contendo B-caroteno e acido linoleico.

Tabela 2 - Composicao de fendlicos totais, carotendides e clorofila do coentro

Composto M+ DP”
Fendlicos totais (mg/qg) 0,89 £ 0,1
Carotendides totais (mg/qg) 0,18+0,0
Clorofila total (ug/g) 43,5+9,9
Clorofila a (ug/g) 26,1 +2,9
Clorofila b (ug/g) 17,4+6,9

*Média + estimativa de desvio padrao.

O coentro apresentou teores de 0,18 = 0,0 mg/g de carotendides totais
(Tabela 2). Na literatura ja foi descrito por Guerra, Melo e Mancini-Filho (2005) teores
de 0,54 mg/g de carotendides totais na base seca, e dentre os carotendides
encontrados o [(-caroteno apresentou-se como composto majoritario presentes no
extrato de coentro, representando cerca de 60% dos carotendides totais. As diferencas
encontradas entre as quantidades de carotendides na folha de coentro podem ser
explicadas pelas variagdes naturais presentes nas plantas, entre eles os cultivares,
solo, regidao geografica, periodo de coleta, maturidade da planta (MERCADANTE,
2008).

O teor de clorofila total na folha de coentro foi de 43,5 £ 9,9 ug/g, de clorofila
a equivalente a 26,1 = 2,9 ug/g e de clorofila b foi de 17,4 £ 6,9 ug/g. Os teores de
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clorofila total encontrados no presente trabalho foram muito menores que os teores
obtidos por Kamat et al. (2003) em folha de coentro, cujo teor de clorofila total foi de
1770 ug/g, de clorofila a de 1348 ug/g e de clorofila b igual 420 pg/g. A variagdo nos
teores pode estar relacionado como método de extracao e as variagdes dos cultivares.

Na literatura ha poucas informacdes sobre as quantidades de clorofila nos
vegetais, bem como sua discriminacdo entre as clorofilas a e b (MARQUEZ;
SINNECKER, 2008). No entanto, ja foi descrito o teor de clorofila total em folhas de
couve apresentando 104-367 mg/100g (KOPSELL et al., 2004), em espinafre, 92
mg/100g (PIAGENTINI; GUEMES; PIROVANI, 2002) e em salsa, 64 mg/100g (BOHN et
al., 2004).

5.2. Comportamento da bixina durante o armazenamento e tratamento térmico em

pescada branca

Os teores de bixina variaram de 1,13 £ 0,3 a 0,56 + 0,05 mg/g na base seca
entre as amostras cruas e cozidas adicionadas de urucum e de urucum mais coentro,
como podem ser observados na Tabela 3.

As amostras de pescada branca adicionadas de condimentos nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) nos teores de bixina,
embora os valores aparentes sejam menores nas amostras cozidas (Figura 5). Isto
sugere que o tipo de tratamento térmico empregado e o tempo de coccao nao foram
suficientes para degradar de forma significativa este carotendide, visto que Castro
(2008) observou em peito de frango adicionado de urucum uma reducdo em 19% no
teor de bixina apo6s a grelhagem.
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Tabela 3 - Teores de bixina* (mg/g de alméndega de peixe, base seca) obtidos de
pescada branca adicionada de urucum e de urucum mais coentro, cruas e
cozidas a 97°C em agua fervente por 30 minutos.

Tratamento urucum urucum+coentro
crua 1,13+0,3? 0,83+0,03?°
cozida 0,76+0,08%° 0,56+0,05°

* Média + estimativa de desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa pelo
teste de Tukey (p>0,05).

2,0 5

1,5 —

Teores de bixina
mg/g (base seca)

urucum ucurum-+coentro

Tratamento

Figura 5. Teores de bixina (mg/g, base seca) em pescada branca crua e cozida. Legenda: s 0,1%
urucum, = 0,1% de urucum mais 0,5% de coentro. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (p>0,05). Os desvios padrdes sdo determinados pelas barras.

Durante os 120 dias de armazenamento as amostras de pescada branca
adicionadas de urucum apresentaram pequenas variagcdées no teor de bixina com uma
reducdo em 18% do seu teor inicial (Tabela 4). As amostras adicionadas de urucum
mais coentro ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) em

seus niveis durante os 120 dias como pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Teores de bixina* (mg/g de alméndega de peixe, base seca) obtidos de
pescada branca adicionado de urucum e de urucum mais coentro
submetido a tratamento térmico apdés o armazenamento a -18°C.

Tempo (Dias) Alméndega de pescada branca
urucum urucum+coentro
0 0,76+0,08" 0,56+0,05°
30 0,66+0,018 0,73+0,06"
90 0,52+0,02°P 0,58+0,03°
120 0,62+0,04%¢ 0,60+0,04"®

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa pelo
teste de Tukey (p>0,05).

A Figura 6 apresenta os teores de bixina ao longo da armazenagem para as
amostras adicionadas de urucum e de urucum mais coentro, pode-se observar que as
amostras apresentaram um perfil muito semelhante nao diferindo estatisticamente
(p>0,05), porém nota-se uma pequena diferenga nos teores de bixina no tempo zero
qgue pode ser explicada pela homogeneizagao incompleta da amostra.

Castro (2008) também nao observou grandes variacées no teor de bixina em
peito de frango adicionado de urucum considerando as mesmas condi¢gdes de
armazenamento (CASTRO, 2008).

1,50
1,25
1,00

0,75 — %\/'Q/.é_

0,50 4

Teores de bixina
mg/ (base seca)
.1

\

0,25+

0,00 = T y T T T ’ T T T
0 30 60 90 120

tempo (dias)

Figura 6. Teores de bixina (mg/g, base seca) em pescada branca adicionada de urucum e de urucum
mais coentro submetido a tratamento térmico ap6és o armazenamento a -18°C.Legenda: —o— 0,1%
urucum, —o— 0,1% urucum mais 0,5% coentro. Os desvios padrées sdo determinados pelas barras.
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5.3. Teores umidade e de lipidios totais

Os teores médios de umidade e de lipidios totais em pescada branca estao
apresentados nas Tabelas 5 a 7.

A umidade em pescada branca crua foi de 80,2 + 0,4 g/100g (Tabela 5).
Esses teores estdo de acordo com a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO, 2006) para pescada branca. Apos o tratamento térmico houve uma redugéo de
6% em seus teores, variando seus niveis entre as amostras de 75,9 + 0,1 a 78,3 + 0,8
g/100g, resultados préoximos foram descritos para pescada grelhada do atlantico (70 a
75 g/100q) por Saldanha e Bragagnolo (2008).

Tabela 5 - Teores de umidade (g/100g de alméndega de peixe) e de lipidios totais
(9/100g de alméndega de peixe, base seca) de pescada branca para
amostras cruas e cozidas com e sem adi¢cao de condimentos®*.

N crua cozida
Analise

controle controle urucum coentro urucum-+coentro

d b d
Umidade  80:2%0.4° 76,1+0,1% 77,2+0,4° 783+0,8 75,9+ 0,1

Lipidios totais 16,0 + 0,72 13,1 +1,0*® 12,8 +0,1° 14,7 £1,0*® 14,3 +0,0*°

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras minUscula iguais, na mesma linha, ndo apresentam
diferenca significativa (p>0,05) no teste de Tukey.

Os teores de umidade ao longo de 120 dias variaram de 80,0 £ 0,2 a 77,1
2,5 ¢g/100g nas amostras cruas e de 75,9 £ 0,1 a 73,8 £ 0,4 g/100g nas amostras
cozidas (Tabela 6). As amostras cruas apresentaram pequenas variagdes no teor de
umidade, nao ultrapassando a 4% nas amostras controle em 60 dias, adicionada de
coentro em 15 dias e adicionada de urucum mais coentro em 120 dias.

As amostras cozidas apresentaram reducdo de até 8% na umidade quando
comparadas as amostras cruas ao longo dos 120 dias, isto pode ser explicado pela
possivel perda de agua no cozimento da pescada.
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Tabela 6 - Teores de umidade (g/100g de almbéndega de peixe) em amostras de
pescada branca crua e cozida, adicionada ou nado de condimentos,
armazenada a -18°C por 120 dias.

Tempo Alméndega de pescada branca crua*
(dias) controle urucum coentro urucum-+coentro
0 80,2+0,4%"%%! 80,740,124 80,9+0,1%°°¢ 80,0+0,27ccetan
15 79,5x0,0"ccetaniik 79,540,204 tohiik 77 g4q qhilkimnopars  gq 749 020
30  81,30,5*°° 80,2+0,22° 0% 80,2+0,2*> e 79,4+0,5°00 o niIk!
45 79,440,300 lONIK! 80,310,2*>0%¢ 80,2+0,4*00°! 79.7+0,4P0detahi]
60  77,6%0,5M mnopans 78,641,000t enikimnop 79 g4 gbedelani 82,4+0,5%
90 80,2+0,2%Pcdef 79,540,504 gniik 79,620 4bcdetahiik 79,1+0,10¢ehenijkim

120 79,8+0,1 b,c.de.fg.hii 80’Oio’3b,c,d,e,f,g,h 80,3i0’2a,b,c,d,e,f 77,1 i2’5m,n,o,p,q,r,s

Tempo Alméndega de pescada branca cozida*
(dias) controle urucum coentro urucum-+coentro
0 76,240,2%" 77,2044 mnopars 78,3£0,3"¢MIIMNORA 75 g4 gt

79,4+0,1 b,c,d,e,f,g,h,i,j,kl,m
77.6+0 2h,i,j,k,|,m,n,o,p,q,r,s
77:510: 1HHbmnopans
77,11,0"mnopars

78,Sio,Sd,e,f,g,h,i,j,k,l,m,n,o,p,q
78,8i0,2d,e,f,g,h,i,j,k,l,m,n,o,p,q
80,040,384 19"

78,3i0,2f,g,h,i,j,k,l,m,n,o,p,q,r
90  73,5+0,2" 77,3£0,21 mnopars 77,820,19NKImAoRArSt 75 540, 154
120  73,8+0,4"" 76,5+0,37%"° 76,9+0,76°P4"S! 75,4+0,0%"

1 5 78,91’0, 1 d,e f,g,h,i,j,kl,m,n,0
30  78,1+0,5"ohikimnopars
45 80,040,470t

60  76,6+0,5°P"S

77.3+0 2j,k,|,m,n,o,p,q,r,s

76,9+0,2M0P4"S

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras minusculas iguais ndo apresentam diferenca significativa
(p>0,05) teste de Tukey.

O teor de lipidios totais em pescada branca crua foi de 16,0 + 0,7 g/100g na
base seca (Tabela 5), este teor lipidico foi superior ao obtido por Saldanha e
Bragagnolo (2008) em amostras cruas de pescada do atlantico (8,3 g/100g, base seca).

Pode-se verificar na Tabela 5 que as amostras controle cruas comparadas as
amostras controle cozidas e as adicionadas de condimentos, ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativamente (p<0,05) em seus teores de lipidios
totais, exceto para a amostra contendo urucum que apresentou uma redugao
significativa (p>0,05), mas que provavelmente esta redugéo seja devido a amostragem.
Estudos realizados com anchovas cruas apresentaram 14,5 g/100g (base seca) de
lipidios totais e ao serem grelhadas reduziram seus teores de lipidios totais pela metade
(7,7 9/100g) (OHSHIMA et al.,1996). Deve-se ressaltar que inumeros fatores como as

espécies de peixes, época e més de pesca, a profundidade e a localizacdo onde os

78.3+0 1f,g,h,i,j,k,I,m,n,o,p,q,r

78.3+0 1e,f,g,h,i,j,k,l,m,n,o,p,q
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peixes foram pescados podem afetar a sua composicao quimica (GAMEZ-MEZA et al.,
1999).

A Tabela 7 apresenta os teores de lipidios totais na base seca para pescada
branca cozida ao longo de 120 dias de armazenamento. A amostra controle em 90 e
120 dias reduziu os lipidios totais em 20% em relacdo ao tempo zero, a pescada
adicionada urucum mais coentro apresentou uma diminui¢cdo de 18% nos lipidios totais
e as amostras adicionadas de coentro apresentou uma reducdo de 20% no fim do
armazenamento em relacdo ao tempo inicial. Essa perda de lipidios esta de acordo com
a reducéo de lipidios totais em pescada do atlantico (15%) encontrada por Saldanha e
Bragagnolo (2008) durante as mesmas condicbes de armazenamento descritas no
presente trabalho.

Tabela 7 - Teores de lipidios totais (g/100g de almbéndega de peixe, base seca) de
pescada cozida, adicionada ou ndo de condimentos, armazenada a -18°C
por 120 dias.

Alméndega e pescada branca cozida*

Amostras/dias

Zero 30 60 90 120
controle 13,141,0°°%%  14,7+0,3*° 14,6+0,12"° 10,2+1,0° 10,9+0,6"
urucum 12,8+0,17%%°"  14,110,5*°°%  12,440,2°%°"9  12,320,1%%9  12,710,1>°¢*
coentro 14,7+1,0*° 18,920,2%7%%°  13,120,6°°%°  12,740,3°°%*"  11,720,1°"¢
urucum+coentro  14,3+0,0*°%¢ 15 8+0,6° 14,5+0,0%°° 11,7+0,8%"9 12,1+0,4%°"9

*média + estimativa de desvio padrdo. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05).

5.4. Colesterol

Os teores de colesterol em pescada branca crua e cozida expressos na base
umida estdo apresentados na Tabela 8. Os teores de colesterol variaram de 46,8 + 0,5
a 52,5 + 2,3 mg/100g (base Umida) em pescada crua controle e adicionadas de
condimentos ao longo dos 120 dias de armazenagem. As amostras cozidas
apresentaram variacdo de 53,7 £ 0,0 a 61,5+1,5 mg/100g ao final do armazenamento.

Esses valores de colesterol encontrados na pescada branca estdo de acordo com o0s
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teores relatados na Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO, 2006) que é

de 51 mg/100g (base Umida) de colesterol em pescada branca fresca.

Tabela 8 - Teores de colesterol (mg/100g de alméndega de peixe, base umida) de pescada
crua e cozida, adicionada ou ndo de condimentos, armazenada a -18°C por 120

dias.
Alméndega de pescada crua*
Tempo
(dias) controle urucum coentro urucum+coentro

0  49,6£3,1"mnorars! 46,8+0,5"" 47,541,567 46,3+1,3""

15 50,5410,15\mMopAnst 49 5ip gmnoRarst 49 0+0,0mOP S 42,7+0,6*"

30 47,0413 48,740,9"0PATN 50 440 3KIMNOPAIST 4 140 pP ALY
45 52,0+1 ,5h,I,J,K,L.rﬁ,nvo,p,q,hsvt 48,7+1 ’2n,o,p,q,r,s,t,u 48,0+1 ,3q,r,s,t,u,v 48,2+1 ’260,p,q,r,s,t,u
60  54,3£0,3%1OMIIMNOP 49 340 7MNOPANSE  4g f1q 9 mnoPanet 41,9+1,9'

90 49,241,3MP7 49,1£0,3™0P4"1  49.710,6 MmO 49,2+1,1n0P 408t

120 52,52 39tkimnoparst 48 g4 pnoparstu 49 gip phmnoparst 47,820,4"S4Y

Alméndega de pescada cozida*
Tempo

(dias) controle urucum coentro urucum + coentro
0 64,5+1,0° 59,442,929 53,7+0,0"MHIMAORAT 65 414D 437
15 62,43,6™° , 55,840,204kl 5o 410 ghtHImnopanst 6o giq gabed
30 57’211 ,1b,c,d,e,f,g,h,| 55’5i0,gc,d,e,f,g,hjl,],k,l,m 51 ’Oio’4|,j,k,l,m,n,o,p,q,r,s,t 56,7i1 ’4b,c,d,e,f,g,h,|,1,k
45 54,31_1 ’5e,t,g,h,|,J,k,I,m,n,o,p,q 54,9i1 ,4d,e,t,g,h,|,],k,|,m,n 47,31_1 ’Os,t,u,v 53’7i2,1t,g,h,|,],k,l,m,n,o,p,q,r
60  583+1,1°cdeton 54,9+0,57CH9NIIMN 53 441 Fhenibimnopars g5g 740 goocele
90 61,1£0,9*>%¢ 56,8+1,0°4¢M 9N 54 444 petoniklmno 60,5+2,0>%¢
120 61,3+1,3*"° 56,8+3,9°°9°19M 54,340 9°9NIKIMNOP g1 541,570

*Média * estimativa de desvio padréo. Letras minlUsculas iguais ndo apresentam diferenga significativa
(p>0,05) teste de Tukey.

A Figura 7 apresenta o efeito do tratamento térmico nos niveis de colesterol

(base umida) em pescada branca, sendo esses teores menores nas amostras cruas do

gue nas amostras cozidas, isto de deve a perda de agua presente nas amostras que

foram submetidas ao tratamento térmico. Para eliminar o efeito da agua, a Tabela 9

apresenta os niveis de colesterol na base seca durante os 120 dias.
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Figura 7. Concentragédo de colesterol (mg/100g, base umida) em pescada branca, a) controle, b) 0,1%
urucum, c) 0,5% coentro, e d) 0,1% urucum mais 0,5% coentro. Legenda: mm amostras cruas
mmamostras cozidas. Os desvios padroes sdo determinados pelas barras.

A Tabela 9 apresenta os niveis de colesterol em pescada branca crua e
cozida na base seca. Os teores de colesterol nas amostras cruas variaram de 231,8 +
2,8 a 259,3 £ 8,5 mg/100g e nas amostras cozidas foram de 245,8 + 2,3 a 262,7 = 2,3
mg/100g ao longo de 120 dias de armazenamento entre as amostras controle e
adicionadas de condimentos. Estes valores apresentaram-se dentro da variacao
encontrada por Saldanha e Bragagnolo (2007) em pescada do atlantico crua (223 a 337
mg/100g, base seca) e grelhada (230 a 345 mg/100g, base seca).

As amostras de pescada branca crua e cozida nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre o controle e as demais amostras contendo

urucum, coentro, e urucum mais coentro ao longo de 120 dias de armazenamento.
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Comparando-se as amostras cruas adicionadas de condimentos em relacao
ao controle, apenas as amostras contendo urucum mais coentro em 120 dias
apresentaram menores niveis de colesterol (10%), sendo os demais tempos sem
diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). A pescada cozida ndao apresentou
diferenca estatistica ao longo da armazenagem quando comparado o controle aos

tratamentos empregados.

Tabela 9 - Teores de colesterol (mg/100g de almbndega de peixe, base seca) em

pescada branca processada, crua e cozida, adicionada ou nao de
condimentos, armazenada a -18°C por 120 dias.

Alméndega de pescada crua*

EQWSF)DO controle urucum coentro urucum + coentro
0 250,848,129 243 3+3,8°°%°M9 24945 7800del9 231 8+D g9
15 246,240,22009919 2414870019 243,1+0,7°°%*19  231,78+3,9°
30  241,7+2,3%9°'9 247,144,12000819 246 3442 82919 236 4+4,3%°19
45 250,8£3,8%°°9°19  246,7+33%004eM9  241,040,6°9°'9  235+9,4°9
60  244,6%1,7°°9%19 244 5x4 000del0 D47 645820049 D41 945 ool
90  248,7+1,0*°°9%19 243 5+0,9°0%%19 243 543200909 241 346,4°91
120 259,3+8,5%"°%° 240,6+1,2°%°"9 248,8+6,1>°°49 232 8+7,4'
Alméndega de pescada cozida*
1('3{:;0 controle urucum coentro urucum + coentro
0  268,8+14,5"° 258,1+10,42°°%¢" 245 8+p 32Pcdels 271 4+11,9°
15 260,75%15,6°°°%° 245 6153a°°¢*'9 239 5+2 6% 252,2+4,6 000l
30  258,242,9°°%%° 248 4435%00%°l9 240 34D 3000 248,7+4,23P000 1S
45 261,745,7%°%¢ 243,616,449 237,120,9%%°"9 248,4+10,5%>cel9
60  249,6+12,43P°019 240 243, 10001 245,614,9°00019 253 741,480 cdel
90  258,544,1%00%°1 247 14372000l D5( D4 KOOGS D4Q 5rg g4a0cdel
120 262,7+2,3*"° 247,7+15,23P09%19 249 7+15200%e19 256,243 1200% N9

*Média *+ estimativa de desvio padrdo. Letras minUsculas iguais ndo apresentam diferenga
significativa (p>0,05) Teste de Tukey.

Pode-se observar na Figura 8 que o tratamento térmico nao alterou os niveis

do colesterol (p>0,05) em nenhuma das amostras estando de acordo com Shozen,
Ohshima e Ushio (1995) que observaram niveis constantes de colesterol em produtos

marinhos apés serem grelhados.
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Figura 8. Concentragdo de colesterol (mg/100g, base seca) em pescada branca, a) controle, b) 0,1%
urucum, c¢) 0,5% coentro, e d) 0,1% urucum mais 0,5% coentro. Legenda: mm amostras cruas
mmamostras cozidas. Os desvios padroes sdo determinados pelas barras.

5.5. Efeito do armazenamento e tratamento térmico na formacao dos 6xidos de

colesterol

Foram identificados cinco 6xidos de colesterol em pescada branca, 7-
cetocolesterol (7-ceto), 7B-hidroxicolesterol (73-OH), 7a-hidroxicolesterol (7a-OH), 5,6a-
epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol. Destes éxidos foram possiveis quantificar o 7-
ceto, 0 7B-OH e o 7a-OH ao longo de 120 dias de armazenamento e ap6s o tratamento
térmico (Tabela 10 a 14). Os epdxidos, 5,6a- e 5,6B-epoxicolesterol apresentaram-se
abaixo do limite de detecgdo para o indice de refragdo (2,12 e 1,98 pg/mL,
respectivamente), no entanto foram identificados no HPLC-MS/MS.
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O 7-ceto é o principal 6xido encontrado em alimentos depois de submetidos
ao tratamento térmico (MARIUTTI, 2008a; SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2007), porém
no presente trabalho foram encontrados baixos teores deste éxido em pescada branca
variando de 0,74 £ 0,03 a 0,24 + 0,03 pug/g para as amostras cruas e de 0,82 £ 0,05 a
0,11 £ 0,01 pg/g para as amostras cozidas do inicio ao final do armazenamento (Tabela
10).

Durante os 120 dias de armazenamento ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) no teor de 7-ceto, ocorrendo apenas algumas
variagées pontuais para a amostra controle e adicionada de urucum em 45 dias e para
a amostra contendo urucum mais coentro em 15 dias de armazenamento. Embora
sejam as maiores médias encontradas, essas variacdes podem ser decorrentes a falta
de homogeneizacdo das amostras. A pescada cozida apresentou comportamento
semelhante as amostras cruas, pois em geral ndo apresentou alteracdes nos teores de
7-ceto durante o armazenamento.

Saldanha, Benassi e Bragagnolo (2008) também encontraram baixos teores
de 7-ceto em sardinha crua (0,6 pg/g, base seca) nas anadlises referentes ao tempo
zero, porém ao final do armazenamento houve um aumento no teor deste Oxido
chegando a 16,7 pg/g, muito superior ao encontrado no presente trabalho. Nas
amostras de sardinha grelhada os teores de 7-ceto variaram de 2,6-12,3 pg/g
(SALDANHA; BENASSI; BRAGAGNOLO, 2008) valores estes também superiores aos
teores encontrados em amostras cozidas de pescada branca. Porém ja foi descrito na
literatura a auséncia deste 6xido para amostras cruas e grelhadas de pescada do
atlantico (SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2008).

Ohshima, Li e Koizumi (1993) avaliaram o teor de 6xidos de colesterol em
varios produtos marinhos em anchova desidratada por salga e encontraram niveis de
46 a 48 ug/g deste 6xido na base seca, em arenque os niveis foram de 7,5 ug/g (base
seca) e em bacalhau do pacifico o teor de 7-ceto foi baixo equivalente a 2,3 ug/g (base
seca), portanto os teores de 7-ceto dependem além de outros fatores, da espécie de
peixe e do tratamento ao qual foi submetido.
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Tabela 10 - Teores de 7-cetocolesterol (ug/g de almbéndega de peixe, base seca) em
pescada branca crua e cozida, adicionada ou nao de condimentos,
armazenada a -18°C por 120 dias.

Alméndega de pescada crua*

1;3{25)0 controle urucum coentro urucum + coentro
0 0,44:0,119MkLmno 0 4940 g2enkimner g 7410 03 0,31+0,05" mnoPars!

15
30
45
60

0,31+0,00" ™" oPars!
0,320,004 M noPare
1,2640,12°
0,42+0,009MHclmnop

0,450,059 kbmne
0,480,090 Mkm
1,11£0,00°
0,51+0,05"%"

0,68+0,07%
0,50+0,04 9.1k
0,77+0,00%¢
0,60+0,05°"¢

1,01+0,04°°
0,27+0,00"Parst
0,47i0,099,h,i,j,k,l,m,n
0,42+0,108Miklmnop

90 0,4010,06h,i,i,k,l,m,n,o,p,q,r,s O,4Oioi02h,i,j,k,l,m,,n,o,P,q,l’ O,4Oio’Ozh,i,j,k,l,m,n,o,p,q 0,49i0501f,g,h,i,j,k,l
120 0,35+0,02%'™"0P4"S 0,260,037 4" 0,27+0,04°P a7t 0.24+0,037%"s
Alméndega de pescada cozida*
Tempo |
(dias) controle urucum coentro urucum + coentro
0 0,58+0,05°"9" 0,82+0,05% 0,34+0,03!mnopars g 380,09tk Imnopars
15 0,7610,04?’"e O,SSiO,OOf’g’h’I' 0,27i0,060,p,q,r,311 0,27i0,040,p,q,r,s,t
30 0,3810,04'!]vkvlls.mvnvovpqurvs 0,41 io,O7g,h,l,J,k,|,m,n,0,pyq 0,22i0,04q,r,3,t 0,29i0,1 Om,n,o.,lp,q,r,s,t
45 0,430,009"H\mneP0,58+0,00%'9" 0,26+0,00%P 4" 0,490,117 entk
60 0,31£0,00€/™"0PA"S (0 35+0,00M! ™ORN (0, 2040,06% 0,32+0,07¢/mnoPars
90 0,42£0,020MkIMNeP 0,35£0,00M ! mNOPA%E  0,300,00M ™ORN 0,220,004
120 0,11+0,01' 0,21+0,00"* 0,31+0,00%"™™0P4"s  0,32+0,03H M OPArS

*Média t estimativa de desvio padréo. Letras minlUsculas iguais ndo apresentam diferenga significativa
Teste de Tukey (p>0,05).

A Figura 9 apresenta os teores de 7-ceto ap6s o cozimento das amostras,

pode-se observar que para a maioria das amostras o tratamento térmico nao

influenciou a mudanca deste 6xido, embora as amostras adicionadas de coentro

apresentaram algumas variagcbes mais especificas e os teores deste Oxido foram

menores para as amostras cozidas em quase todos os tempos.

Por

outro lado,

comparando-se o controle com as amostras adicionadas de coentro n&o apresentaram

diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Figura 9. Concentracao de 7-cetocolesterol (ug/g, base seca) em pescada branca, a) controle, b) 0,1%
urucum, c) 0,5% coentro, e d) 0,1% urucum mais 0,5% coentro. Legenda: mm amostras cruas
mmamostras cozidas. Os desvios padroes sao determinados pelas barras.

O 7B-OH dentre os éxidos de colesterol encontrados em pescada branca foi
0 mais abundante nas amostras cruas e cozidas. Ohshima et al. (1996) também
encontraram este Oxido como majoritario em anchovas submetidas a tratamento
térmico.

A Tabela 11 apresenta os teores de 7p-OH que variaram entre as amostras
cruas de 6,80 £ 0,40 a 12,20 + 0,20 pg/g do tempo zero ao final de 120 dias e para as
amostras cozidas esses teores foram de 6,74 + 0,02 a 17,10 + 0,30 pg/g no mesmo
periodo analisado.

No final do armazenamento, pode-se observar que as amostras cruas
apresentaram um aumento no teor de 7B-OH para todas as amostras quando

comparadas ao tempo zero. Durante o armazenamento houve aumento no teor deste
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oxido de 72% para o controle, 70% para urucum e 67% para amostra adicionada de
urucum mais coentro, porém sem diferenga significativa (p>0,05) nas amostras
adicionadas de coentro quando comparada ao tempo zero. Porém em 90 dias de
armazenamento as amostras cruas condimentadas apresentaram seus maiores teores
de 7B-OH quando comparadas as amostras controle no mesmo periodo, inclusive as
amostras adicionadas de coentro que apresentou um aumento de 43%.

As amostras cozidas de pescada branca apresentaram um aumento no teor
deste 6xido no final da armazenagem em relagdo ao tempo zero, bem como ocorreu
com as amostras cruas, porém as amostras cozidas adicionadas de coentro também

apresentaram aumento.

Tabela 11 - Teores de 7B-hidroxicolesterol (ug/g de alméndega de peixe, base seca) em
pescada branca crua e cozida, adicionada ou nao de condimentos,
armazenada a -18°C por 120 dias.

Alméndega de pescada branca crua*

1;3';25)0 controle urucum coentro urucum + coentro
0 7,100,20°P4" 6,80+0,40°P4" st 8,70+1,50™OP 7, 20+0,4Q™ 0P A"
15 4,29+0,03" 5,850,077 4"t 5,00+0,02°*" 6,940,070 P4
30  5,38+0,020"%" 4,81+0,05°" 4,10+0,80" 6,300,507 >t
45 6,90+0,10°Pars 12,00+2,00""™ 5,500,207 7,06+0,08°P4"!
60  8,45+0,06"™"°P 10,01£1,02™4mn 5,00+0,20"" 7,96+0,00"™ 0P
90  8,60+0,10%'™"oP 14,20+0,20°°%*" 12,40+0,50"9" 16,50+0,60*°
120 12,20+0,20"¢™ 11,50+0,30"" 7,90+0,40"™"P4"  12,00+0,50"9"
Alméndega de pescada branca cozida*
1;3';25)0 controle urucum coentro urucum + coentro
0  11,50£0,80"" 6,74£0,02°P4%t 10,30+0,60°™*'  8,10+0,90"™"OP4
15 8,60%0,30,"™"°P 5,30+0,40°"" 9,47+0,20"'™° 9 500,20 mne
30  7,60£0,30"™"0PArS 5,05+0,01" 7,18+0,05™°P%%  10,08+0,04"H !
45 7,10£0,50°Pa"s! 4,20+0,30" 13,00+1,80%" 14,01£0,04>c4e
60 8,000,100 6,90+2,10°P4"*t  11,4040,10"*"%  12,20+0,20""
90  15,40+0,50*°%° 13,0042,00°"¢ 13,23+1,03%" 14,1020,20° ¢
120 16,17+0,06*°° 16,10+0,20*%%¢ 13,60+0,60%%*" 17,100,30°

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras mindsculas iguais nao apresentam diferenga significativa
(p>0,05) Teste de Tukey.
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O cozimento da pescada branca favoreceu um aumentou no teor de 73-OH
para a maioria das amostras, bem como pode ser visualizado na Figura 10. As
amostras adicionadas de urucum apresentaram aumento no teor desses 6xidos apenas
em 120 dias, enquanto as demais amostras apresentaram aumento no teor de 73-OH
em quase todos os tempos, sendo este aumento mais pronunciado nas amostras
adicionadas de coentro e urucum mais coentro.

Ohshima et al. (1996) encontraram altos teores deste 6xido em anchovas
apoés a grelhagem (64 ug/g, base seca), porém estes teores foram inferiores aos obtidos
no presente trabalho. Saldanha e Bragagnolo (2007) ndo detectaram 7B-OH em

pescada do atlantico nas amostras cruas e grelhadas.

Teor de 7B-hidroxicolesterol
ng/g (base seca)

Teor de 7p-hidroxicolesterol
1g/g (base seca)

Tempo (dias) Tempo (dias)

Teor de 7B-hidroxicolesterol
ug/g (base seca)

Teor de 7p-hidroxicolesterol
1g/g (base seca)

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 10. Concentragdo de 7B-hidroxicolesterol (ug/g, base seca) em pescada branca, a) controle, b)
0,1% urucum, c) 0,5% coentro, e d) 0,1% urucum mais 0,5% coentro. Legenda: mm amostras cruas
mmamostras cozidas. Os desvios padroes sdo determinados pelas barras.
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Os teores de 7a-OH nas amostras cruas de pescada branca variaram de 2,87 +
0,40 a 10,20 + 0,60 pg/g na base seca e nas amostras cozidas esta variagao foi de 3,74
+ 0,23 a 11,80 £ 0,45 pg/g como demonstra a Tabela 12. Este foi o segundo 6xido de
colesterol mais abundante encontrado nas amostras analisadas, porém ja foi descrito
sua auséncia em pescada do atlantico, em anchovas e sardinhas frescas (SALDANHA;
BRAGAGNOLO, 2008; OHSHIMA et al., 1996; OSADA et al., 1993). SALDANHA et al.
(2006) encontraram 12,61 ug/g (base seca) de 7a-OH em bacalhau cru e Osada et al.
(1993) obtiveram 27 ug/g na base seca de 7a-OH em sardinha seca processada.

A pescada crua nas amostras controle, adicionadas de urucum e de coentro
apresentaram aumento nos teores de 7a-OH a partir de 60 dias de armazenamento, ja
as amostras adicionadas de urucum mais coentro apresentaram aumento significativo
(p>0,05) somente a partir de 90 dias. Nas amostras cozidas controle e adicionada de
urucum apresentaram um aumento no teor de 7a-OH em 60 dias, as demais tiveram os
niveis deste 6xido aumentado em 90 dias de armazenamento.

Como pode ser observado na Figura 11 o tratamento térmico n&o influenciou
no aumento dos niveis de 7a-OH nas amostras controle e nas condimentada, visto que
na maioria das amostras seus teores ndo sofreram alteracdes significativas (p>0,05)
(Tabela 12).
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Tabela 12 - Teores de 7a-hidroxicolesterol (ug/g de alméndega de peixe, base seca) em
pescada branca crua e cozida, adicionada ou ndo de condimentos,

armazenada a -18°C por 120 dias.

Alméndega de pescada branca crua*

-I;zlrgg)o controle urucum coentro urucum + coentro
0 4,30+0,90™"0Parst 2 87+0,40"" 5,00+0,70"™"°P4T  4,80+0,20" ™"
15 5,38+0,02!MMoP4  4.8140,05"™" PG 4,11£0,84™NOPANE 6 33+0,54" kM
30 5,05+0,39'™"PAT 3,32+0,04°P9" 2 3240, 29° 3,57+0,63%P4"!
45  6,4620,09™!" 5,66+0,06/"™ P 5,20+0,14' MNP 4 08+0,28" MM OPA!
60 8,180,409  9,03+1,55°0%19 9 7541 09700 4,141,03MmnoPars!
90 8,76+0,09°°¢°MN  10,68+1,16%"° 10,1020,80%%%%° 9,50+0,20°¢<4"9
120 9,701‘0,803’b’c’d’e’f 1 O,zoio’Soa,b,c,d,e 9,83i057oa,b,c,d,e,f 9’21 i0,0gb,C,d,e,f,g

Alméndega de pescada branca cozida*

T((:erlr;[;()) controle urucum coentro urucum + coentro
0 3,74+1,00%P%"! 3,76+0,23°P47S1  4,43+0,04™"0PATST 4 68+0,66™" P
15 3,22+0,13P4"! 3,680,337 3,77+0,47°P%"! 4,36+1,06™" 0P a0
30 3,07+0,46%" 2,89+0,05"" 2,2340,27' 4,1420,33m"oparst
45 5,74+0,06""!m"° 3,8940,00™°P4 S 3,14+0,30%" 7,170,219k
60 8,50+0,14°%¢ " 7,54+1,13'9MI% 3 38+0,3g%Pars! 7,82+0,05%'9""
90 10,67+0,62%°° 10,430,60*°°%°  10,87+0,94*°° 10,590,044
120 10,42+0,16*°°¢ 10,21+0,03*°°%°  11,80+0,45" 11,140,03*°

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras mindsculas iguais nao apresentam diferenga significativa
(p>0,05) Teste de Tukey.
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Figura 11. Concentragéo de 7a-hidroxicolesterol (ug/g, base seca) em pescada branca, a) controle, b)
0,1% urucum, ¢) 0,5% coentro, e d) 0,1% urucum mais 0,5% coentro. Legenda: mm amostras cruas mm
amostras cozidas. Os desvios padrdes sdo determinados pelas barras.

A Tabela 13 apresenta a somatéria dos 6xidos de colesterol em pescada
branca crua e cozida. Observa-se o aumento dos Oxidos totais no final do
armazenamento em pescada branca crua cujos teores alcancaram de 18,00 + 1,11 a
22,24 ug/g e em pescada cozida esses teores foram de 25,69 + 1,00 a 28,54 *
0,35 pg/g.

As amostras de pescada controle crua e cozida apresentaram o maior teor
de 6xidos de colesterol totais em 120 dias de armazenamento (70-88%), enquanto que
as amostras condimentadas apresentaram os teores maximos em 90 dias de
armazenamento nas amostras cruas e em 120 dias para as amostras cozidas

apresentando um aumento de 117 a 150% nas amostras adicionadas de urucum, de
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115 a 117% de urucum mais coentro, e de 60 a 77% de coentro. Estas diferengas entre
os teores de 6xidos formados sao referentes a comparacédo de cada amostra ao longo
de 120 dias em relacdo ao tempo zero, porém quando comparadas entre si e ao

controle, estas diferencas ndo sédo estatisticamente significativas (p>0,05).

Tabela 13. Teores de éxidos de colesterol totais (ug/g de almbndega de peixe, base

seca) em pescada branca crua e cozida, adicionada ou n&o de
condimentos, armazenada a -18°C por 120 dias.

Tempo Alméndega de pescada branca crua*
(dias) controle urucum coentro urucum+coentro
0 11,80+1,26°Parstuvwwx 10,10+0,85 Sty 14,36+2,161MNOPAS 1D 3440 GONOPANSLUVWX
15 9,960,025 11,11£0,03P4 1AM g 80+0,76" 4" 14,280,611/ ™" oPar!
30 10,75+0,41%"stuvxy 8,61+0,18"*Y 6,93+1,17" 10,1841,17"tuvwxy
45 14,630,17<mnoPa 18,711,97" 0 11,46+0,30°PANSIUNIXY 4D 5140 51 MOParstuvm
60 17,0520,48"" M 19,55+2,63°%"9" 15,39+1,15 ! mnop 12,53+1,12MNOParstuvx
90 17,77+0,29%"k! 25,28+0,98%°° 22,90+0,38°%¢" 26,53+0,80%°
120  22,24+1,00°%ef9 21,93+0,28%%¢19 18,001,119k 21,470,520t on
Tempo Almondega de pescada branca cozida*
(dias) controle urucum coentro urucum+coentro
0 15,81+1,85kImne 11,32+0,2Q0ParstuvXy 15 0g+Q gtk mnopa 13,14+0,20™ 0P A SLUV.W
15 12,58+0,17™MOPAISIUVWX g 540 7OVWXY 13,50+0,69"MMOPANSLUY 14 10+0,93" MOP AL
30 11,01+0,17Parstuvwxy 8,35+0,13"* 9,63+0,37"""*Y 14,51+0,14% mnopar
45  13,22+0,60™™MOPANSLLY 8,67+0,29"*Y 16,36+2,13"tmn 21,67+0,37%%°"9
60 16,780,227+ mn 14,78+3,251 ™ "0Pa 14,96+0,16 ™"0Pa 20,33+0,23% 0N
90 26,52+0,17°° 23,78+2,45°°9¢ 24,401,997 24,88+0,27%"°
120  26,71+0,11%° 26,49+0,04*° 25,69+1,00*"° 28,54+0,35°

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras mindsculas iguais nao apresentam diferenga significativa
(p>0,05) Teste de Tukey.

A Figura 12 (a-h) apresenta o perfil dos 6xidos de colesterol totais formados

nas amostras cruas e cozidas ao longo do armazenamento.

Dentre os trés 6xidos formados, o 7-ceto foi 0 que menos contribuiu para o

aumento nos teores de 6xidos totais, devido aos seus baixos teores presentes nas
amostras. Ja o 7B-OH e 7a-OH foram os mais representativos em todas as amostras

controle e as adicionadas de urucum, de coentro e de urucum mais coentro.
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Avaliando o perfil dos 6xidos totais formados durante o armazenamento, as
amostras cruas apresentaram maior teor de 6xidos de colesterol a partir de 90 dias nas
amostras condimentadas, exceto o controle que atingiu seu teor maximo em 120 dias.
Ja as amostras cozidas controle, adicionada de urucum e de coentro apresentaram
aumento nos niveis de éxidos totais em 90 dias chegando ao maximo em 120 dias,
porém as amostras adicionadas de urucum mais coentro apresentaram um aumento
significativo (p>0,05) e progressivo a partir de 45 dias chegando ao maximo em 120
dias.

Em geral, as amostras de pescada branca ap6s o cozimento ndo sofreram
alteragbes nos niveis dos 6xidos de colesterol totais, indicando que o tratamento
térmico nao influenciou na formacado dos o6xidos significativamente (p>0,05), e os
condimentos utilizados ndo exerceram efeito protetor € nem prooxidativo, visto que as
amostras controle apresentaram comportamento semelhante as demais amostras
condimentadas.

Al-Saghir et al. (2004) avaliaram o efeito do tratamento térmico em salméao
cozido em vapor (12 min) e frito em diversos 6leos de origem vegetal (6 min),
observaram que apds o tratamento térmico houve um aumento de 1000 vezes de
oxidos totais nas amostras cozidas, enquanto que para as amostras fritas houve um
aumento de mais de 300 vezes. O tempo de preparo pode influenciar na formacao dos
oxidos, visto que o tempo para o cozimento do salméo foi o dobro em relagédo as
amostras fritas. Shozen, Ohshima e Ushio (1995) encontraram altos niveis de 6xidos
totais em lula processada (50,4 ug/g, base seca) que apds a grelhagem nao sofreu
alteracao (50,3 pg/g, base seca). Por outro lado, observaram um aumento no teor de
oxidos totais em arenque do pacifico que inicialmente apresentava 136,5 ug/g (base
seca) e depois de grelhado apresentou 156 pg/g na base seca. Portanto além do tempo
e o tipo de tratamento térmico empregado, a variedade de peixe pode influenciar na
formagao ou ndo dos 6xidos de colesterol.
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controle cru, b) controle cozida, c¢) urucum cru, d) urucum cozida, e) coentro cru, f) coentro cozida, g)
urucum mais coentro cru, e h) urucum mais coentro cozida. Legenda: HEM 7a-hidroxicolesterol,
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A Tabela 14 apresenta a taxa de oxidacdo de colesterol € expressada pela

razdo entre éxidos de colesterol totais e a concentracdo de colesterol na amostra

expressa em porcentagem (MARIUTTI, 2009). Nota-se que a taxa de oxidacao

alcancou 1% de oxidacao do colesterol entre as amostras cruas e cozidas de pescada

branca nos tempos 90 e 120 dias de armazenamento. Essa taxa de oxidagdo em

pescada branca foi menor quando comparadas a oxidagao de colesterol em peito de

frango cru e grelhado durante o armazenamento de 90 dias, sendo 4,7 e 5,0%,
respectivamente (MARIUTTI, 2009).

Tabela 14. Taxa de oxidagao (6xidos totais/colesterol) (%) em pescada crua e cozida,
adicionada ou n&o de condimentos, armazenada a -18°C por 120 dias.

Tempo Alméndega de pescada crua*

(dias) controle urucum coentro urucum-+coentro
0 0,47+0,07P9"st 0,42+0,049"s! 0,58+0,10%'mnopar g 5340 03" mnOPALS
15 0,40+0,00"" 0,46+0,02°a"st 0,40+0,03"" 0,62+0,02M!m:nop
30 0,44+0,02P0"s! 0,35+0,015! 0,28+0,04' 0,43+0,04P 0 st
45 0,58+0,01%mnorar g 76+ 07 9"k 0,47+0,01Pa"st 0,53+0,00"™noPars
60 0,70+0,04™kImn 0 80+0,12° 9N 0,62+0,06'™"oP (g 52+0 0™ "OPA"S
90 0,71x0,029Mkim 1 04+0,0420Cd 0,94+0,00%Pc0ef 1,10+0,06%°
120 0,860,009 0,91+0,02°cdef9 0,72+0,039 "k 0,92+0,052Pcef

Tempo Alméndega de pescada cozida*

(dias)  controle urucum coentro urucum-+coentro
0 0,56+0,04%m"oPar 0 44+0,03P" s 0,61+0,02M!mnora o 50+0,01%Pa"s
15 0,46+0,00P%"s" 0,39+0,04"" 0,56+0,02<'mnoPar g 5G+0 Ok MNOPAT
30 0,42+0,01Pa"st 0,34+0,01%! 0,40+0,01"s* 0,58+0,02%mn-0.p.ar
45 0,51+0,01"°P4"s  (,36+0,00%" 0,69+0,09™ktmn g 87+0, 020! o
60 0,67+0,04'%mne g §2+(, {4klmnop 0,61+0,02i!mnora g 8n+0,00°" 9"
90 1,03+0,0220cd 0,96+0,92Pc0e 0,97+0,072Pc0% 1,00+0,032Pcde
120 1,02+0,012°cd 1,07+0,072°¢ 1,03+0,032°c¢ 1,11+0,03?

*Média + estimativa de desvio padrdo. Letras mindsculas iguais nao apresentam diferenga significativa
(p>0,05) Teste de Tukey.
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6. CONCLUSOES

A bixina em pescada branca ndo apresentou alteracdes significativas no seu
teor durante o armazenamento por 120 dias a -18°C e apds o cozimento das amostras.

A umidade apds o tratamento térmico reduziu seu teor no maximo de 8% nas
amostras controle e condimentadas, porém o armazenamento nao apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em seus teores para a maioria das

amostras.

O teor de lipidios totais em pescada branca ndo apresentou mudancas
significativas (p>0,05) apds o tratamento térmico. No entanto, ao longo de 120 dias de
armazenamento houve reducdo em seu teor de até 20%, provavelmente devido a

oxidacao lipidica.

O nivel de colesterol na base seca na pescada branca nao apresentou

mudanca durante o armazenamento e tratamento térmico.

Foram identificados e quantificados em pescada branca crua e cozida trés
oxidos de colesterol, o 73-OH como o mais abundante, seguido do seu isémero 7a-OH
e por ultimo com menor teor de 7-ceto. Além disso, foram identificados os epo6xidos
5,6a-epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol no espectrdbmetro de massas, 0s quais nao
foram quantificados por estarem abaixo do limite de detec¢do no detector de indice de

refracao.

O tratamento térmico e o armazenamento ndo alteraram os niveis de 7-ceto
entre as amostras controle e condimentadas, exceto as amostras cruas contendo
coentro que apresentaram menores teores quando comparadas a pescada cozida
adicionada de coentro. Porém, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
(p>0,05) das amostras contendo coentro com as amostras controle, portanto ndo se
pode inferir que este condimento apresentou um efeito antioxidante.

A pescada branca contendo urucum, urucum mais coentro e controle
apresentaram um aumento no teor de 73-OH em torno de 70% e as amostras contendo
coentro 0 aumento deste 6xido foi de 43% ao longo dos 120 dias de armazenamento.
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Embora para as amostras adicionadas de coentro tiveram um menor aumento, nao
houve diferenga significativa destas amostras das tratadas com urucum. O tratamento
térmico favoreceu o aumento deste 6xido para todas as amostras, porém as amostras
contendo urucum apresentaram um aumento significativo somente em 120 dias. E os

maiores teores de 73-OH foram nas amostras contendo urucum mais coentro.

O teor de 7a-OH em pescada branca apresentou um aumento entre as
amostras controle e condimentadas a partir de 60 dias de armazenamento, € 0

cozimento ndo alterou os niveis deste 6xido para as maioria das amostras.

Considerando os 6xidos de colesterol totais 0 armazenamento propiciou um
aumento nos éxidos nas amostras controle, adicionadas de urucum, de coentro e de
urucum mais coentro, porém as amostras condimentadas nao apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) quando comparadas as amostras controle, indicando que nao
houve protecdo dos condimentos frente a oxidacdo do colesterol. De maneira geral, o
tratamento térmico ndo modificou o teor dos 6xidos de colesterol totais em pescada
branca, pois na maioria das amostras ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa (p>0,05).
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