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RESUMO

DANTAS, Natalie Marinho. Composi¢cao de acidos graxos, teores de colesterol e 6xidos de
colesterol em amostras comerciais de atuns em conservas. 2016. 86p. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O Brasil possui um importante polo de pesca comercial, fato que se torna relevante considerando
os beneficios que o consumo de pescados desempenha na nutricdo humana. As conservas de
peixes promovem nestes alimentos tempos de vida 1til prolongados. Entretanto, os alimentos
ricos em acidos graxos poliinsaturados e colesterol, como os atuns, quando submetidos ao
processamento térmico, apresentam grande potencial para a oxidacdo lipidica. Os produtos da
oxidagdo do colesterol (POC’s) estdo envolvidos no desenvolvimento de doengas, como a
aterosclerose, e podem ser absorvidos a partir da dieta. Desta forma, este trabalho teve como
objetivos avaliar a composi¢do lipidica e a formacdo dos POC’s em conservas de atuns
comercializadas na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Foram avaliadas amostras de
conservas “raladas” em “salmoura” e em “6leo” de 3 marcas comerciais. Para determinacao da
oxidacao lipidica, identificou-se a composi¢cdo de acidos graxos dos atuns e respectivos liquidos
de coberturas a partir dos ésteres metilicos, através de Cromatografia Gasosa com detector de
ioniza¢do por chama; além da quantificagdo simultdnea do colesterol e dos POC’s, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e confirmados por cromatografo liquido com
espetrometro de massas (interface de ionizacdo quimica por pressdo atmosférica) (APCI-MS).
Os atuns em “salmoura” apresentaram médias entre 24,60 a 27,23g/100g de umidade; entre 4,21
a 5,59g/100g de lipideos; teores de 9,13 a 16,20g/100g de acidos graxos poliinsaturados (AGPI),
e elevadas concentragdes de acidos graxos saturados (AGS) (entre 54,66 a 59,85g/100g), em
base seca (BS). Foram evidenciados nos indices de qualidade nutricional das fragdes lipidicas
com valores pouco desejaveis sob o ponto de vista nutricional. As concentragdes de colesterol
nessas amostras variaram entre 190,95 a 399,28mg/100g, e foram identificados elevados teores
de produtos de oxidagdo do colesterol (entre 321,42 e 414,94ug/g/100g), em BS. As amostras de
atuns em conservas contendo “6leo” apresentaram teores entre 31,93 e 51,33g/100g de umidade;
entre 23,70 e 43,99g/100g de lipideos, elevadas concentracdes de acidos graxos poliinsaturados
(de 46,06 a 49,92g/100g), em especial os da série wo e reduzidos teores na soma de EPA e DHA
(entre 0,59 e 1,73g/100g). As concentracdes de colesterol variaram entre 135,90 e
191,92mg/100g e os POC’s de 110,97 a 207,19ug/100g. Em relacdo aos liquidos de coberturas,
foram identificadas concentragdes significativas de colesterol (de 18,99 a 37,10mg/100g nas
salmouras e de 113,09 a 259,12mg/100g nos o6leos, respectivamente), além de elevados teores de
produtos de oxidagao do colesterol (entre 230,54 ¢ 477,121g/100g nas salmouras e entre 44,15 e
151,18ug/100g nos 6leos). Observou-se a transferéncia de lipideos dos pescados para os liquidos
em “salmoura”, além da migragdao de lipideos entre os pescados e os Oleos vegetais nas
conservas em “6leo”, alterando os perfis de acidos graxos de ambos os meios. Considera-se que
a producdo de conservas de peixes favorece a perda da sua qualidade lipidica, promovem
oxidacao de 4cidos graxos e induzem a formacao de produtos de oxidagao do colesterol, fato que
indica a necessidade da condugdo de novos estudos que avaliem a ocorréncia desses compostos
indesejaveis oriundos da oxidacao lipidica em produtos de pescados.

Palavras-chave: Atuns em conservas. Acidos graxos. Fracdes lipidicas. Oxidos de colesterol.



ABSTRACT

DANTAS, Natalie Marinho. Fatty acid composition, cholesterol and cholesterol oxides
contents in commercial samples of canned tuna. 2016. 86p. Dissertation (Master in Food
Science and Technology). Institute of Technology, Department of Food Technology, Rural
Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Brazil presents an important commercial fishing pole, which turns it to become relevant
considering the benefits that consumption of fish plays in human nutrition. Canned fish promotes
long shelf life of these food. However, foods that are rich sources of polyunsaturated fatty acids
and cholesterol, such as tuna, have a great susceptibility for lipid oxidation when exposed to
thermal processing. Cholesterol oxidation products (COP’s) are related to several diseases such
as atherosclerosis, and can be absorbed from the diet. Thus, this study aimed to evaluate the lipid
composition and COP’s production in canned tuna purchased from metropolitan area of Rio de
Janeiro. Three trademarks of “grated in brine” and “in o0il” canned tuna were evaluated. To
determinate lipid oxidation, the fatty acid composition from the methyl esters of the fish and
their brine were identified using gas chromatography with flame ionisation detector; cholesterol
and cholesterol oxides were determined simultaneously, using high-performance liquid
chromatography and confirmed by liquid chromatograph mass spectrometer (chemical ionization
interface for atmospheric pressure) (APCI-MS). Tuna in “brine” samples presented moisture
contents in a range of 24.60 to 27.23g/100g; lipids contents ranging from 4.21 to 5.59g/100g;
polyunsaturated fatty acids (PUFA) levels between 9.13 to 16,20g/100g, and high saturated fatty
acids (SFA) contents (in a range of 54.66 to 59.85g/100g) (dry basis-DB). The nutritional quality
index showed that lipid fractions presented undesirable values. These samples presented
cholesterol concentration ranging from 190.95 to 399.28mg/100g, and high cholesterol oxidation
products contents (between 321.42 and 414.94ug/100g- DB). Samples of “in oil” canned tuna
presented moisture and lipids contents of 31.93 to 51.33g/100g and 23.70 to 43.99g/100g,
respectively; high polyunsaturated fatty acids concentration (46.06 to 49.92g/100g), especially
the wo series; and low levels of EPA and DHA amounts (in a range of 0.59 and 1.73g/100g).
Cholesterol and COP’s contents varied from 135.90 to 191.92mg/100g and from 110.97 to
207.19ug/100g, respectively. Significate concentrations of cholesterol were identified in brine
(18.99 to 37.10mg/100g) and “in oil” samples (113.09 to 259.12mg/100g), and high COP’s
contents were found (in a range of 230.54 and 477.12pg/100g from brine and 44.15 to
151.18ug/100g from “in oil” samples). It was observed that there is a transference of lipids from
fish to brine, as well as migration between fish lipids and vegetable oils in the “o0il” covers,
changing the fatty acids profiles of both. It is considered that the production of canned fish
contributes to loss of lipid quality, promotes fatty acids oxidation and induces the formation of
cholesterol oxidation products. These results indicate that is necessary to conduct further studies
to evaluate the occurrence of these undesirable compounds in fish products.

Keywords: Canned tuna. Fatty acids. Lipid fractions. Cholesterol oxides.
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1 INTRODUCAO

Os pescados apresentam relevante crescimento em sua producdo e comercializagdo no
Brasil e no mundo. O seu consumo esta amplamente relacionado aos beneficios nutricionais,
devido as proteinas de elevado valor biologico, minerais, vitaminas, além da composicao de
acidos graxos, destacando-se os poliinsaturados (AGPI) 6mega 6 (06) e 6mega 3 (®w3). Os
acidos graxos Omega 3 desempenham importantes fungdes relacionadas as atividades
fisiologicas, como a imunologica, o funcionamento do cérebro e redug¢do do desenvolvimento
de doengas cardiovasculares.

Apesar dos beneficios associados ao seu consumo, a distribuicdo de pescados frescos
em grande parte do pais ¢ dificultada pela situagdo geografica pela baixa qualidade do produto
comercializado em feiras livres e mercados, sendo comum o seu consumo enlatado. Além
disso, sdo alimentos extremamente pereciveis, devido as caracteristicas intrinsecas de sua
carne, tais como: elevada atividade de &gua, composi¢do quimica, teores de gorduras
insaturadas facilmente oxidaveis e, principalmente, o pH proximo da neutralidade.

Os pescados industrializados oriundos da aqiiicultura e da pesca extrativista tém um
grande mercado a ser explorado no Brasil, a exemplo do que ocorre em varios paises, onde ha
uma alta diversidade destes produtos. O processamento e a industrializagdo permitem nao sé a
agregacao de valor comercial, como também contribuem para a popularizagdo do consumo
dos pescados.

Para a producdo das conservas de pescados ou pescados enlatados, os mesmos sao
submetidos a tratamentos térmicos através da apertizacdo ou “esterlizacdo comercial”. Tal
procedimento visa o aquecimento de um produto em recipientes fechados, na auséncia relativa
de ar até certa termperatura e em um tempo suficiente para a destruicdo de microrganismos
patogénicos. Este processo, além de promover a destruicao térmica dos esporos bacterianos,
agrega aspectos desejados ao produto final e melhoramento das caracteristicas sensoriais.

Contudo, durante o processamento térmico, os alimentos sdo expostos a diversos
fatores que podem interferir na sua estrutura e composi¢do quimica, havendo degradagdo de
nutrientes labeis e compostos biologicamente ativos. Os fatores que mais contribuem para
essa alteracdo sdo: temperatura, luz, oxigénio, umidade do meio, agentes oxidantes e
redutores e presenca de ions metalicos (CORREIA et al., 2008).

A oxidacdo lipidica ¢ o termo geral utilizado para descrever uma sequéncia complexa
de alteragdes quimicas resultantes da interacao entre lipideos e oxigénio. Durante reacdes de
oxidacdo, os acidos graxos esterificados em triacilglicer6is e fosfolipideos decompdem-se,
formando radicais livres e off flavors, prejudiciais a qualidade dos alimentos.

Os acidos graxos insaturados e o colesterol apresentam certa instabilidade, que ¢
influenciada pela propria estrutura quimica, temperatura, pH, oxigénio, luz, presenca de ions
metalicos, dentre outros fatores. Estes agentes sdo promotores de transformagdes, tais como
degradacao e oxidagdo (OHSHIMA et al., 1996; ECHARTE et al., 2001; SALDANHA et al.,
2008).

Os oxidos de colesterol ou produtos de oxidagdo do colesterol sdo um grupo de
esteroides semelhentes ao colesterol, formados em alimentos através de processos de
oxidacdo ou de autoxidag¢do ndao enzimatica. Sua ocorréncia esta relacionada aos alimentos
ricos em colesterol e 4cidos graxos poliinsaturados, como os pescados, quando submetidos a
processamentos térmicos extremados ou condi¢des que favoregam a oxidacao lipidica (KIM;
NAWAR, 1993; LEONARDUZZI et al.; 2002). Diversos estudos comprovaram que estes
compostos, ingeridos a partir de dieta, potencializam eventos indesejaveis no organismo,



como doencas inflamatorias, cardiovasculares e cancer (POLI et al., 2009; SILVENTE-
POIROT; HUR et al, 2014).

As industrias de conservas vém apresentando avancos na sua producdo, acompanhado
da elevagdo do consumo de alimentos praticos e “prontos para consumo’ nas ultimas décadas.
O atum ¢ um pescado com alto valor nutritivo, considerado saudavel pelas populagdes, e com
expressiva comercializagdo mundial. No Rio de Janeiro, as conservas de atuns estdo entre os
principais pescados enlatados consumidos no Estado, juntamente com as sardinhas, em uma
grande variedade de apresentacdes.

Os niveis de oOxidos de colesterol identificados em diversos tipos de pescados
submetidos ao processamento, e sua ingestdo através da dieta, sugerem agdes deletérias ao
organismo. Embora o efeito do tratamento térmico sobre a composi¢ao de lipidios em peixes
tenha sido extensivamente pesquisado, sdo escassos os estudos sobre as alteragdes ocorridas
nos teores de colesterol, dcidos graxos poliinsaturados e a sua relagdo com a formagdo 6xidos
de colesterol em atuns em conservas, justificando, assim, a realiza¢do deste trabalho.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Diante do exposto, o objetivo geral do presente estudo foi determinar a composigao de

acidos graxos, teores de colesterol e a possivel formacao de produtos de oxidacao do
colesterol, em conservas de atuns ralados em “salmoura e em “6leo” de diferentes marcas
comerciais, oriundos da regido metropolitana do Rio de Janeiro (RJ).

2.2 Objetivos Especificos

1.

Coletar amostras de atuns em conservas, a partir de 3 marcas comercializadas na
regido metropolitana do Rio de Janeiro, nas variedades contendo “6leo” e “salmoura”
como liquidos de coberturas;

Determinar a composicdo quimica dos atuns em conservas a partir das analises de
umidade, lipidios totais, dcidos graxos por cromatografia gasosa, e colesterol e 6xidos
de colesterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Calcular os Indices de Qualidade Nutricional dos lipideos dos atuns a partir das suas
fragdes lipidicas;

Verificar a ocorréncia da interagao quimica entre os lipidios presentes nas amostras e
liquidos de coberturas;

Confirmar a presenca dos Oxidos de colesterol nas amostras avaliadas, a partir da
confirmagdo das estruturas através de UPLC-APCI-MS;

Correlacionar e analisar os dados obtidos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A producio e o consumo de pescados no Brasil e no mundo

Conforme o Regulamento de Inspe¢do Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), "pescados" referem-se aos peixes, crusticeos, moluscos, anfibios,
quelonios e mamiferos de 4gua doce ou salgada destinados a alimentacdo humana (BRASIL,
1952). Se destacam nutricionalmente pela concentracdo e qualidade das suas proteinas, a
presenca de vitaminas e minerais e, principalmente, por ser fonte de 4cidos graxos essenciais
3 eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA) (SARTORI; AMANCIO, 2012).

A produgdo mundial de pescados apresentou relevante crescimento nos ultimos anos,
de acordo com a FAO (Organizacao das Nac¢des Unidas para a Agricultura e Alimentagao).
Estima-se que alcangcou em 2012 uma produgdo média de 158 milhdes de toneladas, sendo
51,1% originados da pesca e 48,9% da aquicultura, a qual apresenta expressivo aumento ao
longo dos anos, comparado aos 5% em 1962 e 37% em 2002. Deste total produzido, 136,2
milhdes de toneladas foram destinados ao consumo humano (FAO, 2014).

O consumo médio per capital mundial de pescados gira em torno de 19,2 kg/ano e ¢
responsavel por 16,7% do consumo de proteina animal da populacdo mundial. Além disso,
representam um componente nutricional importante em alguns paises densamente povoadas,
onde os niveis totais de ingestao protéicas sdo reduzidos. Uma por¢do de 150g de peixe pode
fornecer cerca de 50 a 60% das necessidades didrias de proteinas de um adulto (FAO, 2014).

No Brasil, de forma geral, os peixes sao os alimentos mais consumidos do grupo de
pescados, uma vez que o acesso a outros alimentos do grupo ndo ¢ generalizado. No entanto,
apesar de o pais possuir enorme costa maritima e inimeros rios de grande porte, na maior
parte das regides, a oferta de peixes também ¢ reduzida e os pregos sdo relativamente altos em
relagdo as carnes vermelhas e de aves, reduzindo a frequéncia do consumo de pescados
(BRASIL, 2014).

Logo, apesar do aumento do consumo de peixes no Brasil serem evidentes nos ultimos
anos (Figura 1), com um per capita de 10,63kg em 2012 (BRASIL, 2015), este ainda ¢
considerado baixo. A distribuicdo de pescados frescos em grande parte do pais € dificultada
em razdo da situacdo geografica, além da falta de habito e da baixa qualidade de produtos
encontrados em feiras livres ¢ mercados, sendo comum consumo de pescados enlatados,
salgados ou congelados em detrimento aos similares frescos (SARTORI; AMANCIO, 2012).

Além disso, segundo a Pesquisa Nacional FIESP/IBOPE — Brasil Food Trends 2020,
os brasileiros confiam na qualidade dos produtos industrializados, como os enlatados, e se
declararem dispostos a aumentar o consumo desses produtos, que apresentam crescimento
aparente no Brasil (FIESP/IBOPE, 2010).

Desta forma, o Brasil ndo tem apresentado crescimento expressivo no consumo de
pescados frescos, comparado ao restante do mundo. Os beneficios nutricionais provenientes
dessas fontes protéicas € o seu baixo consumo reforcam a validade de investimentos e
incentivos para o aumento da disponibilidade e consumo pelas populagdes (FERNANDES et
al., 2014; GAVIGLIO et al., 2014).

Esse estimulo a producdo e consumo de pescados sao fontes de constantes projetos
e iniciativas nas organiza¢des mundiais. No Brasil, o “Plano Safra da Pesca e Aquicultura
2015/2016” busca como meta o crescimento anual de 20% na producao de pescados, para
que o Brasil alcance, até 2020, uma producdo de 3 milhdes de toneladas na pesca de



captura e na aquicultura, e se apresente entre os cinco maiores ofertantes de proteinas de
pescado do mundo (BRASIL, 2015).

w—ip Evolucdo do Consumo no Brasil w—ip  Evolucdo do Consumo no Mundo

Proje¢do Consumo no Brasil (2020)

Figura 1: Balango do consumo de pescados no Brasil e no mundo.

Essa tendéncia no estimulo a produgdo e deve continuar nas proximas décadas, sendo
a aquicultura a maior responsavel por atender a crescente demanda de pescados em nivel
mundial, com uma previsdo de que em 2030 serd responsavel por mais de 60% da producdo
mundial de pescados para consumo humano (FAO, 2015).

3.2 Atuns em conservas: producio e processamento

Os pescados podem ser comercializados nas formas in natura ou industrializados. A
primeira refere-se ao pescado recém-capturado, submetido a refrigeracao (ou nao) e adquirido
ainda cru, enquanto que a segunda se refere ao pescado que sofre algum processo de
manuseio (como evisceragdo ou filetagem) e preservacao (congelado ou enlatado) (OGAWA,
1999).

Os atuns sao peixes amplamente distribuidos em aguas tropicais e subtropicais, e estao
entre os mais importantes na industria da pesca. Pertencem ao género Thunnus,
familia Scombridae e classe Actinopterygii (FISHBASE, 2014). Sete espécies e géneros sao
responsaveis por cerca de 90% do total das capturas de atuns, com elevado seu crescimento
durante os ultimos anos (FAO, 2014) (Figura 2).

Thunnus alalunga, Thunnus obesus, Katsuwonus pelamis, Thunnus albacares

A

Figura 2: Espécies de atum utilizadas em conservas (FAO, 2014).



As principais espécies de atuns capturadas para enlatamento no sao: Thunnus
albacares, Thunnus alalunga, Thunnus obesus, Katsuwonus pelamis (Figura 3) sendo essa
ultima espécie a mais enlatada, com participagdo de mais de 70%. No Brasil, essa espécie ¢
conhecida como skipjack, gaiato ou bonito-listrado e representa mais de 95% da matéria-
prima enlatada pela industria local. As espécies Thunnus albacares, conhecida no Brasil como
Yellowfin ou Albacora, e o Thunnus obesus, conhecido como “Patudo” ou Bigeye, tém
pequena participacdo na industria de enlatados brasileira. A espécie Thunnus alalunga,
conhecida como voador ou atum-branco, ndo ¢ enlatada no Brasil (SANTOS, GONCALVES,
2011).
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Figura 3: Principais espécies de atuns capturadas para enlatamento.

Os principais pescados enlatados consumidos no Rio de Janeiro sdo atuns e sardinhas,
em uma grande variedade de apresentacdes. Em menor escala, sdo consumidos os enlatados
dos pescados: cavalinha, mexilhdo e polvo (BARROSO; WIEFELS, 2010).

O enlatamento dos pescados tem como objetivo principal preparar um produto de boa
qualidade, capaz de ser armazenado por mais de 1 ano, além de ser uma excelente forma de
transporte do produto, pois ndo necessita de refrigeracdo. Para que este produto possa ser
conservado satisfatoriamente, o conteudo das latas deve ser isento de bactérias e enzimas
ativas; as paredes internas das latas devem ser resistentes ao ataque de qualquer substancia do
conteudo, como também a superficie exterior deve resistir a corrosao sob condigdes razoaveis
de armazenamento; e as latas devem ser hermeticamente fechadas para evitar a entrada de ar,
agua e contaminantes (SANTOS; GONCALVES, 2011).

Entre os diferentes tipos de pescados, os mais utilizados em fabricas de conservas sao:
atuns, sardinhas, anchovas e cavalas. Os 6leos sd3o usualmente adotados como liquidos de
coberturas, que assumem um efeito de conservagao e contribuem para tornar o produto mais
palatavel, além de apresentarem agdo protetora pela capacidade de isolar os produtos do ar
(CAPONIO et al., 2011).

Entende-se por "fabrica de conservas de pescados" o estabelecimento dotado de
dependéncias, instalagcdes e equipamentos adequados ao recebimento e industrializacdo dos
pescados por qualquer forma, com aproveitamento integral de subprodutos ndo comestiveis
(BRASIL, 1952). A industria dos atuns tem feito progressos significativos na producgdo de
alimentos e subprodutos para consumo humano (FAO, 2014).
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A pesca de atuns em escala industrial teve inicio nas décadas de 1940 e 1950,
adotando o espinhel japonés e o barco de pesca de iscas no Pacifico. Na década de 1980, a
pesca de cerco se espalhou pelos Oceano Indico ocidental, Oceano Pacifico e Atlantico
oriental, devido a sua comprovada eficiéncia além do uso de equipamentos modernos, radares
e até helicopteros. Na década de 1980, novos paises comegaram a pesca em larga escala
industrial, principalmente com redes de cerco (a exemplo, México, Venezuela e Brasil.
(HAMILTON et al. 2011).

Anualmente, pelo menos 2,5 milhdes de toneladas de atuns sdo destinados para a
industria de conservas, sendo capturados principalmente por navios de cerco. Devido ao
aumento global nas demandas por pescados de alto valor nutritivo, as industrias de
processamento de atuns enlatados tem experimentado um elevado crescimento em termos de
numero de navios, capacidades de pesca e captura total (FAO, 2014).

As grandes empresas de enlatamento de atuns recebem a matéria-prima, ja congelada,
diretamente dos barcos de capturas. No Brasil, predomina o atum resfriado que, quando
descarregado, ¢ pendurado individualmente pela cauda em tuneis de congelamento
(SANTOS, GONCALVES, 2011).

O pescado recebido nos estabelecimentos industriais s6 poderd ser utilizado na
elaboracdo de produtos comestiveis apos de submetido a inspec¢do sanitaria (Regulamento da
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA) (BRASIL, 1952).
A inspegdo verifica, ainda, o estado das salmouras, massas, 6leos e outros ingredientes
empregados na fabricagdo de produtos de pescados, impedindo o uso dos que nao estiverem
em condicoes satisfatorias.

A producgdo industrial de conservas de peixes geralmente envolve duas etapas de
tratamento térmico: o pré-cozimento do pescado e sua esterilizagdo em latas. O primeiro
passo pode ser realizado por pressao ou por vapor e visa melhorar a aparéncia, sabor, aroma e
textura do produto final. Dessa forma, as altas temperaturas que sdo submetidas as conservas
de pescados, inevitavelmente levam a oxidagdo lipidica (ZUNIN et al., 2001).

Nas conservas enlatadas, as latas contendo o atum recebem salmoura ou 6leo, ou, em
alguns casos, recebem a adi¢do de sal seco e, em seguida, ¢ adicionada a dgua, 6leo ou molho.
As latas sao, em seguida, encaminhadas para o fechamento sob vacuo através da recravagao
ou dupla costura, que ¢ a parte da lata formada pela jun¢do dos componentes do corpo e da
tampa ou fundo, cujos ganchos se engatam e formam uma forte estrutura mecanica. As
temperaturas e tempos selecionados para a autoclave dependem do tamanho do recipiente, o
peso do bloco, temperatura de enchimento e o estilo de embalagem. Depois do processamento
térmico das latas, as mesmas sdo resfriadas, secas com ventiladores de ar, seguidos da
rotulagem durante a linha de producao (FAO, 1988).

As etapas de processo tradicional da produgdo industrial de conservas enlatadas de
atum podem ser destacas na Figura 4. O atum ¢ pré-cozido a uma temperatura entre 102-
104°C, e essa operagdo torna possivel a evisceracdo, quando necessario. A temperatura de
esterilizacdo da conserva pode alcancar 121°C (valor de F) durante 40 min, e esse valor
baseia-se no Clostridium botulinum, o microrganismo patogé€nico mais resistente ao calor e
causador de intoxicagdo alimentar, que devera ser inativado para manutencdo da inocuidade
do alimento enlatado (HEINZ, G.; HAUTZINGER, 2007). A Figura 5 apresenta a curva de
penetracao de calor em alimentos enlatados.

O recipiente metalico destinado ao preparo de conservas deve ser de chapa estanhada
(folha de flandres), novo e isento de falhas. Os recipientes, de qualquer natureza, devem ser
lavados externa e internamente com agua em temperaturas ndo inferiores a 80°C (oitenta
graus centigrados), e sempre submetidos a um jato de vapor antes de sua utilizagao (BRASIL,
1952).
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Figura 4: Fluxograma do processamento de atum em conservas (MORAES, 2007).
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Figura 5: Curva de penetracdo de calor, por condugdo, em alimentos enlatados. A curva (-)
corresponde a temperatura da autoclave e a curva (---) corresponde a temperatura do ponto
frio da lata. Fonte: Fellows, 2006.

Conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Conservas de Atuns e
Bonitos (BRASIL, 2010), o produto deve ser designado “atum” e classificado segundo sua
coloragdo e forma de apresentacdo, que podem ser: “solido” (consiste no lombo do peixe
cortado em segmentos transversais com os planos de seus cortes paralelos ao fundo do
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recipiente), “pedacos” (consiste no corte do lombo do peixe que mantenha a estrutura original
do musculo, em que no minimo 50% fique retido em uma peneira com loop de 1,2cm),
“picado ou “ralado” (grated, que consiste na elaboragdo de por¢des pequenas ou particulas de
lombo do peixe, de uma mesma espécie que foram reduzidas de tamanho e ndo estejam
aglutinadas) e outras formas de apresentacdo, desde que aprovados previamente pelos 6rgaos
competentes. Devem ser identificados, ainda, o meio de cobertura, que podem ser: em 6leo
comestivel, em salmoura, em salmoura com 6leo comestivel e em molho (BRASIL, 2010).

Conforme o mesmo Regulamento, produto deve conter, no minimo, 64% de carne em
relacdo ao peso liquido declarado. A composicdo do produto deve apresentar,
obrigatoriamente, carne de atum e, opcionalmente, os seguintes ingredientes: azeite de oliva;
outros Oleos vegetais comestiveis; dgua potavel; sal; condimentos, aromas e especiarias;
aditivos intencionais; vinagre; vinho; hortaligas; frutas; legumes; caldo vegetal; e outros
previamente aprovados pelos 6rgaos competentes. Nao ¢ permitido a utilizacao de proteinas
hidrolisadas (BRASIL, 2010).

Os liquidos de coberturas facilitam a troca térmica, t€ém efeitos protetores quanto a
oxidacdo dos produtos e ajudam a torna-los mais palataveis. Tratando-se dos diferentes tipos
de 6leos usados em conservas de pescados, estao os oleos refinados de sementes (exemplo: de
girassol) e azeite extra virgem, obtido dos frutos da Olea europaea L. (por meios mecanicos
ou fisicos), sendo este o mais raramente aplicado, e apenas em caso de atum. Esta situagao
provavelmente estd relacionada com o valor comercial mais elevado do atum, comparado aos
outros tipos de peixes enlatados (CAPONIO et al., 2011; DOMINGUEZ-VIDAL; 2016).

Comparado com a sardinha, o rendimento do pescado para a produgdo de conservas de
atum ¢ menor. Para 125g de conservas de sardinhas, sdo necessarios 175g do pescado in
natura. Contudo, para cada 170g de conservas de atuns, sdo necessarios 233g desse pescado
in natura (MPA, 2010). Para a produgao de atum em conservas, ¢ utilizado apenas cerca de
32-40% da matéria-prima desse pescado. A carne escura (10-13%) ¢ embalada em latas ou
bolsas, podendo ser utilizada em subprodutos como alimentos para animais de estimacao
(FAO, 2014).

Assim, a partir do momento em que o peixe ¢ capturado até que chega ao consumidor
como um produto em conserva, a matéria-prima ¢ submetida a uma variedade de etapas
industriais. Como resultado, os nutrientes essenciais (proteinas, vitaminas, lipideos, minerais)
presentes nos pescados sdo expostos a diferentes condigdes de processamento que podem
reduzir os valores nutricionais e sensoriais do produto final. Novas estratégias tecnoldgicas
sdao recomendados para aumentar a vida de prateleira de alimentos previamente armazenados
e para reter a qualidade sensorial e nutricional do produto final enlatado. Esta avaliacdo ¢
focada em perdas nutricionais e sensoriais de espécies comumente utilizadas para a
preparacao de conservas, e ¢ dada especial atengdo a investigagao sobre o efeito de diferentes
condigdes de processamento prévio (refrigeracao, congelagdo e armazenamento congelado e
cozimento) sobre a qualidade do produto enlatado (AUBOURG, 2001).

3.3 Aspectos nutricionais dos lipideos de pescados

As primeiras observagdes quanto ao valor nutricional dos pescados foram realizadas
no inicio do século XX, quando se relatou que o 6leo de figado de bacalhau exercia agdes
preventivas e terapéuticas nas caréncias de vitaminas A e D. Mais tarde, em conseqiiéncia da
competitividade exercida pelas vitaminas sintéticas, os 0leos de pescado foram perdendo sua
importancia. Entretanto, a partir da década de 80, a utilizagdo de pescados na alimentagdo
humana tem sido objeto de iniimeras pesquisas, pois contém proteinas de elevado valor
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biologico (presenca de todos os aminoacidos essenciais), além da composi¢ao de lipideos,
destacando-se os altos teores de 4cidos graxos poliinsaturados da série dmega-3 (®3),
principalmente os acidos eicosapentaenodico (EPA, C20:5) e docosahexaenoico (DHA, C22:6)
(SIGUEL, 1991; LEAF et al., 1999; SIMOPOULOS, 2000; MORI, 2006).

As variagdes na composi¢ao lipidica dos pescados podem ser atribuidas a uma série de
fatores, tais como espécie, idade, sexo, origem, alimentacdo disponivel, estacdes do ano,
condi¢gdes de criagdo e métodos de analise (BRAGAGNOLO, 1997, SALDANHA et al.,
2008).

Os teores de lipideos e acidos graxos dependem, ainda, dos locais de captura dos
pescados, sofrendo interferéncias no periodo de reproducdo e desova. Durante a desova, hé
um esgotamento das reservas lipidicas, que estavam armazenadas na forma de energia nos
tecidos musculares. Outros interferentes incluem a alimentagdo e a composi¢ao das espécies
de planctons (USYDUS et al. 2012).

Os 4acidos graxos poliinsaturados sdo classificados de acordo com a posi¢cdo das
ligacdes duplas, e a maioria dos acidos com importancia bioldgica pertencem aos grupos w6 e
®3. Dentre os acidos graxos 6, destacam-se os acidos linoléico (C18:2) e araquidonico
(C20:4). Ja em relagdao aos acidos graxos ®3, destacam-se o o-linolénico (C18:3), acido
eicosapentaendico (EPA, C20:5), acido docosahexaendico (DHA, C22:6), e o 4cido
docosapentaendico (C22:5). Ambos os acidos EPA e DHA sao componentes dos fosfolipideos
e triglicerideos dos peixes, e os acidos linoléico e a-linolénico sdo os 4cidos graxos essenciais,
necessarios para a fluidez das membranas (SAHENA et al., 2009).

Estes compostos sdo identificados em peixes de dgua fria (atum, salmdo, sardinha,
bacalhau), o0leos vegetais, sementes de linhaga, nozes, em alguns 6leos de algas e preparagdes
farmacéuticas, e sua ingestdo equilibrada estd associada a diversos beneficios fisioldgicos
(HELLBERG et al., 2012; CALDER., 2014), como na producdo de eicosanoides,
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (FAO, 2010).

Os acidos graxos de cadeia longa, como EPA (C20:5), DHA (C22:6) e araquidonico
(C20:4), desempenham importantes fungdes no desenvolvimento e funcionamento do cérebro
e da retina. Esse grupo de acidos graxos s6 podem ser sintetizados a partir dos acidos linoléico
e o-linolénico presentes na dieta (DEFILIPPIS; SPERLING, 2006; HE, 2009; GORJAO et al.,
2009; PATTERSON et al., 2012).

Outros efeitos benéficos a saude estdo relacionados com a manutencao da funcao
imunolégica, preven¢do ao desenvolvimento da aterosclerose, embolia, hipertrigliceremia,
hipertensdo, doengas auto-imunes e problemas alérgicos, além de reduzirem
significativamente a mortalidade por doengas cardiacas, levando a reducdo do nuimero de
infartos, do desenvolvimento de anginas, arritmias e fibrilagdo cardiaca (CHURCH et al,
2008; LEE; CHIEN, 2008; ZHENG et al., 2013; RAATZ et al., 2013; PITTAWAY et al,
2015, LOZOVOY et al., 2015).

Também apresentam potencial efeito contra o estresse oxidativo do figado, doengas
cardiovasculares, diversos tipos de cancer, resisténcia a insulina, inflamagdes, doengas
pulmonares e outros, pelo seu efeito protetor que assume no organismo (OTERO-RAVINA et
al., 2007; NOVELLO et al., 2008; GDOURA et al., 2011; CORELLA; ORDOVA’S, 2012;
PITTAWAY, 2015).

A Organizagdo Mundial de Satide (OMS) recomenda que a ingestdo de lipideos da
dieta nos adultos esteja entre 20-35% do total de energia e estd baseada quanto as
recomendagdes para a ingestdo adequada dos acidos graxos essenciais. Dietas com baixa
ingestdo energética desses nutrientes (<20%) podem afetar adversamente a concentragdo
lipidica sanguinea, reduzindo os teores de HDL, através da ingestdo inadequada de acidos
graxos essenciais. Ja a ingestdo de acidos graxos saturados deve estar abaixo de 10%, para
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redugdo dos potenciais riscos de doencas cardiovasculares (NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et
al., 2014).

As recomendacoes diarias de AGPI sdo de 6-11% de energia, sendo: 2,5-9% de w6 ¢
0,5-2% de ®3 (com 3000mg/dia os acidos graxos EPA e DHA. Contudo, os eicosanoides
derivados de w6 tem propriedades metabdlicas opostas aos derivados de acidos graxos 3, em
que ha uma competi¢@o entre as enzimas envolvidas na elongagdo e dessaturagdo dos acidos
graxos m6 linoleico (C18:2) e ®3 a-linolénico (C18:3), de forma que a ingestdo de AGPI w6
nao deve ser excessiva (FAO, 2010).

Além da populacdo geral, énfase deve ser dada para a ingestio de DHA durante a
gestacdo, quando esses tecidos estdo desenvolvendo, por apresentar papel estrutural
importante no desenvolvimento visual e neuroldgico. Gestantes e lactantes devem ser
orientadas e ingerir boas fontes nutricionais de DHA (>200mg/dia), especialmente peixes
ricos nesse nutriente, como atum, salmdo e arenque. Além disso, criangas durante os cinco
primeiros anos de vida, devem ter garantida a ingestdo adequada e suficiente de lipideos da
familia 6mega-3 a fim de terem producgdo enddgena adequada de DHA, bem como devem ser
estimuladas a consumir fontes nutricionais deste composto através da dieta. Em caso de
comprovada deficiéncia de sua ingestdo, deve ser considerada a suplementagcdo do nutriente
(NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et al., 2014; GOW; HIBBELN, 2014). Isso deve-se ao fato do
potencial dos acidos EPA e DHA em contribuir no desenvolvimento mental, uma melhor
aprendizagem e comportamento na infancia e reducao de doengas psiquiatricas em adultos
(SAHENA et al., 2009; CALDER, 2014).

Os efeitos biologicos dos acidos graxos essenciais dependem da razao entre os acidos
das familias ®6/w3 presentes nos fosfolipideos que constituem as membranas
(SIMOPOULOQOS, 2008). Entretanto, concentragdes nos alimentos ainda sdao amplamentes
discutidas pelos cientistas. Enquanto alguns pesquisadores apontam para a necessidade de
reduzir o consumo de w6 a fim de melhorar a relagdo, outros apontam a importancia de
aumentar a ingestdo de w3, e particularmente de EPA e DHA - buscando alternativas que,
além da adog¢do de medidas projetadas quanto a educagdo nutricional para aumentar o
consumo de peixes, sdo capazes de compensar as deficiéncias no consumo desse acido graxo
na promocao de doencas cardiovasculares (DEFILIPPIS; SPERLING, 2006; CANDELA et
al., 2011; STROBEL et al. 2012).

Autores apontam que as concentracdes excessivas de acidos graxos AGPI w6 e uma
elevada proporcao entre w6/®3 pode promover diversas patologias, incluindo cancer, doengas
inflamatorias, auto-imunes e cardiovasculares. J4 o aumento na ingestdo de acidos graxos
AGPI ©3 (e uma baixa ingestdo entre w6/®3) exerce efeitos promotores na prevencao dessas
doencas, especialmente na propor¢cdo 4:1, a qual estd associada a reducdo de 70% na
mortalidade total (SIMOPOULOS, 2002).

3.4 Alteracoes no perfil lipidico em pescados apertizados

A preservacao pelo calor ¢ um dos principais métodos para aumentar a vida util de
pescados, devido as altas vantagens no nivel de seguranca higiénico-sanitaria e conveniéncia
(SKIPNES, 2014).

Entretanto, os d4cidos graxos insaturados sdo susceptiveis a oxidagdo e suas
propriedades benéficas podem ser perdidas através do processamento térmico. Altas
temperaturas alteram significativamente as concentragdes lipidicas e o perfil acidos graxos
presentes nos pescados (CALDER, 2014; RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2014).
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A Tabela 1 apresenta a comparacao entre os perfis lipidicos de atuns enlatados.
Conforme a mesma, observa-se que as espécies de atuns, apesar de serem 6timas fontes de
EPA e DHA, podem ter suas concentracdes reduzidas durante o tratamento térmico. Além
disso, quando enlatadas em oOleo, maiores concentragdes de acidos graxos mono e
poliinsaturados sdao observadas, embora com concentragdes variadas, podendo ser explicado
pela grande variedade de espécies de atuns.

Durante a producao de conservas de atuns, inimeros autores observaram a migragao
de lipideos entre os musculos dos pescados e os liquidos de coberturas.

A saida do exsudado do pescado durante a apertizagdo ocorre a patir das paredes dos
tecidos musculares, principalmente em musculos desintegrados. Através do exsudado e na
presenca de sal (NaCl), substancias lipidicas como os &cidos graxos, migram para a salmoura,
pois as proteinas miofibrilares e, principalmente actinomiosina, que sdo soluveis em sal, se
solubilizam para formar gel (SIKORSKI, 1990).

Tabela 1: Comparagao média do perfil lipidico de pescados enlatados (g/100g).

Liquido
Amostra %Ilipideos EPA DHA AGS AGMI AGPI de Referéncia
cobertura
Atum Oleo  SIROT etal.
(Thunnus spp.) 6.03 1.77 408 1197 17.60 9.01 vegetal (2008)
Atum .
Oleo STEPHEN
(Katsuwonus 18.7 - - 9.4 14.4 65.2
pelamis) vegetal  etal. (2010)
Atum TENORE et
(Thunnus thynnus) 5.64 0.79 1.52 1.55 1.51 2.57  Salmoura al. (2014)
Atum TENORE et
(Thunnus albacares) 3.74 0.14 1.28 1.41 0.70 1.61  Salmoura al. (2014)
Atum TENORE et
(Thunnus alalunga) 4.70 022 1.04 1.75 1.51 1.43  Salmoura al. (2014)
Atum TENORE et
(Scomber scombrus) 5.73 024 0.85 1.92 2.31 1.48  Salmoura al. (2014)

Além disso, conforme Bell et al. (2001), ocorre migragdo da umidade para fora do
musculo do atum, devido ao gradiente de pressao gerado durante o processo de apertizagao,
ocasionando alteragdes musculares como a desnaturagdo de proteinas, alterando a sua
capacidade de reter dgua, sendo favorecida ainda pela presenca de sal do meio.

Em relacao a estabilidade dos lipidios, Siriamornpun et al. (2007) analisaram amostras
de conservas de atuns em salmoura durante 0, 3, 6, 9 ¢ 12 meses de armazenamento, a
temperatura ambiente. Verificaram aumento da oxidagdo lipidica, através do indice de
perdxidos e os valores de acido tiobarbiturico (TBA). Conforme os autores, os teores de
peroxidagdo lipidica aumentaram de forma significativa (p<0,05) apds armazenamento
durante nove meses, enquanto os valores de TBA, por volta dos 12 meses de estocagem.
Contudo, a partir dos 6 meses de armazenagem ocorreu decréscimo nos teores de acidos
graxos poliinsaturados.

Conforme Aubourg et al. (1990), a utilizacdo de 6leo como liquido de cobertura
apresentou efeitos significativos sobre os teores de lipidos e perfil de 4cidos graxos de atuns
em conservas. As interagdes sao manifestadas por um intercambio entre as moléculas
apolares, dos acidos graxos e os liquidos (6leo de soja), sendo observado elevacdo acentuada
nos acidos graxos C18:2 e C18:3 originados do 6leo, € a0 mesmo tempo, os acidos graxos
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caracteristicos dos atuns (EPA e DHA) mostraram-se elevados no o6leo. Os autores
observaram aumento significativo das concentragdes lipidicas apos o armazenamento entre 7
a 11 meses.

Tal fato também foi identificado por Garcia-Arias et al. (1994), que estudaram
alteragOes lipidicas em atuns enlatados contendo 6leo de soja como liquido de cobertura.
Segundo os autores, as conservas absorveram os 6leos durante o enlatamento, elevando as
concentracoes de lipideos e os teores de acidos graxos oléico, linoleico e linolénico e uma
elevagdo na propor¢ao w6/m3.

Os efeitos do processamento térmico (apertizacdo) na oxidagdo lipidica de sardinhas
(Sardinella aurita e Sardina pilchardus) cruas e em conservas de azeite ¢ molho de tomates,
respectivamente, foram investigados por Selmi e Sadok (2007). Os autores identificaram,
através dos indicadores de oxidacao lipidica (indice de perdxidos e acido tiobarbitirico) que
os contetdos de lipidios dos filés de Sardinella aurita foram afetados de forma significativa
(p<0,05) pelo processo de apertizacao. Além disso, todas as amostras absorveram os 6leos de
coberturas durante a esterilizagdo, elevando as concentracdes de acidos graxos oléico (C18:1,
®9) e linoléico (C18:2, ®6) nos musculos dos pescados.

Sirot et al. (2008) compararam perfis lipidicos de atuns frescos e enlatados em
conservas em 6leos vegetais, coletados na Franga. Os autores observaram que as amostras em
conservas apresentaram teores significativamente superiores de lipideos, comparados aos
atuns na forma fresca, contendo 0,73 e 6,03g/100g, respectivamente. Segundo os mesmos,
essa diferenca na concentracdo lipidica de atuns frescos e enlatados pode ser explicada pela
presenca de 6leo nas latas (apesar de terem sido drenadas durante a preparacao das amostras),
pelas diferentes espécies de atuns nas amostras ou por diferencas nos periodos de pesca para
os produtos frescos e em conservas, cujo percentual de lipidios na carne dos pescados ¢
altamente variavel.

Stephen et al. (2010) avaliaram a estabilidade de acidos graxos EPA e DHA sob
diferentes processos térmicos em amostras de atuns, e observaram que o enlatamento
promoveu perdas significativas destes compostos. Segundo os autores, embora as
concentragdes de acidos graxos ®3 dos atuns variaram entre 10,6 e 20,0g/100g, a maior fonte
foi de acidos graxos linolénico (C18:3, ®3), provenientes liquido de cobertura contendo 6leo
vegetal.

Naseri et al. (2011) observaram concentragdes mais elevadas de acidos graxos livres
nos liquidos de coberturas oriundos de 6leos vegetais (6leo de oliva, 6leo de girassol e 6leo de
soja) em conservas de pescados. Segundo os autores, esse fato ocorre pela dissolu¢do dos
hidroperdxidos entre os musculos dos peixes e os 6leos utilizados durante o processamento
dos atuns.

Mohan et al. (2015) avaliaram o perfil lipidico de atuns e alguns parametros de
estabilidade (textura, oxidacao lipidica e hidrdlise de diferentes 6leos de coberturas) durante o
processamento de conservas submetidas a diferentes tratamentos térmicos. Os atuns contendo
6leo de girassol como liquido de cobertura apresentaram menores indicadores de oxidacao
lipidica, comparados aos enlatados com 6leo de coco, que apresentaram maiores teores de
acidos graxos livres, bem como 4cido tiobarbiturico (TBA). Tal fato, pode ser atribuido a
presenca de elevadas concentragdes de acidos graxos de cadeia curta no 6leo de coco e de
acidos graxos de cadeias medias (C-16 a C-18) no 6leo de girassol. Além disso, devido a
liberacdo de agua para os liquidos de coberturas durante o processamento térmico dos atuns
resultou na formacdo de uma emulsdo de 6leo em agua, elevando a oxidagdo lipidica, com
redugdo significativa nas concentragdes dos acidos graxos EPA e DHA.
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3.5 Colesterol e seus produtos de oxidacao

O colesterol (Cy7H460) ¢ um dos mais importantes esterdis existentes nos tecidos
animais. E um alcool de alto peso molecular e constitui-se como o principal componente da
fragao insaponificavel dos 6leos e gorduras. Pode apresentar-se na forma livre, combinado
com acidos graxos de cadeia longa ou como ésteres de colesterol, tornando-se componente
estrutural essencial das membranas e das lipoproteinas plasmaticas (Figura 6) modulando sua
fluidez, além de ser precursor da sintese de hormoénios esteroides, de acidos biliares e da
vitamina D (HARPER; JACOBSON, 1999; MORZYCKI, 2014, MIYOSHI et al., 2014).

Artéria normal Artéria estreitada
\ por placa

A

Circulagéo sanguinea Placa ateriosclerdtica

Figura 6: Posicdo do colesterol na membrana plasmatica.

Contudo, esse importante grupo de lipideos, devido a insaturagdo presente em sua
moléula, é susceptivel ao processo de oxidagdo. E sensivel ao aquecimento, ao ar e a radiago,
e as alteragdes que ocorrem em temperaturas elevadas incluem reacdo em cadeia de radicais
livres, reduc¢do, desidratacdo, desidrogenacao e epoxidacao, gerando produtos de oxidagao do
colesterol (POC’s) (BOSINGER et al., 1993; CHIEN et al., 1998; HUR et al., 2007).

Os POC’s sao um grupo de esterdides com uma estrutura semelhante a do colesterol,
no entanto, eles contém uma hidroxila adicional, cetona ou grupo epdxido no nucleo central,
ou uma hidroxila na cadeia lateral da molécula. A formacdo de 6xidos de colesterol ¢
dependente do sistema, isto €, os produtos oridinados, bem como suas concentragdes relativas
variam dependendo da temperatura, tempo, presenca de dgua e pH (KIM; NAWAR, 1993).

Podem ser gerados por oxidagcdo ndo enzimatica do colesterol in vivo e estdo
envolvidos em eventos plasmaticos indesejaveis, como na atividade citotoxica e pro-
inflamatoria, hipercolesterolemia e iniciacdo da formagdo de ateromas e placas fibrosas que
levam a aterosclerose (Figura 7) (LARSSON et al., 2006; VEJUX et al., 2008; JURADO,
2010; TESORIERE et al., 2014).

Colesterol

Figura 7: Formacdo de placas aterosclerdticas por deposi¢ao de gorduras. 14



Em alimentos, os POC’s podem ser formados pela oxidagdo ndo enzimatica ou
autoxidagdo, através de reagdes em cadeia complexas baseadas na formacgao de radicais livres
com oxigénio triplete. Neste caso, o hidrogénio ¢ extraido do colesterol por radicais perdxidos
ou oxidos dos acidos graxos poliinsaturados (fosfolipideos) vizinhos a membrana celular
(SMITH, 1987).

As posicdes da molécula de colesterol que sdo mais susceptiveis ao ataque do oxigénio
estao apresentadas na Figura 8.

(] via quimica
HO 4 5 7\ . d s
T 6 —» via enzimatica

Figura 8: Posi¢des na molécula de colesterol susceptiveis ao ataque oxidativo.

Dentre os principais POC’s formados estdo os compostos originados a partir da
oxidagdo do carbono C-7, cuja insatauracao entre os carbonos 5 e 6 o tornam disponivel para
a formagdo de radicais livres e, consequentemente, ao processo oxidativo. Sdo formados,
simultaneamente, os 7a- ¢ 7f3-hidroperdxidos, sendo o 7B termodinamicamente mais estavel.
Em seguida, sdo reduzidos aos seus alcoois correspondentes (7a- € 7B-hidroxicolesterol) e a
7-cetocolesterol (SCHROEPFER, 2000).

Além disso, pode ocorrer a oxidacao dos carbonos terciarios C-20 e C-25 da cadeia
lateral do  colesterol, originando 20a-hidroxicolesterol e  25-hidroxicolesterol,
respectivamente. Outros hidroperdxidos originados a partir da cadeia lateral da molécula do
colesterol tais como 20B-, 24a- e 24fB-, 26a- e 26B-hidroperdxidos podem ser formados
quando o colesterol ¢ fortemente oxidado pelo ar (SMITH, 1987). A formacdo de POC’s
através da molécula de colesterol pode ser visualizada na Figura 9.
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3.5.1 Efeitos Bioldgicos dos POC's

A identificacdo dos potenciais efeitos fisiologicos dos o6xidos de colesterol tem sido
estudada por diversos autores. Embora existam fortes evidéncias de que essas moléculas
representam uma classe de potentes reguladores bioldgicos, o papel fisiologico dos mesmos
ainda ¢ controverso, pois grande parte da literatura atribui efeitos deletérios as mesmas
(BROWN; JESSUP, 1999; LYONS et al., 1999; LEONARDUZZI et al., 2002; GUARDIOLA
et al., 1996; VICENTE et al., 2012; POIROT; SILVENTE-POIROT, 2013; GEORGIOU et
al., 2014; KHATIB; VAYA, 2014; HUR et al., 2014).

Quando produzidos endogenamente, por vias enzimaticas, estdo relacionados a
atividades bioldgicas especificas (BOSINGER et al., 1993), como substratos para a sintese de
hormdnios esterdides e acidos biliares, sendo intermediarios no transporte de esterdis dos
tecidos periféricos ao figado (NES et al., 2000; GRIFFITHS; JORNVALL, 2014; KULIG et
al., 2016), além de biomarcadores da oxida¢do das lipoproteinas celulares (BIORKHEM,
2002; FERDERBAR et al., 2007; MIYOSHI et al., 2014; NIKI, 2014; SAITO; NOGUCHI,
2014).

Entretanto, estudos comprovam que a ingestdio de POC’s nos alimentos estd
amplamente envolvida no desencadeamento de processos inflamatorios, citotdxicos,
aterogénicos, carcinogénicos € mutagénicos, além de doengas cardiovasculares e alteragdes
fisiologicas como inflamagdes, apoptose celular, doencas degenerativas, osteoporose ¢ artrite
reumatdide (LEONARDUZZI et al., 2002; VEJUX et al., 2008; POLI et al., 2009; VICENTE
et al.,, 2012; POIROT; SILVENTE-POIROT, 2013; GEORGIOU et al., 2014; KHATIB;
VAYA, 2014; HUR et al, 2014).

De acordo com Bjorkhem (2002), os POC’s sdo identificados normalmente em
membranas celulares e lipoproteinas, sempre ligados a concentragdes elevadas de colesterol,
podendo acentuar as suas propriedades fisicas durante a degradacdo e excre¢do dos 6xidos e
permitir a passagem e a redistribuicdo entre as células de forma mais rapida do que o proprio
colesterol (LANGE et al., 1995).

Os POC’s podem ainda, substituir o colesterol nas membranas celulares e afetar a
fluidez, a permeabilidade ¢ a estabilidade destas membranas (MORALES-AIZPURUA;
TENUTA-FILHO, 2002), e induzir a aderéncia de plaquetas nas células endoteliais, através
do decréscimo na produgdo de prostaglandinas (LEONARDUZZI et al., 2002).

Ikegami et al. (2014) analisaram o perfil de POC’S em soros de pacientes infectados
pelo virus da hepatite C cronica. Os autores observaram elevagdo significativa das
concentragdes dos 6xidos 7a-hidroxicolesterol, 4B-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol em
236%; 29% e 44%, respectivamente. Entretanto, apds 3 meses de terapia anti-viral, os autores
relataram um acentuado decréscimo nos niveis dos referidos compostos. Os pesquisadores
sugeriram que estes POC’s podem ter sido produzidos por auto-oxidagao do colesterol a partir
de um stress oxidativo ou inflamagado hepatica.

Recente estudo descreveu o efeito citotdoxico, a curto prazo, do 7-cetocolesterol em
células mesenquimais humanas a partir de tecidos adiposos (LEVY et al., 2014). Este 6xido
também esta associado com elevado potencial citotoxico em células neuronais (JANG; LEE,
2011) e ¢ suspeito de estar envolvido na patogénese de doengas degenerativas (NOGUCHI et
al., 2014).

Dentre os efeitos deletérios dos oxidos, o de maior impacto estd relacionado a
aterogénese. Esse processo ¢ iniciado por uma modificacao da fun¢do de barreira do endotélio
vascular, o que conduz a uma penetragdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e das
plaquetas. Logo, a proliferacdo de macrofagos induz a degradacao do LDL, resultando em
c¢lulas espumosas, que armazenam o colesterol e seus ésteres, levando a formagdo de placas
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de ateromas (GUARDIOLA et al., 1996). O acumulo das LDLs oxidadas no endotélio dos
vasos sanguineos leva a progressdao das placas e contribuem para a vulnerabilidade e
instabilidade das mesmas, devido a sua toxicidade e a sua capacidade para induzir a apoptose
celular (STEINBERG, 1991; CARPENTER et al., 1995; BRONW et al., 1999; POLI et al.,
2009; KHATIB; VAYA, 2014).

Os principais 6xidos de colesterol envolvidos com os processos inflamatdrios sdo o 7a-
hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxido, 5,6B-epoxido e 7-cetocolesterol
(ADDIS et al., 1989), sendo este ultimo comumente utilizado como marcador de oxidacao do
colesterol em sistemas modelos ¢ em alimentos (MOURA; TENUTA-FILHO, 2002;
RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2014).

Embora diversas pesquisas realizadas demonstrarem efeitos deletérios ou benéficos dos
oxidos de colesterol, os resultados sdao conflitantes, sendo necessarios outros estudos in vivo
para determinar o papel metabolico destes compostos, além da sua quantificagdo em
alimentos.

3.5.2 Produtos de oxidacao do colesterol em pescados termicamente processados

O processamento de pescados envolve a aplicagdo de técnicas de conservagao para
manuten¢do da qualidade, bem como o aumento do valor agregado destes alimentos.
Inimeros métodos sdao utilizados para a conservacdo de peixes e frutos do mar, sendo
empregadas técnicas de refrigeracdo, congelamento, secagem, salga, defumacao, enlatamento,
fermentagao e irradiacdo ionizante (FAO, 2015).

Entretanto, a aplicagdo das referidas técnicas levam a degradagdo oxidativa, uma vez
que um grande numero de estudos comprovou a relacdo entre a presenca de acidos graxos
poliinsaturados e a formacao de 6xidos de colesterol durante o processamento de pescados,
devido aos altos teores de acidos graxos da série ®-3 presentes nos mesmos. Os AGPI sao
extremamente susceptiveis a oxidagdo, formando radicais livres que irdo acelerar o
mecanismo de oxidacao em cadeias dos lipidios, originando os POC’s (OSADA et al., 1993;
OHSHIMA et al. 1996; SHOZEN et al., 1997; LEE; CHIEN, 2008; SALDANHA et al. 2008;
OLIVEIRA, 2009; SANCHO et al.,, 2011; CARDENIA et al., 2013; MEDINA-MEZA;
BARNABA, 2013).

Ohshima et al. (1993) avaliaram a presenca de oxidos de colesterol em pescados
processados populares no Japao, preparados nas formas salgadas e secas, cozidas e secas, €
defumadas. Os produtos salgados e secos e cozidos e secos obtiveram niveis relativamente
elevados de POC'’s. Os teores variaram entre 8,3ug/g (em camardes defumados) e 188,0 ug/g
(em anchovas secas). Segundo os autores, dentre os principais produtos de oxidacdo de
colesterol identificados, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol foram destaque, totalizando 2-
55 pg/mL e 2-60 pg/mL nas por¢des comestiveis, respectivamente. Na mesma pesquisa, 0s
autores avaliaram, a partir de 4 sistemas modelos, 0 mecanismo de oxidacao do colesterol em
pescados processados. Os pesquisadores observaram um acréscimo da formacao de POC’s,
bem como um decréscimo das concentragdes dos acidos graxos poliinstaturados presentes nos
sistemas, sugerindo que a oxidacdo do colesterol em pescados processados ocorre em
conjunto com a degradagdo oxidativa dos referidos acidos graxos.

Osada et al. (1993) estudaram amostras de sardinhas e lulas e observaram que os
pescados in natura nao continham o6xidos de colesterol, no entanto, quando secos ao ar ou
enlatados apresentaram teores de 6xidos entre 11 a 28,7 mg/100g. Em relacdo aos produtos de
oxidagdo do colesterol quantificados, obtiveram: 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol,
5B-epoxicolesterol, Sa-epoxicolesterol, colestanotriol, e 7-cetocolesterol. Os autores
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concluiram que os POC’s sdao produzidos apds tratamento térmico a 120°C em curto espago
de tempo, sendo que a composi¢do dos produtos formados estd diretamente relacionada a
temperatura e ao tempo de aquecimento. Além disso, a producao dos 6xidos de colesterol foi
maxima quando foram aquecidos a 150°C. Observaram também, através de sistemas modelo,
que o colesterol permaneceu estavel e ndo produziu oxidos quando aquecido sozinho.
Entretanto, na presenca de dleos o colesterol mostrou-se instdvel, de maneira particular
quando aquecido com lipidios insaturados, em que a concentragdo total do produto reduziu e
observou-se a geracdo de 6xidos de colesterol.

Chen e Yen (1994) estudaram os produtos de oxidagdo do colesterol em amostras de
pescados secos ao sol (Spratelloides gracilis e Decapterus maruodsi) de Taiwan e
Spratelloides gracilis do Japao. Os peixes foram estocados durante 3 meses a temperatura
ambiente e os principais produtos determinados foram o 7oa-hidroxicolesterol, 7-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e 5,6a-epoxicolesterol. Segundo os autores, as
concentragdes de oOxidos de colesterol nos diferentes lotes dos peixes mostraram-se
extremamente discrepantes, variando entre 4,82 g/100 (Spratelloides gracilis) a 65,7 g/100g
(Decapterus maruads). Nos peixes originarios do Japdo a concentracdo total de oxidos
determinada foi de 56,1g/100g, sendo o 7a-hidroxicolesterol o principal POC identificado.

Shozen et al. (1995) estudaram a formagdo de oOxidos de colesterol em pescados
processados e posteriormente grelhados. As amostras de arenque do Pacifico e badejo japonés
salgados-secos, lulas cozidas e secas, “carapau” fermentado, bacalhau do Norte e do Pacifico
salgados e secos, foram adquiridos de alguns mercados varejistas em Toquio, Japao. Foram
observadas reducdes significativas dos teores de colesterol em todas as amostras apds preparo
térmico na grelha. Dentre os POC’s identificados, estdo o 25-hidroxicolesterol, 7p-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, colestanotriol, 5,6a e p-epoxidos, totalizando
concentracdes superiores no arenque do Pacifico, totalizando 156 pg/g. Os autores
observaram que os alimentos produzidos com peixes com altos teores de EPA (arenque do
Pacifico badejo japonés e bacalhau do Norte) ocorreram uma redugdo significativa dos teores
de AGPI, além da elevagao nas concentracdes de POC’s ap0ds o processo térmico na grelha. Ja
nos peixes magros, o decréscimo dos acidos graxos poliinsaturados ndo se mostrou acentuado,
bem como a producao de 6xidos de colesterol.

Ohshima et al. (1996) estudaram anchovas processadas (cozidas e secas) e submetidas
ao processamento térmico a 220°C e posterior refrigeragcdo a 5 °C, por até 3 dias. Os autores
observaram que os niveis de produtos de oxidagdo do colesterol aumentaram
significativamente quando as anchovas foram grelhadas durante 6 minutos, sendo formados:
7B-hidroxicolesterol (64,4ng/g), 7-cetocolesterol (49,6ug/g), 25-hidroxicolesterol (11,8ug/g),
colestanoriol (17,9 pg/g), B-epoxicolesterol (61,9ug/g), e a-epoxicolesterol (22,3ug/g).

Hong et al. (1996) avaliaram diferentes métodos de cozimento e secagem (armazenado
durante 6 semanas a 4°C e 20°C), nos teores de colesterol e formagao de produtos de oxidagao
do colesterol em lulas (Todarodes pacificus). Os autores identificaram a presenca de 22-
hidroxicolesterol, colesta-3,5-dieno-7-ona e triol. As concentragdes dos POC’s nas lulas
variaram de acordo com o as partes deste pescado: 263,2mg/100g (manto) e 315,8mg/100g
(tentaculos).

Kao ¢ Hwang (1997) analisaram POC’s em lulas desidratadas e determinaram a
presenca dos seguintes COP’s: 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol, a-epoxicolesterol,
B-epoxicolesterol, 7-cetocolesterol, 20-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol e colestanotriol.
Os autores observaram que, ap6s o aquecimento a 200° C durante 10 min, os teores de
colesterol reduziram de 730mg/g para 602mg/g, enquanto os niveis totais de POC’s elevaram-
se de 12,07ug/g para 43,46pg/g. A degradagdo do colesterol foi muito mais acentuada do que
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a formacdo dos POC’s, revelando que a maior parte do colesterol foi degradada a outros
compostos.

Em estudo sobre os efeitos da fritura sob imersdo em 6leo € cozimento em microondas,
Hee-Kim et al. (2000) avaliaram a relagcdo dos processamentos térmicos com a formacgao de
POC’S em “saury” (Cololabis seira). Os autores observaram a producao de altas
concentragdes dos 6xidos 7-hidroxicolesterol, bem como do 5,6 e 5,6-epoxidos em todas as
amostras avaliadas, sendo que concentragdes mais elevadas foram determinadas nas amostras
fritas sob imersdo. Os 6xidos 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol foram observados apenas
nas amostras submetidas ao cozimento em microondas. Entretanto, o colestanetriol, o mais
toxico dos produtos de oxidacdo do colesterol, s6 foi produzido na fritura sob imersao.

Al-Saghir et al. (2004) analisaram amostras de salmao submetidas a preparos térmicos
por cozimento, na grelha e fritura com diferentes tipos de 6leos (6leo de oliva, 6leo de milho e
oleo vegetal “parcialmente hidrogenado”). Os autores observaram um aumento significativo
na concentracao total de 6xidos de colesterol das amostras aquecidas quando comparadas as
amostras cruas. Dentre os produtos de oxidac¢do do colesterol estudados, concentragdes mais
elevadas (ug/g de lipidios) foram identificadas no 7-cetocolesterol, que atingiu média de 49%
dentre todas as amostras avaliadas, seguido do 7B-hidroxicolesterol. As concentragdes de 5,6-
epoxidos e 7a-hidroxicolesterol mostraram-se abaixo de 15% do total de oOxidos
determinados. Em relacdo aos métodos de processamento, o cozimento resultou em teores
médios de POC’s ligeiramente superiores (9,88ug/g) que foi atribuido ao tempo de
aquecimento mais longo (12 min), comparado as amostras grelhadas, que obtiveram 5,98ug/g.
Nas amostras fritas com diferentes 6leos foram observadas concentragdes entre 3,34ug/g e
4,38ug/g de oxidos de colesterol, respectivamente.

Ao comparar a intensidade da formacao de produtos de oxida¢do do colesterol em
patés formulados a base de pescados (salmdo, anchova e bacalhau) comercializados na
Espanha, Echarte et al. (2004) obtiveram um total de 235 pg/100g de POC’s nos patés de
bacalhau; 174 ng/100g nas amostras contendo salmao e 72 ug/100g nos patés a base de
anchovas. Concentracdes mais elevadas foram observada para o 7a-hidroxicolesterol, com
niveis de 71 pg/100g para as amostras com bacalhau; 53 pg/100g para amostras com salmao,
e 33 ng/100g para os patés com anchovas, respectivamente.

Em outro estudo, Echarte et al. (2005) avaliaram a presenga de POC’s em camardes
(Penaeus vannamei), comercializados refrigerados e congelados, e realizaram subseqiiente
processamento na grelha. Os autores determinaram os seguintes produtos: 7-cetocolesterol,
7B-hidroxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, a-epoxicolesterol, p-epoxicolesterol e 25-
hidroxicolesterol. Teores inferiores de POC’s foram obtidos nas amostras comercializadas
congeladas (2,37 pg/g antes e 13,06 pg/g apds o processo térmico da grelha) em comparacao
as resfriadas (33,15 pg/g e 55,43 pg/g nas amostras antes e apds grelhadas, respectivamente).

Entre os POC’s identificados por Saldanha et al. (2006), em amostras de bacalhau seco
e salgado (Gadus morhua), estdo: o 19-hidroxicolesterol, 20a-hidroxicolesterol, 22(R)-
hidroxicolesterol, 24 (S)-hidroxicolesterol, 22(S)-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol,
5,6a-hidroxicolesterol, 5,6B-hidroxicolesterol, 25(R)-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7f-
hidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol. O teor total de 6xidos de colesterol determinados foi
de 58,95 ug/g de amostras, em base seca.

Em outro estudo, Saldanha e Bragagnolo (2008) analisaram amostras comerciais de
filés de pescada (Merluccius hubbsi) congelados a -18°C, armazenados em embalagens com
alta e baixa permeabilidade ao oxigénio, respectivamente, nas formas cruas e grelhadas. Os
principais POC’s determinados foram: 19-hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol, 22(S)-
hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 25(R)-hidroxicolesterol ¢ 7-cetocolesterol. As
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embalagens com baixa permeabilidade ao oxigénio foram mais eficazes no retardo da
formagao de POC’s, apesar de ndo impedir a formagao desses compostos (149 ng/g), quando
comparadas as embalagens com alta permeabilidade ao oxigénio (162 pg/g em base seca).
Apoés tratamento térmico na grelha, os autores observaram teores totais de 279 (baixa
permeabilidade) e 265 png/g de amostras (alta permeabilidade), respectivamente.

Saldanha et al. (2008) estudaram a composicao de dcidos graxos e formagao de 6xidos
de colesterol em amostras de sardinhas (Sardinella brasilienses) armazenadas sob
congelamento, durante 120 dias. As analises foram realizadas a cada 30 dias, na forma crua e
ap6s preparo térmico na grelha. Os autores observaram um significativo decréscimo dos
teores de acidos graxos poliinsaturados e colesterol, bem como formagdo de oxidos de
colesterol. Foram observados os POC’s 19-hidroxicolesterol, 20a-hidroxicolesterol, 22(S)-
hidroxicolesterol, 22(R)-hidroxicolesterol 24(S)-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol,
25(R)-hidroxicolesterol,  7-cetocolesterol, 7a-cetocolesterol, 7p-cetocolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol, 5,6B-epoxicolesterol. Apos 120 dias de armazenamento a -18°C a
concentracdo de POC’s alcangaram 115,2 pg/g nas sardinhas cruas e 177,9 pug/g nas amostras
grelhadas, respectivamente. Foram observados teores mais elevados dos compostos 19-
hidroxicolesterol (72,0 png/g) e o 25-hidroxicolesterol (48 pg/g).

Saldanha e Bragagnolo (2010) avaliaram o efeito do tratamento térmico na grelha em
pescadas e sardinhas e a formacdo de POC’s. Os autores observaram reducdo das
concentragdes de colesterol de forma significativa (p<0,02) apds o tratamento térmico, e
elevacao das concentragdes dos produtos de oxidagdo do colesterol nas duas espécies de
peixes, contabilizando um total de POC’s de 43.28 pg/g nas sardinhas e 19.35 pg/g nas
pescadas, respectivamente. Dentre os POC’s identificados: 7-cetocolesterol, 19-
hidroxicolesterol, 22(S)-hidroxicolesterol, 25(R)-hidroxicolesterol, 25- hidroxicolesterol e
24(S)- hidroxicolesterol.

Lira et al. (2014) estudaram o efeito da defumacao sobre a oxidagdo do colesterol em
camardes. Nas amostras in natura, os POC’s 7-cetocolesterol; 7a-hidroxicolesterol e 7[-
hidroxicolesterol foram quantificados em concentracdes variadas (0,6 a 1,9 mg/g). Entretanto,
apds o processo de defumacdo os autores observaram perdas de colesterol (27%) e 7pB-
hidroxicolesterol (50%), enquanto 7-cetocolesterol e 7a-hidroxicolesterol permaneceram
constantes.

O consumo de pescados processados tem aumentado devido as necessidades impostas
pela vida moderna, em que o tempo de preparo ¢ um fator limitante. Entretanto, as condigdes
de processamento destes alimentos, além do transporte € armazenamento sdao fatores que
contribuem para a degradacdo do colesterol. Soma-se ao fato que os acidos graxos w-3
presentes em pescados sdo compostos extremamente suscetiveis a oxidacao, originando os
oxidos de colesterol. Desta forma, os niveis de 6xidos de colesterol quantificados em diversos
tipos de peixes processados sugerem algumas questdes sobre a seguranga potencial destes
alimentos, normalmente considerados benéficos para a satde.

3.5.3 Analises de POC’s em pescados por HPLC

Os produtos de oxidagdo do colesterol em alimentos tem sido alvo de muitos estudos,
a partir do desenvolvimento de novas técnicas, visando sua correta indentificacdo e
quantificagdo. Contudo, estas andlises sdao amplamente dificultadas pois, além de
apresentarem-se em baixos teores (ug/g), hd uma ampla variedade de matrizes de alimentos
(ROSSMANN et al., 2007).
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Os métodos utilizados para a sua determinagao sao técnicas cromatograficas, devido a
facilidade em efetuar a separagdo, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas, em que
pode ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise.
Fundamenta-se na migra¢do dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes entre duas fases imisciveis. A “fase fixa” (fase estacionaria) tem uma grande area
superficial, e a “fase movel” € um fluido que se move através da fase estacionaria (COLLINS,
1997; DEGANI et al., 1998). Exemplos destas técnicas sdo a cromatografia gasosa (CG) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com indice de refracdo (HPLC-IR).

Para a determinacao dos 6xidos ¢ necessario o emprego de metodologias que evitem a
formacao de artefatos durante o processo analitico. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
tem sido a técnica de eleicdo, uma vez que as analises sdo realizadas a temperaturas
relativamente baixas, além de ndo haver necessidade de reagdes de derivatizacdo como na
cromatografia gasosa (CG). Embora o poder de resolucao através do equipamento por HPLC-
IR ¢ teoricamente inferior ao da CG, a primeira pode fornecer um meio ideal para a
recuperagao e purificagdo da amostra, simplificar o processo de quantificacdo, encurtar o
tempo de andlise e introduzir menos artefatos, podendo ser mais adequada para a analise de
rotina de POC’s em amostras de alimentos (COLLINS, 1997; TAl et al., 1999).

Diversos autores aplicaram a técnica de HPLC com absorg¢ao ultravioleta (UV)-visivel
na identificacdo e quantificacdo do colesterol e a ocorréncia dos seus produtos de oxidacao
em pescados processados, a exemplo de camardes salgados e secos (SAMPAIO et al., 2006),
fritos (MOURA; TENUTA-FILHO, 2002; SIMON et al., 2012) e defumados (LIRA et al.,
2014), além de pescadas e sardinhas grelhadas (SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2007, 2008
e 2010). Todos os estudos demonstraram que os produtos de oxidacao do colesterol estao
presentes quando ha condigdes abusivas para os pescados, influenciando a oxidag¢ao lipidica,
sendo facilmente identificados pelas técnicas cromatograficas e confirmadas por
Espectrometria de Massas com interface de ioniza¢do quimica por pressdo atmosférica.

Saldanha e Bragagnolo (2008) quantificaram POC’s em filés de pescada (Merluccius
hubbsi) em diferentes condi¢cdes de processamento e armazenamento, realizando
determinagdo simultanea de colesterol e 6xidos de colesterol por HPLC. Os autores utilizaram
o HPLC-APCI-MS para a confirmagao do colesterol e dos seus produtos de oxidagao além da
identificagdo dos POC’s 5,6a-B-epdxidos e o colestanotriol através do detector de indice de
refracdo, tendo em vista que esses compostos ndo absorvem comprimentos de onda na regiao
de UV-visivel.

O HPLC acoplado ao detector de espectrometria de massas (HPLC-APCI-MS) tem
sido uma das técnicas analiticas mais sensiveis e precisas em analise de lipideos. Além de
auxiliar na elucidacdo das suas estruturas quimicas, contribui para a sua identificacdo, a
exemplo de POC’s (ZHANG, 2005; MAZALLI et al., 2006; SANCHO et al., 2011).

Saldanha et al. (2006) realizaram determinacao simultanea de colesterol e 12 POC’s
por saponificagdo direta e quantificagdo precisa, utilizando HPLC de fase normal e detecc¢ao
por UV. Dentre os POC’s identificados nas amostras de peixes frescos e processados os
autores destacaram os oOxidos 19-hidroxicolesterol, 22(R)-hidroxicolesterol, 22(S)-
hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol e 25(R)-hidroxicolesterol, detectados pela primeira
vez em pescados. Os autores concluiram que a técnica para determinag¢do simultinea de
colesterol e produtos de oxidagdo do colesterol por HPLC-UV-RI ¢ uma metodologia rapida,
simples e sensivel para detectar e quantificar os compostos, € suas estruturas podem ser
identificadas e confirmadas através de espectrometria de massas com ionizagdo quimica por
pressdo atmosférica (HPLC-APCI-MS).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Foram coletadas conservas de atuns “em salmoura” e “em 6leo” em supermercados da
regido metropolitana do Rio de Janeiro, em fevereiro de 2015. Foram adquiridas 6 latas de 3
marcas comerciais, de ambas as variedades, totalizando 36 latas dos produtos para a
realizacdo do experimento. Apos coletadas, as amostras foram armazenadas em temperatura
ambiente até a realizagdo das analises no Laboratério de Analise de Alimentos no
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRRJ. Como critério de
identificacdo das marcas analisadas, as amostras foram intituladas AGC, APC e AQC, nas
variedades “em 6leo” e “em salmoura”.

4.2 Preparo das amostras

Para a realizagdo das analises, separou-se os liquidos de coberturas das suas
respectivas amostras de atuns em conservas. As amostras foram homogeneizadas e, em
seguida, submetidas ao procedimento de determinacao de umidade; as amostras restantes dos
peixes, bem como os liquidos de coberturas, foram identificadas e secas sob estufa ventilada
(Splabor, SP-102/27) a 40°C (3-5 dias) até a remogao total do conteudo de dgua das amostras,
para realizacdo das subsequentes analises em base seca.

4.3 Determinacio de Umidade

Realizou-se determinacao de umidade das amostras de atuns em conservas conforme
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), em estufa convencional (Marconi,
MAO033/1) a 105°C (1-2 dias), até obtencdo de peso constante.

4.4 Determinacao de Lipideos Totais

Os teores de Lipideos Totais foram determinados pelo método de Bligh e Dyer (1959),
com modificagdes propostas por Saldanha et al. (2007), e adaptados no presente estudo.
Foram pesados 3g de amostras de atuns secos em tubos com tampa rosca com capacidade de
70mL. Em seguida, foram adicionados cloroférmio (20mL), metanol (10mL) e agua (8mL),
numa propor¢cao de 2:1:0,8, e uma barra magnética pequena (“peixinho”) para
homogeneizag¢do em agitador magnético (C-MAG HS7, IKAMAG), durante 2h. As amostras
foram filtradas em funil de separagao, com papel de filtro comum contendo 5g de sulfato de
sodio anidro, para a separagdo das fases polar e apolar. Em seguida, recolheu-se a fase apolar,
através de baldes de fundo chato com boca esmerilhada de 250mL, previamente tarados. Os
baldes foram colocados no equipamento rota-evaporador (Tecnalise, SP/Brasil) até a secagem
completa do cloroformio. Apos resfriados em dessecador, os baldes contendo os conteudos
lipidicos foram pesados, obtendo-se, assim, a determinacdo de lipideos totais das amostras de
atuns em conservas.
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4.5 Determinacao dos acidos graxos das amostras de pescados e dos respectivos liquidos
de coberturas

Os extratos etéreos das amostras de atuns em conservas foram destinados para as
analises dos perfis de acidos graxos, de acordo com a metodologia proposta por Joseph e
Ackman (1992).

Apos a pesagem de 25mg de lipideos em tubo de 20mL com tampa rosca, foram
adicionados 1,5 mL de solugdo metandlica de NaOH 0,5N, fechando bem o tubo, e deixando
em banho-maria a 100°C durante 5 minutos. Em seguida, resfriou-se os tubos em agua
corrente, adicionou-se 2mL de BF;, vedando bem e deixando em banho-maria a 100°C
durante 30min. Apos esse procedimento, os tubos foram resfriados, adicionados 1mL de
hexano e agitados em vortex. Apds esta etapa, foi adicionado mais 1 mL de hexano, e
novamente recolhida a fase apolar. Os extratos hexanicos foram secos sob N, gasoso e, por
fim, deixados em freezer, a -18°C, até a realizagdo das andlises cromatograficas.

Realizou-se, ainda, a determinagdo de 4cidos graxos dos liquidos de coberturas (6leos
e salmouras), ap6s o processo de filtragdo das conservas de atuns.

Para os liquidos de coberturas compostos por 6leos, os mesmos foram preparados
adicionando-se 10mL de cloroférmio e filtragdo com 5g de sulfato de sddio anidro, em papel
filtro comum, para baldes de 250mL de fundo chato com boca esmerilhada. Na sequéncia,
procedeu-se a secagem em rota-evaporador a 40°C, para remogao do solvente organico.

Em relagdo aos liquidos compostos por salmouras, foi necessario a realizacdo da
secagem total das amostras (em estufa ventilada, a 40°C, durante 72h). Apds a secagem, as
amostras foram trituradas e, em seguida, adicionadas SmL de cloroférmio (para cada 1,5g de
amostra) e centrifugadas (por 10 minutos, a 3500 rotagdes/minuto) em centrifuga de bancada
(Bunker, NI 1813). Por fim, foi realizada a filtracao e secagem do solvente em nitrogénio
gasoso, obtendo-se as concentracgdes lipidicas das salmouras.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram determinados de acordo com Saldanha et
al. (2008). Utilizou-se um cromatégrafo gasoso (Shimadzu GC 2010, Toquio, Japao),
equipado com injetor split (1:50) e detector de ionizagdo por chama. A separagdo
cromatografica foi obtida a partir de coluna capilar de silica fundida (CP-SIL 88, 100 m x
0,25 mm ID, 0,20 um de espessura de filme (Chrompack, Middelburg, Holanda). As
condi¢des cromatograficas foram: temperatura inicial de 100°C (5 minutos) seguida de
5°C/minuto até 160°C (zero minuto), 8°C/minuto até¢ 230°C (12 minutos); as temperaturas do
injetor e do detector foram de 250 °C e 280°C, respectivamente. O hidrogénio foi utilizado
como gas de arraste (1 mL/minuto). Os tempos de retencao dos padrdes de ésteres metilicos
de acidos graxos (FAME 37, Supelco, Sigma Milford, EUA) foram usados para identificar os
picos das amostras. A quantificacdo foi realizada por padronizagdo interna, utilizando o acido
undecanoato de metila derivatizado (C:11, Supelco, Sigma Milford, EUA) como padrdo
interno. Os resultados foram apresentados em gramas de 4cidos graxos/100 gramas de 6leo,
em base seca (SALDANHA et al., 2008).

4.6 Indices de Qualidade Nutricional (IQN) das fracdes lipidicas dos atuns em conservas

A qualidade nutricional dos lipideos das amostras de atuns em conservas foram
avaliadas através dos indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) (ULBRICHT;
SOUTHGATE, 1991), que correlaciona os acidos aterogénicos (de C12:0, C14:0 e C16:0)
com dacidos graxos anti-aterogénicos (monoinsaturados e acidos graxos poliisaturados 3 e

23



®6), bem como a razdo H/H (SANTOS-SILVA, et al., 2002) a qual refere-se aos acidos
graxos hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos e estd relacionada com o metabolismo
colesterol, através das formulas a seguir (g/100g):

IA=[(C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0]/(ZAGMI + Zw6 + Z®3)

IT =(C14:0 + C16:0 + C18:0)/[(0,5 x ZAGMI) + (0,5 x Zw6) + (3 X Zm3) + (Zw3/Zm6)]

H/H = (C18:1n9 + C18:2n6 + C20:4n6 + C18:3n3 + C20:5n3 + C22:5n3 + C22:6n3)/(C14:0
+ C16:0)

Os quais:

YAGMI = somatorio dos acidos graxos monoinsaturados;

26 = somatorio dos acidos graxos da familia do dmega 6;

Y3 = somatorio dos acidos graxos da familia do 6mega 3.

4.7 Determinacao simultanea do colesterol e 6xidos de colesterol por HPLC-DAD-IR

A extragdo e quantificacao simultanea do colesterol e seus produtos de oxidagao foram
realizadas de acordo com Saldanha et al. (2006). O colesterol ¢ os 6xidos de colesterol foram
obtidos através de saponificagdo direta (I grama de amostra, pesado em tubo de 70 mL
Pyrex™) a temperatura ambiente, durante 22 horas na auséncia de luz (4mL de solugdo
aquosa de KOH a 50% e 6 mL de etanol).

Para a extracdo da matéria insaponificavel, 5 mL de 4gua destilada e 10 mL de hexano
foram adicionados aos respectivos tubos e agitados em vortex. A fracdo hexanica foi
separada, e essa extragdo com hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo um total de 4
extracdes. Subsequentemente, a solugdo foi seca em rota-evaporador, € o residuo dissolvido
em 3 mL de hexano, transferido para um tubo com tampa rosca, seco em N, gasoso e filtrado
em membranas milipore (Maryland, MD, EUA) de 45 mm de didmetro, para ser injetado em
HPLC (SALDANHA et al., 2006). O extrato foi congelado a -18°C, e ressuspendido para
ImL no momento das injecoes.

As condigdes cromatograficas utilizadas foram: HPLC-DAD-IR-Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com os detectores DAD
(Waters 2998) e indice de refracdo (RID-Waters, 2414) ligados em série. Injetor “Rheodyne”
com loop de 20 pL, sistema terciario de solventes (Waters 600), forno a temperatura de 32°C
e software (“Empower 2”°). A coluna analitica utilizada foi: coluna Ciano Phenomenex (250
mm X 4.3mm x 5.0 pm particula em poros); fase movel n-hexano/isopropanol (97:3), fluxo de
1.0 mL/min. O DAD em comprimento de ondas entre 200-400 nm, sendo os cromatogramas
obtidos a 210 nm.

Os solventes grau HPLC foram filtrados através de sistema Millipore (Bedford, MA,
EUA), 22mm, sob vacuo, e os detectores foram utilizados em série. Devido aos produtos de
oxidacdo 5,6a-epoxicolesterol (5,6a-Ep) e 5,6 B-epoxicolesterol (5,6 B-Ep) ndo possuirem
ligagdes m e, por isso, ndo apresentam caracteristicas adequadas de absorcao na luz UV, foram
detectados apenas pelo indice de refracao.

O colesterol e os demais padroes, incluindo o 19-hidroxicolesterol (19-OH); 20a-
hidroxicolesterol (20a-OH); 22(S)-hidroxicolesterol (22(S)OH); 22(R)-hidroxicolesterol
(22(R)-OH); 25-hidroxicolesterol (25-OH); 7-cetocolesterol (7-ceto); 7B-hidroxicolesterol(7
-OH), 5,6a-epoxicolesterol (5,6a-Ep) e 5,6 B -epoxicolesterol (5,6 B-Ep) foram adquiridos da
Sigma (St. Luis, EUA). Os padroes 25(R)-hidroxicolesterol (25(R)-OH) e 7a-
hidroxicolesterol (7 a-OH) foram obtidos da Steraloids (Wilton, NH, EUA). O grau de pureza
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dos padrdes variou entre 95% a 99%. Os solventes grau HPLC n-hexano 2-propanol foram
obtidos da Tedia Mscience (Brasil) e os solventes grau analitico da Vetec (Merck, Brasil).

O colesterol e seus produtos de oxidagao foram quantificados por curvas de calibragao
dos compostos individuais, sendo que as mesmas continham 7 pontos. Para o colesterol as
concentragdes variaram entre 0,1 a 1 mg/mL. Para os 6xidos de colesterol as concentragdes
dos pontos foram entre 10 a 150 pg/mL. As curvas de linearidade, representados pelo valor
R2, estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Equacao de linearidade dos padrdes de 6xidos de colesterol.
Padroes Equacio da reta Linearidade
7a-hidroxicolesterol y=46.159,89615x + 51.667 2=0,99489
7B-hidroxicolesterol | y=11.979,78490x + 12.260 R2=0,99768
7-cetocolesterol y =22.108,87339x - 25.559 R2=10,99772
20a-hidroxicolesterol | y=11.979,78490x + 12.260 R2=0,99768
22(S)-hidroxicolesterol | y=4.763,81652x + 12.308 R?=0,99254
22(R)-hidroxicolesterol | y=5.515,22957x - 9.095 R>=0,99511
25-hidroxicolesterol | y =11.202,89405x + 20.403 2=0,99140
25(R)-hidroxicolesterol | y =4.559,75151x + 18.639 R?=0,98828

4.8 Confirmacao das estruturas e dos 6xidos de colesterol por UPLC-APCI-MS

No sentido de confirmar as estruras dos produtos de oxidacao do colesterol presentes
nas amostras de atuns, salmouras e 6leos, as mesmas foram analisadas em espectrometro de
massas. As analises cromatograficas foram realizadas em Cromatdgrafo Liquido de Alta
Performance “UPLC”, “Acquity chromatographer WATERS” acoplado a espectrometro de
massas TQD “Acquity mass spectrometer” (Micromass-Waters Manchester, Inglaterra), nas
seguintes condi¢des cromatograficas: coluna Ciano Phenomenex (250 mm x 4.3mm x 5.0 pum
particula em poros), fase movel isocratica contendo hexano: iso-propanol (97:3), fluxo
ImL/min, temperatura do forno 32°C, volume de injecao 20 pL.

Para ionizagdo das moléculas utilizou-se a fonte APCI-MS (ionizagdo quimica por
pressdo atmosférica acoplado a espectrometria de massas) modo positivo, varredura de m/z
300-450, temperatura da fonte 150°C, temperatura do probe 350°C, descarga Corona
21.00(uA), Cone 30.00(V), Extrator 5.00(V), fluxo do gas do cone 20(L/Hr), fluxo do gas de
desolvatacdo 500(L/Hr). Os principais ions foram determinados no modo SIM
(monitoramento individual dos ions), a partir das massas apresentadas na tabela 3, de acordo
com o mecanismo de fragmentacao e a ordem de eluicdo dos compostos (SALDANHA et al.,
2006).
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Tabela 3: Intensidade Relativa dos principais ions de colesterol e 6xidos de colesterol em
UPLC-APCI-MS.

Componentes® Intensidade relativa % (m/z)

367 385 369 401 403
Colesterol 100 - - - -
200-hidroxicolesterol 100 95 10 - -
5,6a-hidroxicolesterol 50 100 - - 20
5,6B-hidroxicolesterol 25 100 - - 10
22R-hidroxicolesterol 100 30 - - -
22S-hidroxicolesterol 100 50 - - -
25-hidroxicolesterol 100 20 - - -
25R-hidroxicolesterol 1 100 - - -
7-cetocolesterol - - - 100 10
7a-hidroxicolesterol 100 30 - - -
7B-hidroxicolesterol 100 30 - - -

*Espetros de massas do colesterol e seus 6xidos de acordo com os ions moleculares: 367, 369, 385, 401 ¢ 403.

4.9 Analises Estatisticas

Os resultados de umidade, lipideos totais, acidos graxos, colesterol e oxidos de
colesterol foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a nivel de 95% de
significancia, utilizando o software Origin 8.0. Os resultados das triplicatas foram expressos
por meio de médias seguidas dos desvios-padrdes (DP). Todas as analises foram realizadas
em triplicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacio de umidade nas amostras de atuns em conservas

Em relagdo a quantificacdo de umidade nas amostras de atuns em conservas, foram
observados teores reduzidos (entre 24,60 e 27,13g/100g) nos atuns em salmoura, comparados
aos atuns em oOleo (entre 31,93 e 42,30g/100g) (Tabela 4 e Figura 10).

Dentre as conservas comercializadas em salmouras como liquido de cobertura, teores
superiores foram observados na marca AGC, com uma média de 27,13+0,03g/100g, e
menores na marca AQC, com 24,60+0,12g/100g. J4 em relagdo as amostras de atuns em 0leo,
a maior média de umidade foi observada na marca APC (51,33+0,29g/100g) e a menor na
marca AGC (31,93+0,02g/100g).

Tabela 4: Média (g/100 gramas) de umidade das amostras de atuns em conservas nas
diferentes marcas comerciais.

Marcas AGC APC AQC
Atum em salmoura 27,13 +£0,03? 26,92 +0,02° 24,60 £ 0,12°
Atum em o6leo 31,93 +0,02° 51,33 £ 0,29° 42,30 + 0,05°

bo. ~ 1 2 1: . ; —
¢ Médias, em uma mesma linha, para cada marca de atum em conservas, seguidas de letras minfisculas

distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tanto as amostras de atuns em conservas em salmoura como as conservas em oOleo
apresentaram diferengas significativas (p<0,05) nas concentragdes de umidade. Esse fato pode
ter influéncia direta através das caracteristicas individuais das amostras dos peixes, e também
pelos diferentes ingredientes utilizados nos liquidos de coberturas, designados nos rétulos das
marcas comerciaisde ambas as variedades de conservas (Tabela 5).

Teores de Umidade

B Atuns em salmoura

M Atuns em éleo

AGC APC AQC

Figura 10: Concentracdes de Umidade nas amostras de atuns em conservas nas
diferentes marcas comerciais ¢ liquidos de coberturas.
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Conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Conservas de Atuns e
Bonitos (BRASIL, 2010), as conservas “em salmoura” ou “ao natural” devem apresentar em
seu liquido de cobertura “uma salmoura fraca, adicionada ou nao de substancias aromaticas;
este meio deve ser, no minimo, 10% e, no maximo, 36% sobre o peso liquido declarado”. A
Legislagdo também permite a elaboragdo de conservas de atuns com produtos vegetais, desde
que aprovados pelo 6rgao competente. O caldo vegetal, se utilizado, ndo podera exceder a
0,5% sobre o peso liquido declarado em atuns picados (ralados). Para os liquidos de
coberturas nas conservas contendo 6leo comestivel, o mesmo deve apresentar percentual
minimo de 10% e maximo de 36% sobre o peso liquido declarado. Ainda segundo a
Legislacdo, ndo ¢ toleravel a presenca de mais de 10% de agua sobre o peso liquido
declarado, exceto para o produto picado ou ralado (cuja tolerancia ¢ de, no maximo, 20% de
agua).

Os teores de umidade determinados nas conservas de atuns foram comparados com os
dados da literatura, e diversos autores relataram que as mesmas podem variar entre 52-
64g/100g, dependendo do bindmio tempo x temperatura do processamento, do liquido de
cobertura utilizado, além das caracteristicas individuais dos pescados (GARCIA-ARIAS et
al., 1994, RASMUSSEN; MORRISSEY, 2007; STEPHEN et al., 2010; TACO, 2011;
MOHAN et al. 2015).

Tabela 5: Ingredientes contidos nas amostras de atuns em conservas ralado em salmoura € em
oleo.

Conservas de atuns Ingredientes

Em salmoura / AGC “Atum, agua, sal e caldo vegetal”.

Em salmoura / AQC “Atum, agua, sal e extrato vegetal em pé (extratos de soja, cenoura e
batata). Contém tragos de soja. Pode conter tragos de aipo, gergelim e
leite/derivados”.

Em salmoura / APC “Atum, agua ¢ sal”.

Contendo dleo / AGC “Atum, 0leo comestivel e sal”.

Contendo oleo / AQC “Atum, o6leo de soja, agua, sal e extrato vegetal em pd (extratos de
soja, cenoura e batata). Contém tracos de soja. Pode conter tracos de
aipo, gergelim e leite/derivados”.

Contendo oleo / APC “Atum, 6leo de soja e sal”.

*Fonte: Rétulos das marcas comerciais de atum ralado em 6leo.

Os dados identificados na literatura estdo proximos aos quantificados nas conservas
em 6leo AGC deste estudo (51,33g/100g). Contudo, considera-se que as concentragdes salinas
dos meios podem ter promovido, através do efeito osmotico, reducao acentuada dos teores de
umidade das conservas “em salmoura” (que variaram entre 24,60 a 27,13g/100g) tendo em
vista a facilidade da saida de 4gua do musculo desintegrado (ralado).

Garcia-Arias et al. (1994) observaram as alteragdes nos teores de umidade em
amostras de atuns ap6s o enlatamento e esterilizacao durante os tempos de 55min e 90min, a
115°C. As amostras continham sal e 6leo de soja em seu conteudo e foram estocadas durante
1 e 3 anos, a temperatura ambiente. Os teores de umidade observados nos pescados in natura
foram 70,0g/100g; contudo, apds o processo térmico e estocagem, as amostras apresentaram
alteragdes significativas, com destaque para as esterilizadas durante 55min e estocadas
durante 3 anos, cuja concentracdo de umidade reduziu para 52,2g/100g. Segundo os autores,

28



os teores mais elevados de umidade (63,0g/100g) foram observados nas amostras esterilizadas
durante 55min, e estocadas em tempo 0.

Rasmussen e Morrissey (2007) estudaram a composi¢ao quimica em amostras de atuns
(Thunnus alalunga), enlatadas e submetidas ao tratamento térmico durante 75min a 117°C.
Antes do processamento, as amostras apresentaram uma média de 63,9g/100g de umidade, e
apods o enlatamento os teores reduziram-se significativamente para 60,3g/100g.

Stephen et al. (2010) relataram uma média de 71,8g/100g na umidade dos atuns in
natura ¢ entre 60,0 a 60,2g/100g, nos atuns enlatados (em 0leo), nos diferentes tempos e
temperaturas de apertizacao (110°C/90 min; 115°C/70 min e 121°C/40 min).

De acordo com a TACO (2011), a média dos teores de umidade em atuns frescos ¢ de
73,1g/100g, e em atuns enlatados em o6leo ¢ de 64,5g/100g.

Mohan et al. (2015) também verificaram que os teores de umidade reduziram apos o
processamento térmico de atuns, variando de 72,67g/100g nas amostras frescas, a
59,51g/100g nas amostras enlatadas em 6leo de coco; 60,67g/100g nos atuns enlatados em
oleo de girassol e 61,31g/100g nos atuns enlatados em 6leo de amendoim (MOHAN et al.,
2015).

Logo, os dados da literatura mostraram-se mais elevados aos identificados no presente
estudo, que apresentaram teores extremamente reduzidos (entre 24,60+012 e 27,13%£0,03),
para os atuns processados em salmoura. Tal fato se deve, provavelmente, a perda de conteudo
aquoso durante o processamento térmico dos musculos desintegrados para os liquidos de
coberturas compostos por salmouras. Em relagao as amostras contendo 6leos, esse fato nao
ocorreu, em que os teores de umidade podem ter sofrido influéncia dos cortes dos pescados e
espécies de atuns utilizados para enlatamento, além da alimentacdo e época de captura
(LUZIA et al., 2003; USYDUS et al., 2012).

5.2 Determinacao de lipideos totais dos atuns em conservas

Com relagdo aos teores de lipideos totais determinados no presente estudo, os mesmos
estao identificados na Tabela 6, e foram expressos em g/100gramas, em base seca.

Nas conservas em salmoura, teores mais elevados deste macronutriente foram
identificados na amostra AGC (média: 5,59+0,18g/100g). Os teores inferiores foram obtidos
na amostra AQC (4,21+0,18g/100g). Em relagdo as conservas de atuns em 6leo, os maiores e
menores conteudos foram observados nas amostras APC (43,99+0,62g/100g) ¢ AGC
(23,70+0,04g/100g), respectivamente.

Tabela 6: Média (g/100gramas, base seca) de lipideos totais das amostras de atuns em conservas nas
diferentes marcas comerciais.

Marcas AGC APC AQC
Atuns em “salmoura” 5,59+0,182 4773 + 0,427 421+0,18°
Atuns em “6leo” 23,70 + 0,04° 43,99 + 0,62° 35,63 +0,03°

b nrzq : ; .
% Médias, em uma mesma linha, para cada marca de atum em conservas, seguidas de letras minusculas

distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas nos teores de lipideos totais das

conservas de atuns em 0leo, das 3 marcas comerciais avaliadas. Para as amostras de atuns em
salmoura, diferengas significativas foram observadas entre as marcas comerciais AGC e AQC
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(5,59+0,18g/100g e 4,21+0,18g/100g, respectivamente). A amostra em salmoura APC (média:
4,73+0,42 g/100 gramas) ndo apresentou diferencas significativas em relagdo as demais.

As concentragdes lipidicas das conservas “em salmoura” (entre 4,21 e 5,59g/100g)
foram semelhantes aos identificados na literatura em amostras de atuns frescos e cozidos,
tendo em vista a ndo incorporagdo lipideos proveniente de 6leos vegetais nos musculos dos
pescados. Aubourg et al. (1996) observaram uma média de lipidios, em base seca, entre
7,16g/100g em atuns frescos, ¢ 6,61g/100g em atuns cozidos, respectivamente. Ja Aubourg et
al. (1997) obtiveram uma média de 6,50g/100g nos teores de lipideos nos musculos de atuns
frescos.

Contudo, as conservas em Oleo apresentaram valores elevados nas concentragdes
lipidicas (entre 23,70 a 43,99g/100g) comparados aos dados obtidos na literatura, apesar dos
demais autores também relatarem a influéncia dos 6leos incorporados as amostras, elevando
os conteudos de lipideos totais em conservas de atuns (Figura 11).

Teores de Lipideos Totais

43,99
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B Atuns em salmoura

H Atuns em odleo
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N
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Figura 11: Concentragdes de Lipideos Totais das amostras de atuns em conservas nas
diferentes marcas comerciais € em ambos liquidos de coberturas.

Garcia-Arias et al. (1994) relataram que as amostras de atuns frescos apresentaram
uma média de 6,4g/100g desse macronutriente em base seca, elevando-se significativamente
(14,1 a 24,3g/100g) durante o enlatamento com Oleo de soja, em diferentes tempos de
esterilizagdo e estocagem (com destaque durante estocagem de 1 ano). Segundo os autores, as
amostras absorveram concentragdes lipidicas do liquido de cobertura. Tal fato também foi
observado por Stephen et al. (2010), que verificaram proporc¢des de 9,5g/100g de lipideos em
atuns frescos e entre 18,6 a 19,5g/100g nos atuns enlatados com 6leo vegetal, teores proximos
aos valores observados no presente estudo, nas conservas da marca comercial AGC
(23,70g/100g).

Mol et al. (2008) identificaram uma média de 2,6g/100g (em base seca) nas
concentracgoes lipidicas de atuns frescos. Apds o enlatamento dos atuns contendo salmoura
como liquido de cobertura, os mesmos ndo apresentaram diferengas significativas (2,4g/100g
de lipideos). Quando comparados aos enlatados em oOleo vegetal, os autores observaram
elevagdo acentuada nos teores de lipideos do produto final (13,5g/100g).

Mohan et al. (2015) identificaram que o processo de enlatamento de atuns com
liquidos de coberturas contendo dleos vegetais resultou na elevagdo da concentracdo lipidica
(de 1,8 para 8,05-8,97g/100g, nas amostras frescas e em conservas, respectivamente).
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Logo, observa-se que maiores concentragoes foram obtidas nas conservas de atuns em
6leo, pela absorcao de lipideos provenientes dos liquidos de coberturas.

Contudo, as principais alteracdes nas concentragdes e perfis lipidicos, também
responsaveis pelas diferencas significativas identificadas nas amostras do presente estudo,
ocorreram devido as caracteristicas individuais dos pescados, como a alimentacao, época do
ano e local da pesca (BRAGAGNOLO, 1997; LUZIA et al., 2003; USYDUS et al., 2012;
FERNANDES et al., 2014), além das possiveis espécies que podem ter sido utilizadas no
enlatamento (ex.: Thunnus alalunga e Thunnus albacares, etc.).

5.3 Determinacio de acidos graxos das conservas em “salmoura”
5.3.1 Amostras de atuns em “salmoura”

Em relagdo aos perfis de acidos graxos das amostras, a Tabela 7 apresenta os
resultados, identificados a partir de seus ésteres metilicos, nos musculos dos atuns e seus
respectivos liquidos de coberturas de ambas as variedades. Os acidos graxos foram
determinados em g de acidos graxos/100 gramas de 6leo, em base seca.

As concentragdes totais dos acidos graxos obtidos nos atuns em conservas em
salmoura foram observadas na seguinte ordem: &acidos graxos saturados > &cidos graxos
monoinsaturados > acidos graxos poliinsaturados (Figura 12), com teores entre 54,66 a
59,84g/100g de AGS, entre 24,25 a 26,08g/100g de AGMI e entre 9,13 a 16,20g/100g de
AGPI. Tais dados mostraram-se proximos aos identificados por Loiko (2011), em conservas
de atuns contendo molho de tomates como liquido de cobertura (66,182/100g de AGS,
29,97g/100g de AGMI e 13,95g/100g de AGPI).

Dentre os acidos graxos saturados quantificados nas conservas de atuns em salmoura,
destacam-se o C16:0 (entre 32,81 a 36,03g/100g) ¢ o C18:0 (entre 10,67 a 12,84g/100g). Em
relacdo aos AGMI, destaca-se o C18:1w9cis (de 15,37 a 17,15g/100g) e, dentre os AGPI,
maiores concentragdes foram identificadas no acido graxo C22:6m3 (DHA) (entre 4,44 a
8,89g/100g).

Perfis de acidos graxos: atuns em salmoura
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Figura 12: Concentracdes de acidos graxos dos atuns em conservas contendo “salmoura”
como liquido de cobertura.
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Tabela 7: Resultados de 4cidos graxos dos atuns em conservas e respectivos liquidos de coberturas (g/100 gramas de lipideos, base seca).

Conservas em salmoura

Conservas em o0leo

ACIDOS
(fglfl‘?)z‘gos AQC AGC APC AQC AGC APC
Atum Liquido Atum Liquido Atum Liquido Atum Liquido Atum Liquido Atum Liquido
Saturados
C6:0 ND ND ND 0,02+0,018 ND 0,05 +0,00* ND ND 0,02 +0,00° ND 0,01 £0,01°  0,04+0,06%
C8:0 0,01 £0,00¢  0,01+0,01*  0,02+0,00° 0,01 0,004 0,03 +0,00° 0,02+0,00* | 0,01+0,00® 0,02+0,014 ND 0,04+0,03% 002+001" 0,02+0,02"
C10:0 0,01 +0,00° ND 0,01 +£0,00° ND 0,01 +£0,00° 0,02 +£0,004 ND ND ND ND ND ND
C12:0 0,08+£0,00°  0,05+£0,00¢  0,16+£0,00°  0,07+0,008  0,11+0,00° 0,14 £0,00* | 0,01 +0,00° ND 0,01 +£0,00° ND ND ND
C14:0 446+0,03°  3,71£0,06  6,60+0,05° 485+0,01%  443+0,07° 535+0,04" | 024+0,01° 0,11£0,01% 0,58+0,00* 0,17+0,01* 0,19+0,01° 0,11£0,00°
C15:0 1,26+0,01°  1,05+0,01€ 1,56 £0,01° 1,15+ 0,008 1,44 £0,02° 1,43+£0,01* | 0,07+0,01° 0,02+0,00% 0,18+0,00° 0,04+0,004 0,05+0,00° 0,02+0,00°
C16:0 32,81+023° 27,57+0,13¢  36,03+026° 29,66+023°% 3576+0,89° 38,78+0,28" |12,10+0,16° 11,19+03%4 13,86+0,10° 1222+0,74* 12,10+0,39® 11,59+0,214
C17:0 1,72+£0,01°  1,29+0,028 1,97 +£0,01° 1,36 £ 0,028 1,99 £0,00* 1,99+£0,01* | 0,26+0,04® 0,09+0,11* 036+0,00° 0,15+0,04% 0,18+0,10° 0,11+0,03*
C18:0 12,34 +£0,09° 8,62+0,05% 10,67+0,08"°  829+0,05¢  12,84+0,94" 12,04 £0,09% | 3,890+0,16° 336+0,078 549+0,04° 4,54+0,03* 3,77+0,10° 3,47+0,028
C20:0 0,52+0,00°  0,55+0,01%  0,58+0,00° 0,52 +0,00€ 0,49 +0,01°¢ 0,65+0,00* | 0,33+0,01° 0,32+0,008  043+0,00° 0,39+003% 034+0,02° 0,33+0,00"
C21:0 0,32+0,00°  0,34+0,004  0,33+0,00° 0,34 +0,00* 0,37 +0,01° 0,14+ 0,008 | 0,04+0,02® 0,050,008 0,11+0,00° 0,06+0,00% ND 0,06 £0,00 B
C22:0 0,08 0,00 0,09 +0,005 ND 0,110,004 0,07+0,00° 0,05+0,00€ | 0,01+0,01° ND 0,01 +0,00° ND ND 0,01 0,004
C23:0 0,02+0,00°  0,14+0,204 ND 0,150,174 0,02+0,00° ND ND ND 0,01 +£0,00° ND ND ND
C24:0 1,02+£0,01°  4,02+0,11*  1,92+0,01° 327+0,13" 1,91 £0,15* 1,65+0,01¢ | 0,31+0,03® 0,03+0,024 0,78+0,01* 0,07£0,10% 0,20+£0,04° 0,03+£0,024
YAGS 54,66+039° 4744+0,14% 5985+043" 49,80+0,13%  5947+1,59%  62,31+£044" | 1728+0,49% 1520+0,35" 21,82+0,16* 1544+£229* 16,74+0,72° 14,06+2,34"
Monoinsaturados
C14:1 cis 0,06 £0,00°  0,03+0,05% ND 0,08 £0,004 ND 0,09 + 0,004 ND ND 0,01 +£0,00° ND ND ND
C15:1 0,02 +0,00° ND ND 0,01 £0,01%  0,02+0,00° 0,03 £0,00* ND ND ND ND ND ND
C16:1 cis 4,17+0,03°  4,15+£0,07%  534+0,04"  4,67+0,01*  3,60+0,11° 4,04+0,03% | 029+0,02° 0,11£0,00% 0,73+0,01* 020+0,00% 0,20£0,01° 0,11£0,00°
C17:1 0,59+0,00°  0,70£0,01*  0,90+0,01*  043+034*  0,73+0,07° 0,17+0,00* | 0,12+0,03* 0,00£0,01* 0,14£0,00° 0,07+0,01* 0,08+0,02° 0,03+£0,04*
C18:1 w6 t 0,17+0,00®  0,11£0,15% 0,01 £0,00° 0,12+0,144 0,12+0,01° 0,02+0,004 | 0,01+£0,01° 0,05+0,034 ND 0,12+0,09*  0,05+0,01* 0,09+0,084
C18:1 @9 cis 1537+0,11°  2043+0,33% 17,15+0,12° 20,26+0,15* 17,01 +£042°  1548=0,11% [24,07+0,61°® 25,553+0,05% 21,76+0,15° 23,95+148% 2596+1,13* 2596+0,084
C20:1 09 2,32+£0,02% 2,17+0,02%  1,55+0,01°  2,71+£0,03* 1,58 £0,05° 1,44+0,01€ | 508+0,16° 522+0,10% 444+0,03° 507+0,14% 492+040° 526+035%
C22:1 @9 0,33+0,00°  037+0,01¢  025+0,00°  044+0,008  033+0,02° 0,72+0,01* | 0,01 £0,01 ND 0,08 £ 0,00 ND ND ND
C24:1 09 1,21£0,01°  0,90+0,01®  0,88+0,01° 1,10£0,01* 1,39 £0,03* 0,86 £0,01° | 0,05+0,02*° 0,01£0,00" 0,19+0,00° 0,02+0,01 * ND 0,01 £0,01*
SAGMI 2425+0,17° 28,87+0,85" 26,08+0,19° 2981+0,67" 24,53+1,12% 2284+0,16% | 29,63+0,51* 3093+0,07* 27,34+0,19° 29,44+141" 3122+0,73" 31,46+031%
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Poliinsaturados

C18:2 06 t 0,56+0,00*°  038+0,00"  048+0,00° 0,34+ 0,008 0,51+0,01° 0,02+0,00¢ | 0,01 +0,01° ND 0,07 +0,00? ND 0,01 +£0,01° ND
C18:2 06 cis 1,72 £0,01° 1,87 40,008 1,73 +£0,01° 1,68 +0,228 1,62+0,33? 3,48+0,024 | 4627 +1,39% 4858+0,394 4124+0,29° 49,61+0,97* 48,69+1,38% 49,17+1,844
C18:3 06 0,06+0,00°  0,06+001%  0,05+0,00° 0,03 +0,044 0,04 +0,00° 0,03+0,004 | 0,10+£0,01° 0,22+0,00% 029+0,00* 0,19+0,21* 0,21+0,00° 0,21+0,01 4
C18:3 o3 0,16+0,00®  0,11+0,008%  0,18+0,00° 0,14+0,004  0,11£0,02° 0,14+0,00% | 0,02+0,00®° 0,03+0,00% 0,05+0,00° 0,03+0,00% ND 0,03 0,004
C20:2 06 0,29+0,00°  0,23+0,00¢  0,32+0,00° 0,27+ 0,008 0,28 £0,03° 0,39+0,00* | 0,41+0,01* 0,42+0,00% 0,40+0,00° 0,43+0,03% 0,43+0,02* 043+001%
C20:3 06 1,85+0,01*  0,26+0,015  0,46+0,00° 1,75+0,024 0,14 +0,01°¢ 0,28 0,00 | 0,11+0,03° ND 0,06 0,00 0,02+ 0,00 ND 0,01 £0,04
C20:3 @3 1,37+£0,01*  1,26+0,02*  1,06+0,01% 1,06 + 0,03 B 0,92 +0,17° 0,15+0,00¢ | 0,16+0,04® 0,02+0,00% 0,27+0,00° 0,06+0,014 ND 0,01 +0,01 8
C20:4 06 0,13+0,00°  0,09+0,004  0,14+0,00®°  0,09+0,01* 0,15+0,01° ND 0,03+0,01° 0,05+£005% 0,06+£0,00° 0,05+0,004 ND 0,03 +£0,024
C20:5 @3 (EPA)  1,17£0,01"°  0,22+0,00®  0,29+0,00°¢ 0,20+ 0,01 8 0,34 +0,00° 0,35+0,00* | 0,18+0,00° 0,11+0,06% 0,21+0,00° 0,10£0,14% 0,00+0,02* 0,12+0,07*
C22:6 ®3 (DHA) 8,89+0,06° 14,98+0,51* 4,44+0,03° 10,48+0,37%  743+0,60° 511+004C | 1,54+£025° 0,12+0,07* 3,40+0,02® 031+044" 049+0,16° 0,11+0,09*
Y AGPI 1620+0,12° 1947+0,54% 9,13+0,06° 16,04+0,55° 11,55+0,45° 994+0,07C | 48,80+0,97* 49,55+0,26" 46,06+0,33% 50,80 +0,92* 4992+1,67" 50,13 +2,04%
Yo3 11,58 £0,08° 16,58 £0,54%  5,96+0,04° 11,87+0,38°%  8,80+0,78° 5,75+0,04¢ | 1,91+£032° 0,28+0,13* 3,93+0,03* 0,50+030% 0,59+0,23° 027+0,174
Y 06 4,79+0,03*  3,00+£0,15%  3,18+0,02° 428 +0,024 2,87 +0,32° 421+0,03" | 46,90+131% 4933+043% 42,13+030° 50,42+130% 4939+139% 4995+1,794
YEPA+DHA 10,05+0,07* 1520+051*  4,73+0,03¢ 10,67 +0,36"° 7,77 +0,6° 546+004C | 1,73+£025° 0,23+0,13% 3,61+0,03* 041+030% 059+0,23° 023+0,16%
®3/w6 2,42 - 1,88 - 3,10 - 0,04 - 0,09 - 0,01 -
®6/®3 0,41 - 0,53 - 0,33 - 25,02 - 10,71 - 95,36 -
S Trans 0,74+0,01*  0,48+0,15%  049+0,00° 0,46+0,14%  0,64+0,02° 0,04 +0,00* | 0,02+0,00° 0,06+£0,04* 0,07+0,00° 0,12+0,09* 0,06+0,00° 0,09+0,09"

% Médias em uma mesma linha, para cada variedade de atuns em conservas, seguidas de letras minusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); médias em uma mesma linha,
para cada variedade de liquidos de coberturas, seguidas de letras maiusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Concentragdes elevadas de acidos graxos w3 foram observadas na amostra AQC
(11,58+0,07g/100g), com destaque para a soma dos acidos graxos EPA e DHA
(10,05+0,07g/100g). Menores contetidos de acidos graxos ®3 (5,96+0,04g/100g) além da
soma de EPA e DHA (4,73+0,03g/100g) foram observados na amostra AGC.

Teores superiores de acidos graxos da familia @6 foram destacados na amostra AQC
(4,79+£0,03 g/100g), ndo sendo observadas diferencgas significativas entre as demais marcas
(de 2,87 a 3,18 g/100g). Os maiores e os menores teores de AGPI foram observadas na
amostra AQC e AGC, com valores de 16,20+0,12g/100g e 9,13+0,06g/100g, respectivamente.

Nao foram observadas diferencas significativas nos teores totais de acidos graxos
saturados entre as amostras AGC e APC, que se destacaram com médias entre 59,47 a
59,85g/100g. Diferencas significativas foram identificadas nas concentragdes de acidos
graxos monoinsaturados nas 3 marcas de atuns em salmoura (médias entre 24,25 a
26,08g/100g).

Siriamornpun et al. (2007) relataram a influéncia do aquecimento e a presenga do sal
em conservas de atuns em salmoura, além da pressdo exercida durante os processos de
enlatamento, como fatores que induzem a oxidacao lipidica. Os autores estudaram o efeito do
tempo de armazenamento (0-12 meses) nos perfis de acidos graxos dos atuns e observaram
que as concentragdes de AGS aumentaram de 26,91 para 34,66g/100g, enquanto os teores de
AGPI diminuiram de 59,21 para 49,65g/100g, 3 de 46,84 para 37,88g/100g e w6 de 12,37
para 11,78g/100g, nos tempos 0 e 12 meses, respectivamente. Propor¢des de 4cidos graxos
®3/w6 reduziram de 3,80 a 3,22 nos tempos 0 e apds 12 meses, respectivamente. Em relagao
as propor¢des entre os acidos graxos ®3/w6, resultados mais elevados foram obtidos aos
valores quantificados nos atuns em salmouras deste estudo (entre 1,88 e 3,10).

Aubourg et al. (1996) identificaram concentragdes de acidos graxos ®w3/m6 entre 4,4 ¢
8,1 em diferentes espécies de atuns cozidos com vapor de agua, em que os autores
identificaram elevadas concentragdes de acidos graxos da série ®3, como EPA e DHA.

Ingestoes elevadas na propor¢do w3/w6 indicam boas fontes lipidicas do pescado,
prevenindo o desbalanceamento nos acidos graxos do organismo que contribuem com
disfungdes fisiologicas (SIMOPOULOS 2008).

O aumento nas concentracdes de w6 leva a oxidagdo do LDL, agregacao plaquetaria e
interfere na incorporagdo de EPA na membrana fosfolipidica. J& a elevada ingestdo de 4cidos
graxos ®3, em especial EPA e DHA, pode reduzir a formagao de acido araquidénico (C20:4,
®6) nos lipideos dos tecidos e, consequentemente, a reducdo da agdo anti-inflamatdria e
agregacao plaquetaria (SIMOPOULOS, 2008). Os acidos graxos EPA e DHA apresentam
diferentes efeitos nas diversas func¢des nos leucodcitos, secre¢do insulinica e células
endoteliais. Essas diferencas sao associadas com seus efeitos nas propriedades fisico-quimicas
das membranas, sinalizacdo intracelular e expressdo do gene (SIMOPOULOS, 2006;
GORJAO, 2009).

5.3.2 Liquidos de coberturas contendo “salmoura”

Assim como os musculos dos atuns, as concentragcdes de acidos graxos quantificados
nos liquidos de cobertura das salmouras apresentaram a seguinte ordem: acidos graxos
saturados > 4cidos graxos monoinsaturados > acidos graxos poliinsaturados (Figura 13).
Elevadas concentracdes de AGS (entre 47,44 a 62,31g/100g) foram destacados pela presenca
dos acidos graxos C16:0 (entre 29,66 a 38,78g/100g) e C18:0 (entre 8,29 a 12,04g/100g).
Concentragdes superiores de AGMI (entre 22,84 a 29,81g/100g) foram observadas, com
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prevaléncia do acido graxo C18:1®9 (entre 15,45 a 20,43g/100g). Dentre os AGPI (de 9,94 a
19,47¢/100g), destaca-se o DHA (C22:6 ®3) (entre 5,11 a 14,98g/100g), com diferencas
significativas entre as salmouras.

Elevados teores de AGS se devem pela migracdo de de acidos graxos dos pescados,
com destaque para o C16:0. A amostra APC apresentou os teores mais elevados de AGS
(62,31+0,44 g/100g), além das menores concentracdes de AGMI (22,84+0,16g/100g) dentre
as amostras analisadas.

Perfis de acidos graxos: salmouras
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Figura 13: Concentracdes de acidos graxos dos liquidos contendo “salmoura”.

Diferencas significativas foram observadas nos teores de AGPI nas salmouras das 3
marcas comerciais, com menores concentragdes na amostra APC (9,94+0,07g/100g) e
maiores na AQC (19,47+0,54 g/100g). Além disso, concentragdes superiores de acidos graxos
o3 (16,58+0,54g/100g) foram quantificadas nas salmouras da marca AQC, em especial EPA
+ DHA (15,20+£0,51g/100g), obviamente oriundos dos pescados. Os teores mais reduzidos de
®3 foram obtidos na marca APC (5,75+0,04g/100g), além da soma dos acidos graxos
poliinsaturados EPA + DHA (5,46+0,04g/100g).

De acordo com Gongalves (2011), a maior parte da umidade do pescado estd
envolvida na estrutura miofibrilar e do tecido conjuntivo, cuja estrutura pode se romper
facilmente pela sua constituicdo em actina/miosina (proteinas miofibrilares) em detrimento a
colageno e elastina (proteinas do estroma). Dessa forma, durante o preparo das conservas
raladas, e consequente processamento térmico, as fibras musculares sao facilmente rompidas.
Através deste processo, os lipideos, principalmente os que contém acidos graxos insaturados,
que tem menor ponto de fusdo, liquefazem-se e migram para os liquidos de cobertura.
Entretanto, devido as diferencas de viscosidade entre os meios em salmoura ¢ em o6leo, os
acidos graxos poliinsaturados (em especial EPA ¢ DHA) e at¢é mesmo os acidos graxos
saturados, que apresentam maior ponto de fusdo, migram e se e dispersam mais facilmente
para a salmoura. Isso pode explicar os resultados obtidos, cujas concentragdes de acidos
graxos foram elevadas nas amostras de salmouras, indicando a interagdo entre os
componentes dos musculos e esse tipo de liquido de cobertura.
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5.4 Determinacao de acidos graxos das conservas em “dleo”
5.4.1 Amostras de atuns em “dleo”

Em relacdo as amostras de atuns em conservas de Oleo, as concentragdes foram
identificadas na seguinte ordem: acidos graxos poliinsaturados > d4cidos graxos
monoinsaturados > acidos graxos saturados (Figura 14). Destaque foi dado para os elevados
conteudos de AGPI (entre 46,06 a 49,92g/100g), nas 3 marcas comerciais (sem diferengas
significativas), além das reduzidas concentracdes de acidos graxos da série 3 (entre 0,59 a
3,93g/100g). Em relagdo aos AGPI, destaca-se o acido linoléico (C18:2, ®6), variando de
41,24 a 48,69g/100g.

Os resultados foram comparados aos da literatura, e se mostraram similares aos
identificados por Loiko (2011) em amostras de atuns em conservas em 6leo € em molho de
tomates como liquidos de coberturas. O autor também comparou 3 marcas comerciais em
ambas variedades de conservas, e identificou concentracoes de AGPI variando entre 52,86 a
54,74g/100g, em atuns em oOleo, e entre 48,44 a 52,91g/100g em atuns contendo molho de
tomates. As concentragdes do acido linoléico (C18:2, w6) variaram de 43,81 a 48,87g/100g
nos atuns em o6leo e de 40,18 a 43,85g/100g em duas marcas de atuns em molho de tomates,
similares ao do presente estudo.

Pode-se considerar que ocorreu absor¢do lipidica dos Oleos vegetais durante a
apertizacao, através do ambiente apolar promovido pelos liquidos de coberturas e pela elevada
superficie de contato das amostras, fato que promoveu alteragdes nos perfis lipidicos dos
atuns. Essas alteracdes nas concentragdes de acidos graxos nos atuns em conservas (figura 14)
foram evidenciadas pelos elevados teores de AGPI, em especial os da série 06 (entre 42,14 a
49,39g/100g), a exemplo do acido linoleico.

Perfis de acidos graxos: atuns em dleo
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Figura 14: Concentragdes de acidos graxos nas amostras de atuns em “6leo”.

Teores superiores de acidos graxos da familia @6 foram identificados na amostra APC
(49,39+1,39¢/100g), sendo observados ainda na referida amostra, os menores teores de acidos
graxos da série ®3 (0,59+0,23g/100g), de AGS (16,74+0,72g/100g), e concentracdes
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superiores de AGMI (31,22+0,73g/100g), quando comparadas as demais amostras de atuns
em conservas em 6leo.

Ja concentragdes inferiores de acidos graxos monoinsaturados (27,34+0,19g/100g) e
acidos graxos poliinsaturados (46,06+0,33g/100g), bem como os teores superiores de acidos
graxos saturados (21,82+0,16g/100g) foram observadas na amostra AGC. Também foram
observadas as maiores concentracdes de acidos graxos da série w3 (3,93+0,03g/100g), em
especial EPA + DHA (3,61+£0,03g/100g), acidos graxos naturalmente presentes em pescados
cuja énfase estd no seu potencial efeito anti-inflamatorio (CANDELA et al, 2011;
PITTAWAY et al., 2015).

Loiko (2011) identificou concentragdes de dacidos graxos 6 entre 44,11 e
47,79g/100g em conservas de atuns em 6leo e entre 40,23 e 44,15g/100g em atuns em molho
de tomates, respectivamente, estado proximas as identificadas no presente estudo. Entretanto,
concentragdes de o3 variaram entre 6,28 e 8,74g/100g e entre 8,21 e 13,21g/100g nos atuns
contendo 6leo vegetal e em molho de tomates como liquidos de coberturas, respectivamente,
em que as concentragdes se mostraram mais elevadas as determinadas no presente estudo
(entre 0,59 a 3,93g/100g).

Stephen et al. (2010) identificaram concentragdes de 65,2g/100g de AGPI, com
40,1g/100g nas concentragdes de w6 em conservas de atuns enlatados a 121°C por 40min.
Embora os autores identificaram uma média de 10,65g/100g nas concentragdes de @3, o acido
graxo principal desse grupo foi o a-linolénico (C18:3), que estd presente no liquido de
cobertura da amostra em Oleo. Além disso, os autores ndo identificaram concentragdes
significativas de acidos graxos EPA e DHA nestas amostras.

A soma nos teores de acidos graxos EPA+DHA do presente estudo variaram entre
0,59 e 3,61g/100g, em que a maior concentracdo foi identificada na amostra AGC. Os valores
quantificados nas amostras APC e AQC foram 0,59 e 1,91g/100g, respectivamente e sao
proximos aos identificadas por outros autores.

Sirot (2008), obteve teores de 0,59g/100g na soma de EPA e DHA em conservas de
atuns consumidos na Franga. Tenore et al. (2014) obtiveram teores de 1,15g/100 nos acidos
graxos EPA + DHA em conservas de atuns rabilhos. Em todos os estudos os liquidos de
coberturas eram compostos por 6leos vegetais.

Os teores de EPA+DHA identificados por Loiko (2011) variaram entre 2,02 a
3,87g/100 nas conservas em O6leo, valores proximos aos identificados na amostra AGC em
6leo do presente estudo.

Assim como observado no presente trabalho, interacdes entre os atuns enlatados e os
respectivos liquidos de coberturas também foram identificados por Aubourg et al. (1997). Os
autores relataram alteracdes nos teores de acidos graxos nas amostras de atuns em conservas
contendo azeite como liquido de cobertura, com destaque para o acido oleico, C18:1®9 (entre
26,3 e 32,7g/100g), concentracdes proximas aos deste estudo (entre 21,76 e 25,96g/100g),
indicando a absor¢ado dos acidos graxos tipicamente dos liquidos de coberturas contendo 6leos
vegetais.

Em relagdo aos acidos graxos saturados identificados neste trabalho, destaca-se o
C16:0 (entre 12,10 a 13,86g/100g). Aubourg et al. (1997) identificaram concentragdes
superiores (entre 16,2 a 17,7g/100g de lipideos) nas conservas de atuns estudadas.

Segundo Tarley et al. (2004), o transporte entre os lipideos dos pescados e dos o6leos
presentes nos liquidos de coberturas em conservas de sardinhas alteraram os perfis de acidos
graxos € os valores nutricionais das conservas. A migracao dos acidos graxos linoleico (06,
C18:2) e a-linolénico (w3, C18:3) dos 6leos para os musculos sardinhas foram evidenciados
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pelos autores, elevando a concentragdo desses acidos graxos nos pescados e reduzindo os
teores de EPA e DHA.

As concentragdes entre os acidos graxos ®3/w6 deste estudo variaram de 0,01 a
0,09g/100g, valores reduzidos comparados aos da literatura, embora outros autores também
relataram baixas concentragdes nesta propor¢ao em conservas pescados contendo 6leos como
liquidos de coberturas (TARLEY et al., 2004; STEPHEN, 2010).

Stephen et al. (2010) identificaram em conservas de atuns em o6leo proporgdes de
acidos graxos ®3/w6 variando entre 0,26 a 0,92, valores superiores aos identificados nas
amostras de atuns em 6leo, das 3 marcas comerciais do presente estudo.

No que se refere as proporgdes de acidos graxos w6/m3, as concentragdes deste estudo
variaram entre 10,71 a 95,36 nas conservas em 0leo. Considera-se tais valores mais elevados
aos identificados na literatura, em pescados e conservas de pescados. Contudo, as elevadas
concentragdes de acidos graxos poliinsaturados, em especial w6 nos 6leos podem ter elevado
as proporcoes de m6/w3 nas amostras de atuns contendo 6leo, através da migragao lipidica
promovida pelos liquidos de cobertura (6leos) para os musculos dos pescados, também
observados por Caponio et al. (2011).

Loiko et al. (2011) quantificou teores de w6/®w3 variando de 5:1 e 7:1 em conservas de
atuns em o6leo e em atuns contendo molho de tomates como liquidos de coberturas.

Proporg¢des entre os acidos graxos w6/m3 variando de 2:1 a 4:1 tém maior importancia,
em especial para pessoas com habitos alimentares que resultam em uma baixa ingestdo de
EPA e DHA, e tém sido recomendadas por possibilitar uma maior conversdo do acido a-
linolénico em DHA (MARTIN et al., 2006).

Logo, alteracdes nos perfis lipidicos de conservas de pescados pode ocorrer através da
absor¢ao dos acidos graxos dos 6leos vegetais utilizados nos liquidos de coberturas, elevando
os teores de AGPI (principalmente m6) e reducdao nas concentragcdes de 3 (AUBOURG et
al., 1996; STEPHEN et al. 2010; NASERI et al., 2011), como evidenciado nas conservas de
atuns do presente estudo.

Além disso, sua estabilidade oxidativa ¢ dependente, ainda, da qualidade da matéria
prima e das condi¢des de produg¢do e processamento (bindmio tempo x temperatura)
(STEPHEN et al, 2010; DEREWIAKA; OBIEDZINSKI, 2012; SKIPNES, 2014).
Schneedorferovd et al. (2015) afirmam a necessidade da realizagdo de estudos
individualizados com pescados de determinadas localidades para avaliar o tratamento térmico
ideal na preservacao dos AGPIL.

Com os resultados obtidos, conclui-se que os perfis lipidicos das conservas estudadas
apresentaram alteragdes significativas nos musculos dos pescados e nos liquidos de
coberturas, com possivel degradacdo de acidos graxos presentes em pescados, como EPA e
DHA, que apresentam diversos beneficios potenciais a saude. Além disso, com as
concentragdes extremamente elevadas de acidos graxos w6, pode-se inferir que as conservas
nao apresentam fontes desejaveis de adcidos graxos saudaveis.

5.4.2 Liquidos de coberturas contendo 6leo vegetal

Em relacdo aos perfis lipidicos dos liquidos de cobertura em “dleos”, verifica-se que,
assim como nos musculos dos pescados, os 6leos apresentaram concentragdes de acidos
graxos na seguinte ordem: 4cidos graxos poliinsaturados > acidos graxos monoinsaturados >
acidos graxos saturados (Figura 15). Os conteudos de AGPI variaram entre 49,55 a
50,80g/100, sendo elevadas as concentragdes de 4cidos graxos 6 (entre 49,33 a
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50,42¢/100g), com destaque para o acido graxo linoleico (C18:2 cis, w6), com teores de 48,58
a49,61g/100g.

Foram identificadas baixas concentragdes de acidos graxos ®3 (entre 0,27 a
0,50g/100g), em especial os acidos graxos EPA+DHA (entre 0,23 e 0,41g/100g). Ja as
concentracdes de acidos graxos monoinsaturados variaram de 29,44 a 31,46g/100g, com
teores mais elevados para o 4cido graxo oléico (C18:1cis, @9) (entre 23,95 a 25,96g/100g). Os
teores de acidos graxos saturados variaram de 14,06 a 15,44g/100g, destacando-se o acido
graxo C16:0 (entre 11,19 a 12,22g/100g). Nao foram identificadas diferencas significativas
em relagdao aos AGS, AGMI e AGPI, nos liquidos de coberturas contendo 6leo das 3 marcas
comerciais. Conforme designados nos rotulos dessa variedade de conservas, as amostras AQC
e APC possuem 6leo de soja como liquido de cobertura, enquanto a amostra AGC contém a
designacdo “0leo comestivel”, o qual também pode ser 6leo de soja, devido a similaridade aos
perfis lipidicos dos demais liquidos de cobertura referidos.

Perfis de acidos graxos dos dleos
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Figura 15: Concentragdes de acidos graxos dos liquidos contendo “6leo”.

Os resultados de AGPI dos liquidos de cobertura contendo 6leo deste estudo (entre
49,55 a 50,80g/100) estao proximos aos identificados por outros autores. Lago e Antoniassi
(2000), identificaram concentragdes variando de 57,62 a 58,31g/100g nos liquidos de
sardinhas em conservas contendo 6leo vegetal. Tarley et al. (2004) observaram teores de entre
40,36 a 55,23g/100g e entre 53,62 a 60,19g/100g nos AGPI em liquidos de coberturas de
conservas de sardinhas em molho de tomates e em o6leo, respectivamente. Em ambos os
estudos os autores identificaram concentragdes de acidos graxos dos liquidos de cobertura na
seguinte ordem: AGPI>AGMI>AGS, tal como observado no presente estudo. Além disso,
verificaram as presengas de 4acidos graxos constituintes dos pescados nos liquidos de
coberturas, concluindo a ocorréncia da transferéncia dos acidos graxos entre 0s meios
(LAGO, ANTONIASSI 2000; TARLEY et al. 2004).

Ressalta-se que os dleos vegetais promoveram um ambiente apolar que favoreceu,
durante o processamento das conservas, a migracao entre os acidos graxos dos musculos dos
pescados e dos liquidos de coberturas. Outros autores confirmaram a ocorréncia desse
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processo de migracdo lipidica entre os liquidos de coberturas e as conservas de pescados
(AUBOURG; GALLARDO, 1990; GARCIA-ARIAS et al., 1994; NASERI et al., 2011).

Aubourg (1997) avaliou alteragdes lipidicas em conservas de atuns e nos seus
respectivos dos liquidos de coberturas (azeite de oliva) apdés o enlatamento e o
armazenamento das conservas. Segundo os autores, os liquidos de coberturas foram
comparados a um grupo controle, e os resultados demonstraram que ocorreram alteragdes
lipidicas entre os meios devido a absor¢ao de lipideos provenientes dos filés de atuns.

Caponio et al. (2003) investigaram os 6leos usados nos liquidos de cobertura atuns
enlatados e verificaram elevadas concentracdes de acidos graxos tipicos dos lipideos de
pescados. Concentragdes de AGS foram evidenciados pelo 4cido graxo C16:0, que apresentou
conteudos variando entre 10,20 a 12,00g/100g nas amostras contendo 6leo de soja como
liquidos de coberturas, valores proximos aos obtidos no presente estudo (11,19-12,22g/100g).
Segundo os autores, as concentracdes de EPA+DHA variaram de 0,02 a 2,04g/100g nas
amostras de 6leos vegetais, com uma média de 0,46g/100g nos 6leos de soja, proximos aos
observados neste trabalho (0,23-0,41g/100g de EPA+DHA).

Selmi et al. (2008) avaliaram o efeito do processo de enlatamento e o tempo de
armazenamento sobre atuns e sardinhas apertizados, contendo 6leo de oliva e molho de
tomates como liquidos de coberturas. Segundo os autores, o processo térmico afetou
significativamente (p<0,05) as concentracdes lipidicas das amostras de atuns, que absorveram
os liquidos de coberturas durante a esterilizagdo, induzindo uma maior concentragao de acidos
graxos oleico (C18:1, ®9) e linoléico (C18:2, w6) dos liquidos para os pescados através da
migracao de acidos graxos, como ocorrido no presente estudo.

Conforme Naseri et al. (2011), a composicao lipidica de pescados enlatados apresenta
perfil lipidico similar ao tipo de lipideo (6leo) utilizado como liquido de cobertura.

Caponio et al. (2011) verificaram a composi¢ao de acidos graxos e seus percentuais de
degradacdes em diferentes 6leos de coberturas nas conservas de pescados. Foram avaliadas 34
latas de atuns em conservas: 7 em azeite extra virgem, 18 em azeite de oliva € 9 em 6leos de
soja, de girassol ¢ de milho como liquidos de coberturas, respectivamente. Elevadas
concentragdes de AGMI foram identificados nos liquidos de coberturas de atuns
(61,55g/100g), seguido de AGPI (23,27g/100g) e AGS (14,98g/100g). Segundo os autores, 0
tipo de peixe ndo apresentou influéncia na extensdo da degradacdo oxidativa e hidrolitica,
com excecao dos 6leos de coberturas das sardinhas, que apresentaram maiores concentragcdes
de acidos graxos poliinsaturados, indices de degradacdo oxidativa primdria e os maiores
valores de triacilglicerdis oxidados (1,32%), comparados aos enlatados atuns (0,93%).

5.5 Indices de Qualidade Nutricional (IQN) das fracdes lipidicas

Em relagdo aos Indices de Qualidade Nutricional (IQN) das fragdes lipidicas, a Tabela
8 apresenta os resultados identificados nas amostras de atuns em conservas de ambas as
variedades. As concentracdes do indice aterogénico (IA) dos atuns foram respectivamente
entre 1,25 e 1,78 nas amostras em salmoura e entre 0,16 ¢ 0,22 e nas conservas em 6leo. Ja os
valores do indice de trombogenicidade (IT) variaram entre 0,96 e 1,55 nas conservas em
salmoura e de 0,37 a 0,43 nas amostras de atuns em 6leo. Em relacdo as concentragdes entre
H/H, os maiores valores foram identificados nas amostras de atuns em o6leo (entre 4,62 a
6,12), comparadas aos atuns em salmoura (entre 0,56 a 0,74), com destaque para a amostra
APC em 6leo (6,12).
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Tabela 8: Resultados dos IQN das fracdes lipidicas nas amostras de atuns em conservas.
Atuns em conservas TIA IT H/H
Contendo 6leo / AQC 0,17 0,37 5,85
Contendo 6leo / AGC 0,22 0,43 4,62
Contendo 6leo / APC 0,16 0,38 6,12
Em salmoura / AQC 1,25 0,96 0,74
Em salmoura / AGC 1,78 1,55 0,56
Em salmoura / APC 1,48 1,23 0,66

Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) relacionam os acidos
graxos pro e anti-aterogénicos e prd e anti-trombogénicos, respectivamente. Quanto mais
reduzidos os valores de ambos os indices, melhor ¢ a qualidade nutricional da dieta como
fator de reducdo do potencial de risco de incidéncia de doengas cardiovasculares
(ULBRICHT, SOUTHGATE, 1991). Em relagdo as propor¢des de acidos graxos H/H
(Zacidos graxos hipocolesterolémicos/Zacidos graxos hipercolesterolémicos), valores mais
elevados sdo desejaveis sob o ponto de vista nutricional. Nao foram identificados dados na
literatura que indiquem as concentragdes minimas ¢ maximas dos indices de qualidade
nutricional lipidica, para que os alimentos sejam considerados potencialmente saudaveis.

Entretanto, outros autores também autores avaliaram estes indices de qualidade dos
lipideos em pescados. Simon et al. (2012) identificaram concentragdes de 0,29 e 0,20 nos
indices trombogénico e aterogénico, respectivamente, e 4,27 na propor¢cdo H/H de camardes
fritos em o6leo vegetal, valores proximos aos identificados nas conservas em 6leo do presente
estudo. Os autores relataram aumento nas concentragdes de lipideos, devido a incorporagdo de
0leo durante o processo de fritura, além da reducao de acidos graxos ®3 e aumento nos acidos
graxos 6.

Maulvault (2009) observou valores entre 0,39 e 0,47 no indice aterogénico e de 0,19 a
0,27 no indice trombogénico em pescados consumidos em Portugal. Lira et al. (2014)
identificaram niveis de 0,62 e 0,82 nos indices trombogénico e aterogénico, respectivamente,
em camardes defumados, além de 2,44 na proporcdo de H/H. Fernandes et al. (2014)
identificaram variagdes de 0,26 a 0,48 e entre 0,20 a 0,44 nos indices aterogénicos e
trombogénicos, respectivamente, além de 0,87 a 2,43 nas razdes H/H em pescados
consumidos no Brasil. Os autores consideraram que as amostras apresentaram indices de
qualidade lipidicas favoraveis para o consumo saudavel.

Embora as maiores concentracdes de EPA e DHA foram identificadas nas amostras de
atuns em salmoura, comparadas aos atuns em o6leo, os indices de qualidade nutricional das
fracdes lipidicas evidenciaram que as conservas em salmoura apresentaram reduzidos
conteudos de acidos graxos potencialmente saudaveis. Ja em relagdo as amostras de atuns em
6leo, observou-se melhores indices de qualidade nutricional lipidica em detrimento das
conservas em salmoura, porém ressalta-se os conteidos extremamente reduzidos nos acidos
graxos ®3, em especial EPA e DHA, e elevadas propor¢des w6/w3 (>4:1), pode ocasionar a
redu¢do na producao de acidos graxos saudaveis e contribuir para o desenvolvimento de
doengas inflamatorias.

Os acidos graxos m3 apresentam efeitos cardioprotetores, devido a sua inibicdo da
agregacao plaquetaria, comparados aos ®6, cuja ingestdo excessiva induzir a sua atividade
pré-inflamatoéria (HARRIS et al., 2008; DEFILIPPIS et al., 2010).
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5.6 Determinacao de colesterol dos atuns em conservas e dos liquidos de coberturas

As concentragdes de colesterol nas amostras de atuns em conservas € nos seus

respectivos liquidos de coberturas (mg/100 gramas de amostras, base seca) estao apresentados
na Tabela 9.

Tabela 9: Concentragdo média de colesterol nas amostras de atuns em conservas € nos

liquidos de coberturas, nas diferentes variedades e marcas comerciais (mg/100 gramas de
amostras, base seca).

Conservas / Musculo dos Liquidos de
Marcas Comerciais pescados coberturas
Em salmoura / AGC 399,28 +2,26" 19,61 +0,77°
Em salmoura / AQC 190,95+ 6,51° 37,10+ 1,114
Em salmoura / APC 271,38 £ 1,75° 18,99 + 0,86"

Contendo 6leo / AGC 191,92 +£2,61° 113,09 + 1,22°
Contendo 6leo / AQC 207,19 + 6,44° 259,12 +0,90"
Contendo 6leo / APC 135,90 + 2,60 240,70 + 1,45"

be. N[44 . .
% Médias em uma mesma coluna, para cada variedade de atuns em conservas, seguidas de letras
minusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); médias em uma mesma

coluna, para cada variedade de liquidos de coberturas, seguidas de letras maitsculas distintas,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os teores de colesterol nas amostras de pescados variaram entre 190,95 a
399,28mg/100g nos atuns em salmoura e de 135,90 a 207,19mg/100g nas conservas em o6leo.
Os niveis mais elevados de colesterol nas conservas de atuns foram identificados nas amostras
AGC em salmoura (399,28+2,26mg/100g) e AQC em 6leo (207,19+6,44mg/100g).

Observa-se que ocorreu uma migragdo significativa do colesterol para os liquidos de
coberturas (Figuras 16 e 17), em especial para as conservas em 0leo. Altas concentracdes do
colesterol foram identificadas nesta variedade de conservas, que variaram de 113,09 a

259,12mg/100g, respectivamente, sendo mais evidentes na marca AQC, contendo
259,12+0,90mg/100g.

Teores de colesterol: conservas em salmoura
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Figura 16: Concentragdes de colesterol nos atuns e liquidos de cobertura das conservas em “salmoura”.

Salmouras
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Teores de colesterol: conservas em oleo
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Figura 17: Concentragdes colesterol nos atuns e liquidos de cobertura das conservas em “6leo”.

Em relacdo as amostras de salmouras, concentragdes inferiores de colesterol foram
identificadas, entre 18,99 a 37,10mg/100g, quando comparadas aos atuns em oleos. Isso deve-
se ao fato que a estrutura da molécula do colesterol apresenta maior afinidade com o ambiente
apolar promovido pelos liquidos de cobertura compostos por 6leos. A marca AQC também
apresentou teores mais elevados de colesterol entre as amostras de salmouras
(37,10+1,11mg/100g), ndo sendo observadas diferengas significativas entre as demais marcas
AGC e AQC, com 18,99 e 19,6 1mg/100g, respectivamente.

As concentracdes de colesterol nas conservas de atuns podem variar conforme as
espécies dos peixes, além das condigdes de producdo e processamento, tornando esse
composto vulneravel quanto a formagdo dos seus produtos de oxidacao. Conforme a TACO
(2011), os teores médios de colesterol em conservas de atuns em o6leo foi 530mg/100g,
superiores aos determinados nos atuns em conservas do presente estudo de ambas as
variedades (entre 190,95 a 399,28mg/100g).

Os dados de colesterol obtidos nos musculos dos atuns foram mais elevados aos
identificados por Stephen et al. (2010), que variou concentragdes entre 71,61 a 74,31mg/100g
em conservas de atuns contendo 6leo vegetal. Segundo os autores, as amostras frescas
apresentaram concentragdes de 82mg/100g de colesterol.

Nao foram identificados na literatura dados sobre os teores de colesterol em liquidos
de coberturas nas conservas de atuns. Contudo, este estudo demostrou a ocorréncia da
migracao do colesterol dos atuns para os respectivos liquidos, sendo mais evidentes nas
amostras em 6leo, devido a migracdo desse composto para o meio predominantemente apolar.

5.7 Determinag¢io de POC’s dos atuns em conservas e dos liquidos de coberturas

A partir dos métodos utilizados foram obtidos nas amostras de atuns e nos seus
respectivos liquidos de coberturas os seguintes produtos de oxidacdo do colesterol: 20a-
hidroxicolesterol (20a), 22(R)-hidroxicolesterol (22R), 22(S)-hidroxicolesterol (22S), 25-
hidroxicolesterol (250H), 25R-hidroxicolesterol (25R), 7cetocolesterol (7ceto), 7a-
hidroxicolesterol (7a), 7B (7p-hidroxicolesterol), 5,6a-e 5,63-epdxidos. Entretanto, os dxidos
5,6a-epoxicolesterol (5,6a-Ep) e 5,6 B-epoxicolesterol (5,6 B-Ep) ficaram abaixo do limite de
quantifica¢do do equipamento, sendo somente detectados e ndo quantificados.
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Nas amostras de atuns em conservas (Tabela 10), foram identificadas elevadas
concentragdes de produtos de oxidacdo do colesterol, totalizando valores médios entre 321,42
a 414,94ug/g nas conservas em salmoura e de 110,97 a 194,13ug/g nas conservas em o6leo.
Destacam-se as amostras AGC em salmoura (414,94+1,49ug/g) e AQC em Oleo
(194,13+4,52ng/g). Menores teores de POC’s foram identificados na amostra da marca APC
em Oleo, com uma média de 110,97+1,88ug/g.

Tabela 10: Concentragdo média de colesterol e produtos de oxidag@o do colesterol (POC’s) nas amostras
de atuns em conservas nas diferentes variedades e marcas comerciais.

Composto At. em Salm. At. em Salm. At. em Salm. At. em dleo At. em dleo At. em dleo
(ng/g) AQC AGC APC AQC AGC APC
20-a 85,91+ 0,19° 153,02 +0,36° 165,17 £2,39* | 49,68 +2,65° 27,16 +0,33° 74,89 £ 0,53°
22(R) 31,11 +1,72° ND 68,54+ 0,61 | 22,05+0,16° 6,87 + 0,05° 1521 +0,86"
22(S) 21,11 +0,92° 51,53 +0,33% ND 26,49 + 0,38° ND 9,22 +0,69°
25-OH 10,81 + 1,48° 68,77 £ 1,67° 4,99 + 0,04° ND 1,85+ 0,01° ND
25(R) 25,50 + 1,63° 104,04 + 1,76 33,78 + 0,84° ND ND ND
7-ceto 60,69 + 3,33" 3323+1,72° 32,94+ 1,82° | 52,84+ 1,64°  32,55+029° 11,65 +0,2°
7-a 47,99 + 1,62° ND 8,87+ 0,26° 16,33 +0,12° 3,60 +0,03° ND
7-B 34,89 + 1,02° 435+0,19° 14,84 +0,78° | 26,73 +0,19° ND ND
TOTAL 321,42 +2,81" 414,94 £ 1,49 329,12 +6,22" | 194,13 £4,52*° 132,91 +0,41" 110,97 + 1,88°

bC. nrzq: . . —
% Médias, em uma mesma linha, para cada marca comercial de atuns em conservas com o mesmo liquido de cobertura

(salmoura ou 6leo), seguidas de letras mintisculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados de produtos de oxidacdo do colesterol das conservas em salmoura foram
comparados aos obtidos por Zunin et al. (2001), que analisaram atuns em conservas em
salmoura de diferentes marcas da Itdlia. Os autores identificaram contetdos variando entre
37,7 a 328,9 ng/g de produtos de oxidacao de colesterol, com niveis mais elevados dos 6xidos
7-cetocolesterol (de 10,1 a 139,2 ng/g), 7p-hidroxicolesterol (de 7,0 a 50,1 pg/g) e 5,6p-
epoxicolesterol (de 3,1 a 52,8ug/g), respectivamente. Embora os autores nao tenham
quantificado as concentracdes de colesterol das amostras, os mesmos concluiram que os
teores de POC’s mostraram-se elevados, quando comparados aos teores de lipidos das
mesmas (0,5 a 1g/100g). Entretanto, ressalta-se que os autores ndo analisaram os produtos de
oxidacdo da cadeia lateral e, dessa forma, os teores totais de 6xidos foram reduzidos aos
identificados nos atuns em salmoras do presente estudo (283,11 a 414,94 ng/g de produtos de
oxidagao do colesterol, em concentragoes de 4,21 a 5,50g/100g de lipideos).

Concentragdes elevadas de POC’s também foram identificados por Hernandez-Becerra
et al. (2014), em camardes salgados e secos. Os autores evidenciaram que os tratamentos de
secagem e desidratac@o ao sol elevaram drasticamente (8,6 vezes) a formacao de POC’s, com
uma média de 372,9 ug/g e, com apos 90 dias de armazenamento, alcangou teores de 886,6
ng/g. Tais valores estiveram superiores aos quantificados nas amostras de pescados em
conservas do presente estudo.

Neste estudo, o 6xido 20a-hidroxicolesterol apresentou elevadas concentragdes em
todas as amostras de atuns em conservas, com destaque para as amostras da marca APC de
ambas as variedades, com valores de 74,89+0,53ug/ge de 165,17+£2,39 ng/g nas conservas em
6leo e em salmoura, respectivamente. O 25-hidroxicolesterol também apresentou
concentragdes significativas, entretanto, apenas nos musculos de atuns em salmoura, com
concentragdes superiores na marca AGC, totalizando 68,77+1,67 ng/g.

Os 6xidos 20a-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol sao produtos de oxidagdao do
colesterol originados da cadeia lateral, provenientes dos carbonos tercidrios da molécula de
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colesterol e estdo suscetiveis ao ataque de radicais livres, em especial os superoxidos em
conjunto com os perdxidos de hidrogénio (VALENZUELA et al., 2004). Os demais produtos
da cadeia lateral incluem o 25(R)-hidroxicolesterol, 22(R)-hidroxicolesterol e 22(S)-
hidroxicolesterol (SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2008; FREITAS et al., 2015).

Concentragoes significativas de 25-hidroxicolesterol foram quantificados por Saldanha
et al. (2008) em sardinhas grelhadas, em especial nas amostras que haviam sido armazenadas
congeladas durante 120 dias (48,0 pg/g).

Em relacdo aos demais produtos de oxidagdo da cadeia lateral do colesterol, teores
mais elevados de 22(R)-hidroxicolesterol foram identificados nas conservas da marca APC
em salmoura (68,54+0,61ug/g) e, nas amostras em Oleo, destaca-se a marca AQC
(22,05+0,16pg/g). Em relagdo ao 22(S), os teores mais elevados foram identificados nas
amostras AGC em salmoura (51,53+0,33pug/g) e AQC em oleo (26,49+0,38ug/g). As
amostras APC em salmoura ¢ AGC em 06leo ndo apresentaram concentragdes significativas
para este oxido, nas suas variedades de conservas. Tais valores estiveram superiores aos
quantificados por Saldanha e Bragagnolo (2008), que identificaram concentracdes entre 18,2 €
22,7ug/g de 22(R)-hidroxicolesterol e entre 14,4 e 19,4png/g de 22(S)-hidroxicolesterol em
filés de pescadas envolvidas em diferentes embalagens (com alta e baixa permeabilidade de
0xigeénio).

Em relacio ao 25(R)-hidroxicolesterol, foram identificadas concentracdes
significativas apenas nas conservas em salmoura, com destaque para a marca AGC
(104,04+£1,76ug/g). Ja os menores teores de 25(R)-hidroxicolesterol foram identificados na
marca AQC (25,50+1,63ng/g) em salmoura, proximo ao quantificado por Saldanha e
Bragagnolo (2007) (29,40ug/g) em amostras de pescadas grelhadas e armazenadas por 120
dias.

No que se refere ao 6xido 7-cetocolesterol, destaca-se a marca AQC nas amostras em
salmoura (60,69+3,33ug/g) e em oOleo (52,84+1,64ug/g), respectivamente. Nao foram
observadas diferencgas significativas entre as demais marcas AGC e APC em salmoura (entre
32,94 ¢ 33,23ug/g). Em relacao as conservas em 6leo, a menor concentragao desse produto de
oxidacdo foi identificada na amostra APC (11,65+0,2pug/g), préximos aos quantificados por
Freitas et al. (2015), que identificaram valores entre 11,54 e 13,94ug/g de 7-cetocolesterol,
em pescadas brancas, assadas e cozidas em forno combinado e microondas, respectivamente.

Outros produtos de oxidagdo do colesterol originados do carbono 7 foram
quantificados no presente estudo. Concentragdes significativas de 7a-hidroxicolesterol foram
identificadas nas amostras de AQC em dleo (16,33+0,12ug/g) e em salmoura
(47,99+1,62ng/g). O 7P-hidroxicolesterol também foi destaque para a amostra AQC nas
conservas em oleo (26,73+0,19ug/g) e em salmoura (34,89+1,02ug/g), estando proximos aos
teores minimos de 7B-hidroxicolesterol identificados por Sampaio et al. (2006), em camardes
salgados e secos, em que os autores quantificaram concentragdes variando entre 34,63 a
72,56ug/g.

Conforme Lira et al. (2014), um importante fator que influencia a formagao dos
produtos de oxidagdo do colesterol em produtos de pescados (a exemplo de defumados) €,
além da exposicao do alimento ao calor, o uso do sal, o qual pode ser um potente fator pro-
oxidante. Isso explica a obtencdo de concentragdes mais elevadas destes compostos as
amostras contendo salmoura. Assim, ressalta-se que as elevadas concentragdes de POC’s, em
especial nas amostras de atuns em salmoura, se deve pelos fatores pro-oxidantes exercidos
pelo sal, justificando os resultados obtidos.

Guizani et al. (2014) analisaram os efeitos da concentracdo de sal sobre a oxidacao
lipidica de atuns (Thunnus albacares) defumados, e observaram elevados teores de produtos
de rancidez oxidativa nas diferentes concentragdes salinas.
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Conforme Kong et al. (2008), a adicdo de sal em produtos a base de pescados
solubiliza proteinas miofibrilares, o que pode resultar em interagdes entre proteina-proteina e
proteina-agua. Quando esses produtos sdo aquecidos, ocorre um processo de geleificacao
contribuindo com a emulsificagdo da gordura e retencdo de agua, podendo resultar na
oxidagao lipidica.

Também ¢ importante que seja realizado o monitoramento de conservas de pescado no
que diz respeito a elementos toxicos que afetam a saude humana. A contaminagdo de
conservas de peixe por tragos de metais pode ocorrer pelo proprio ecossistema marinho, ao
longo do tempo durante o manuseamento e o processamento comercial, ¢ de acordo com as
condi¢des da matéria-prima (KHANSARI et al., 2005; TUZEN; SOYLAK, 2007; MOL,
2011).

Nao foram identificados outros estudos que avaliem a ocorréncia da formacdo de
produtos de oxidacao do colesterol em conservas de pescados.

Em relagdo aos produtos de oxida¢do do colesterol quantificados nos liquidos de
coberturas (Tabela 11), concentracdes elevadas foram identificadas nas amostras AQC em
salmoura (477,12+2,48ug/g), além das amostras APC e AQC em oleo (entre 148,59 a
151,18ug/g). Esse fato estd compativel com as altas concentragdes de POC’s observadas nas
amostras de atuns em conservas em salmoura e em 6leo destas marcas, que podem ter sido
formadas nos pescados e migrado para os liquidos de coberturas, em especial nas salmouras,
cujas concentracdes salinas induziram a formag¢ao de produtos de oxidacdo do colesterol.

Assim como nas amostras de atuns em conservas, concentragdes superiores do 20a-
hidroxicolesterol, formado a partir da cadeia lateral da molécula de colesterol, foram
identificadas nos liquidos de cobertura. As concentragdes elevadas desse oxido foram
observadas na salmoura da amostra AQC (94,88+0,93 pg/g) e 6leo da marca APC
(135,18+1,29ug/g).

Tabela 11: Concentracdo média de colesterol e produtos de oxidacdo do colesterol (POC’s)
nos liquidos de coberturas das diferentes variedades e marcas comerciais de atuns em conservas.

Composto Salm. Salm. Salm. OLEO OLEO OLEO

(ng/g) AQC AGC APC AQC AGC APC
20-a 94,88 +0,93"  30,58+0,36" 11,98+ 1,26° | 130,90+ 0,67° 26,42+ 1,06° 135,18 1,29
22(R) 94,50 £ 0,96°  37,80+0,84" 2539+1,49° | 10,62+0,19"°  10,66+0,29"°  944+0,16"
22(S) ND ND ND ND ND ND
250H 52,39+ 0,29°  44,60+0,15° 28,54 +0,03° ND ND ND
7-ceto 51,68+ 1,5°  10823+1,82° 11,20+1,09°| 7,07£040°  7,07+£037" 6,55+ 0,02°
25(R) 85,53+ 0,68° 93,01 1,03 121,36+0,24° ND ND ND

7-a 85,52+ 0,68° 57,38+027° 13,82+0,73° ND ND ND

7-B 12,61 +0,44° 29,66+ 044" 18,26+ 0,41 ND ND ND

TOTAL  477,12+£2,48" 401,25+3,23" 230,54 +1,38°| 148,59 +0,88" 44,15+ 0,98" 151,18 +0,44"

abc.

Médias, em uma mesma linha, para cada marca comercial de atuns em conservas com o mesmo liquido de

cobertura (salmoura ou 6leo), seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

O 25-hidroxicolesterol, foi quantificado apenas nas amostras de salmouras - com
destaque para a marca AQC (52,39+0,29 ng/g) - ndo sendo identificado nas amostras de

oleos.

Concentragoes de 22(R)-hidroxicolesterol nas amostras em salmouras variaram de

25,39 a 94,50ug/g, com maiores concentracdes identificadas na salmoura AQC (94,50+0,96
ng/g). As amostras de 6leos apresentaram concentragdes entre 9,44 e 10,66pug/g, em os Oleos
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das marcas AQC e AGC nao apresentaram diferengas significativas (entre 10,62 e 10,66ug/g)
neste 6xido.

Nao foram detectadas concentragdes do oOxido 22(S)-hidroxicolesterol entre os
liquidos de coberturas analisados. Além disso, nas amostras de 6leos, ndo foram observados
teores significativos dos oOxidos 25(R)-hidroxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol e 7f-
hidroxicolesterol, assim como nas amostras de atuns em 6leo das 3 marcas comerciais (com
excessao do 7B-hidroxicolesterol, que apresentou 26,73+0,19ug/g no atum em o6leo da marca
AQQ).

O 7-cetocolesterol apresentou baixas concentragdes nos Oleos e sem diferencas
significativas entre as marcas comerciais (6,55 a 7,07ug/g). J4 as amostras de salmouras
apresentaram diferencas significativas, com destaque para a marca AGC (108,23+1,82 ug/g),
em que o 7-cetocolesterol foi o principal produto de oxidagdo identificado nesta amostra.

Zhang (2005) investigou os efeitos de oleos de origem vegetal (6leo de milho, 6leo de
canola, 6leo de soja e d6leo de oliva) sobre a oxidagdo do colesterol em amostras de salmao
submetidas ao aquecimento sob diferentes tempos e temperaturas. O autor analisou os
produtos de oxidagdo 5,6a-epdxidos e 7-cetocolesterol, o principal produto de oxidacado
detectado (2,11 pg/mL) quando aquecido a 150° C, durante 30 min. Nestas mesmas condigdes
ocorreu perda de 70% de colesterol. O autor concluiu que, dentre os dleos estudados, o 6leo
de soja apresentou a maior capacidade na prevencao da oxidagdo do colesterol, pois continha
maiores niveis de alfa e gama-tocoferol, componentes antioxidantes. Considera-se que as
concentracoes de POC’s identificadas pelo autor se mostram reduzidas comparadas ao
presente estudo, tendo em vista as menores quantidades de produtos de oxidagao do colesterol
analisados em relacdo a esta pesquisa.

Al-Saghir et al. (2004) analisaram amostras de salmao submetidas a preparos térmicos
por cozimento, na grelha e fritura com diferentes tipos de dleos (6leo de oliva, 6leo de milho e
6leo vegetal “parcialmente hidrogenado™). Os autores observaram um aumento significativo
na concentracdo total de 6xidos de colesterol das amostras aquecidas quando comparadas as
amostras cruas. Dentre os produtos de oxidagdo do colesterol identificados, os de maiores
concentragdes foram o 7-cetocolesterol, que atingiu média de 49% dentre todas as amostras
avaliadas, seguido do 7B-hidroxicolesterol. As concentracdoes de 5,6-epoxidos e 7a-
hidroxicolesterol mostraram-se abaixo de 15% do total de 6xidos determinados. Dentre os
métodos de processamento, o cozimento resultou em teores médios de POC’s ligeiramente
superiores (9,88 ng/g) que foi atribuido ao tempo de aquecimento mais longo (12 min),
comparado as amostras grelhadas, que obtiveram 5,98 pg/g. Nas amostras fritas com
diferentes 6leos foram observadas concentracdes entre 3,34 nug/g e 4,38 ng/g de 6xidos de
colesterol, respectivamente.

Embora ndo tenha sido objeto de estudo, considera-se que a presenca de tocoferol nos
Oleos vegetais pode ter exercido acdo protetora sobre o colesterol, reduzindo a formacao dos
POC’s no presente estudo, em detrimento as amostras de salmouras.

A partir do método utilizado, foi possivel identificar e confirmar as estruturas dos
produtos anteriormente quantificados através do UPLC-APCI-MS (Figuras em anexo).
Considera-se que as conservas apresentaram elevadas concentragdes de POC’s, nos atuns e
liquidos de coberturas analisados.

Com as altas concentragdes de acidos graxos insaturados naturalmente presentes (no
caso dos Oleos) ou migrados dos pescados para os liquidos de coberturas de ambas as
variedades, a formagdo de produtos de oxidacdo do colesterol ¢ um processo inevitavel,
podendo ser induzida, ainda, durante a oxida¢do dos acidos graxos. Os hidroperdxidos de
acidos graxos e radicais livres formados durante a oxidagdo lipidica desempenham um
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importante papel e facilitam a formacao de produtos de oxidagdo do colesterol através das
espécies reativas de oxigénio formadas (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002;
SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2010; VICENTE et al., 2012).

Outros fatores como presenca de tracos de ions metais nas latas, bem como as técnicas
de manipulagdo e armazenamentos inadequados dos pescados antes do processo térmico, sao
fatores que influenciam a formagao dos POC’s (VICENTE et al., 2012).

Além disso, a qualidade do corte da matéria prima, que pode conter diferentes partes
do pescado, como no atum “ralado” pode desempenhar um papel importante no
desenvolvimento de oxidacdo do colesterol. Conforme Zunin et al. (2001), a carne
desintegrada em especial com elevado teor de AGPI e colesterol, como nas conservas de
atuns, pode favorecer o desenvolvimento da producao de 6xidos de colesterol, em que as boas
praticas de produgdo e condigdes de fabricagdo utilizadas, em conjunto uma cuidadosa
escolha das melhores cortes de atum, sdo necessarias para reduzir a formacao de produtos de
oxidacao do colesterol.

Tendo em vista que ainda ndo sdo conhecidas as quantidades individuais e/ou totais
que promoveriam os efeitos biologicos deletérios dos POC’s, ha a necessidade da condugao
de pesquisas com metodologias padronizadas no sentido da verificagdo dos niveis de
contribui¢do dos produtos provenientes da dieta, esclarecendo os dados contraditorios
presentes na literatura (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002).

Além disso, com as altera¢des fisiologicas associadas a diversas patologias através da
ingestdo excessiva desses compostos, os profissionais envolvidos na produgdo de alimentos
(bioquimicos, quimicos de alimentos, engenheiros de alimentos, tecnologos e industria
alimentar) devem estar preparados para desenvolver e implementar novas tecnologias para
inibir e/ou minimizar a formacdo POC’s durante as diversas etapas durante o preparo € o
processamento de pescados (DANTAS et al., 2015).
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6 CONCLUSOES

° Teores reduzidos de umidade dos atuns em conservas, em especial, nas amostras em
“salmoura”, foram determinados pelos musculos desintegrados (“ralados”) e promovidos pelo
efeito osmotico dos liquidos de coberturas.

o Teores superiores de lipideos totais foram observados nos atuns das conservas
contendo 6leos vegetais, devido a migracao dos 6leos para os pescados.

J A migracdo lipidica dos liquidos de coberturas das conservas em oOleos elevou as
concentragdes de dcidos graxos da série @6 nos pescados e sua relagdo m6/®3.

o Nas conservas em “salmoura”, a solubilizacdo das proteinas miofibrilares promovidas
pelo sal permitiu a migracao das fracdes lipidicas dos pescados para as salmouras.

o Em ambas as variedades de atuns em conservas, observou-se baixas concentragdes de
acidos graxos potencialmente saudaveis, com destaque para as conservas “em salmoura”,
evidenciados na avaliacdo da qualidade nutricional dos lipidios. Todas as amostras estudadas
apresentaram os indices trombogénicos, aterogé€nicos e relagcdo H/H pouco favoraveis ao
consumo alimentar.

o Nas condig¢des cromatograficas utilizadas foi possivel quantificar o colesterol e os seus
produtos de oxidagao: 20a-hidroxicolesterol, 22(R)-hidroxicolesterol, 22(S)-hidroxicolesterol,
25-hidroxicolesterol, 25(R)-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7p-hidroxicolesterol e 7a-
hidroxicolesterol, através da HPLC-DAD-IR ¢ identificados e confirmados através do UPLC-
APCI-MS.

o Migracdes significativas do colesterol dos atuns para os liquidos de coberturas foram
evidenciados nas amostras, com destaque para os “Oleos”, devido ao ambiente apolar
promovido por este tipo de liquido de cobertura.

o Elevadas concentragdes de produtos de oxidagdo do colesterol foram identificadas em
todas as conservas de atuns e nos respectivos liquidos de coberturas de ambas as variedades,
com teores superiores nas amostras “em salmoura”, devido ao efeito pro-oxidante promovido
pelo sal.

o O consumo de pescados em conservas nao deve estar associado as dietas saudaveis,
em virtude aos potenciais efeitos deletérios dos POC’s quantificados no presente estudo.

J Considera-se, ainda, essencial a conducdo de novas pesquisas que avaliem as
alteracdes nas qualidades nutricionais dos lipideos, além da ocorréncia de compostos
indesejaveis, como os 6xidos de colesterol, em produtos de pescados.
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Figura 35: Amostra de atum em salmoura no UPLC-APCI-MS.

72



——y

020 Sm (Mn, 2x3)
1004

6: SIR of 1 Channel AP+

1004

8.82 TIC (f)
9.54e5
7.82
5.02
2.86 13.1
182 R S 3 14.73
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
020 Sm (Mn, 2x3) 5: SIR of 1 Channel AP+
13.14 TIC (e)
8.77e5

1004

2.00 4.00 6.00 8.00 10,00 1200 | 1400 | 1600 | 1800

T
020 Sm (Mn, 2x3) 4: SIR of 1 Channel AP+
8.82 TIC (d)
8.24e6
< 5.04
7.83
3.71 12.64 15.42 16.82
[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

020 Sm (Mn, 2x3) 1: SIR of 1 Channel AP+

100

TIC (a)
1.89e6

T T T T T T T T T T T T Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Figura 36: Amostra de atum em salmoura no UPLC-APCI-MS.
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Figura 37: Amostra de atum em 6leo no UPLC-APCI-MS.
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ura 38: Amostra de atum em 6leo no UPLC-APCI-MS.
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