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RESUMO
BARREIRA, Carla Fernanda Targueta. Avaliacdo da oxidacao lipidica em sardinhas (sardina
pilchardus) enlatadas adicionadas de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) como
antioxidante natural. 83p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

A sardinha do Marrocos (Sardina pilchardus WALBAUM, 1792) tem notavel importancia na
economia mundial, com beneficios que vao além do seu baixo custo de mercado, uma vez
possui um excelente valor nutricional, devido aos significativos teores de acidos graxos poli-
insaturados (AGPIs) da série 6mega-3. Entretanto, por ser um alimento altamente perecivel, ¢
comum que sejam aplicadas técnicas de processamento, como o enlatamento. Entretanto,
durante o processo de esterilizagdo, a temperatura e o tempo utilizados podem contribuir para
a degradacao dos lipidios insaturados presentes nas sardinhas, visto que, além dos AGPI, estes
peixes contém altos teores de colesterol, compostos extremamente suscetiveis a oxidagao,
formando os produtos de oxidagao do colesterol (POCs) ou 6xidos de colesterol. Os 6xidos de
colesterol sdo apontados como substancias aterogénicas e carcinogénicas e foram relacionados
ao desenvolvimento de inimeras doencas degenerativas, além de alterarem as propriedades das
membranas celulares. Devido aos riscos ocasionados pela ingestao destes produtos, torna- se
vantajoso a adicdo de extratos naturais ricos em compostos bioativos que apresentem
capacidade antioxidante, além de agregarem sabor e aroma as conservas, como a pimenta rosa
(Schinus terebinthifolius Raddi). Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da adi¢do de pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0% e controle, frente a oxidagao lipidica
em sardinhas enlatadas em o6leo vegetal como liquido de coberturas. A pimenta rosa foi
previamente caracterizada e apresentou relevante potencial nutricional. Determinou-se a
presenga de compostos bioativos como flavonoides, carotenoides e antocianinas. Compostos
como, tetraidroamentoflavona (541 m/z), agatisflavona (537 m/z), hikinoflavona (539 m/z) e
cianidina (287 m/z), foram identificados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas. A atividade antioxidante foi constatada em analises in vitro. Quanto a determinagao
da oxidacdo lipidica, identificou-se a formagdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBA) e alteragdes na composicao dos acidos graxos e colesterol, quantificando-se a formagao
de produtos da oxidacao do colesterol (POCs). O processo de enlatamento promoveu a oxidagao
lipidica e resultou em uma troca de acidos graxos, colesterol e 6xidos de colesterol entre o

musculo do peixe e o liquido de cobertura. O contetido de EPA e DHA das sardinhas reduziu



de 18,37 + 0,42 (sardinha crua) para 12,05 = 0,76 g/100 g de sardinha (para controle e sardinha
em conserva, respectivamente). Contudo, as adi¢des de 0,75 e 1,0% ndo apresentaram
diferencas significativas em comparacdo com a amostra crua. Os liquidos de cobertura
apresentaram diminui¢do de aproximadamente 19% e 26%, nos niveis de AGMs e AGPs. O
conteudo total POCs aumentou de 39,53 + 2,15 pg / g (sardinha crua) para 116,04 £ 0,78 pg /
g (sardinha controle). No entanto, niveis mais baixos foram encontrados em amostras contendo
pimenta rosa (de 59,46 + 0,87 a 93,26 + 1,99 pg / g). Os resultados encontrados neste trabalho
sugerem a aplicacdo da pimenta rosa como aditivo natural capaz de minimizar a ocorréncia de
oxidagdo lipidica, ajudando a preservar a qualidade nutricional das conservas de pescado, e,
consequentemente, minimizando o consumo de compostos deletérios a satde.

Palavras-chave: Brazilian pepper three (Schinus terebinthifolius Raddi), sardinha enlatada,

antioxidantes naturais, oxidagao lipidica.



ABSTRACT

BARREIRA, Carla Fernanda Targueta. Evaluation of lipid oxidation in canned sardines
(Sardina pilchardus) added with pink pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) as a natural
antioxidant. 83p. Dissertation (Master in Food Science and Technology). Institute of
Technology, Food Technology Department, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

The Moroccan sardine (Sardina pilchardus WALBAUM, 1792) has remarkable importance in
the world economy, with benefits that go beyond its low market cost, since it has an excellent
nutritional value, due to the significant contents of polyunsaturated fatty acids (AGPI s) of the
omega-3 series. However, as it is a highly perishable food, it is common for processing
techniques such as canning to beapplied. However, during the sterilization process, the
temperature and time used can contribute to the degradation of unsaturated lipids present in
sardines, since, in addition to AGPI s, these fish contain n high levels of cholesterol, compounds
extremely susceptible to oxidation, forming the products cholesterol oxidation agents (POCs)
or cholesterol oxides. Cholesterol oxides are identified as atherogenic and carcinogenic
substances and have been related to the development of numerous degenerative diseases, in
addition to altering the properties of cell membranes. Due to the risks caused by the ingestion
of these products, it is advantageous to add natural extracts rich in bioactive compounds that
have antioxidant capacity, in addition to adding flavor and aroma to preserves, such as pink
pepper (Schinus terebinthifolius Raddi). In this context, this study aimed to evaluate the effect
of'adding pink pepper at 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0% and control, against lipid oxidation in sardines
canned with liquid medium in vegetable oil. Pink pepper was previously characterized and
presented relevant nutritional potential. The presence of bioactive compounds such as
flavonoids, carotenoids and anthocyanins was determined. Compounds such as
tetrahydroamentoflavone (541 m/z), agathisflavone (537 m/z), hykinoflavone (539 m/z) and
cyanidin (287 m/z) were identified by liquid chromatography coupled to mass spectrometry.
The antioxidant activity was verified in in vitro analyses. As for the determination of lipid
oxidation, the formation of reactive species to thiobarbituric acid (TBA) and changes in the
composition of fatty acids and cholesterol were identified, quantifying the formation of
cholesterol oxidation products (POCs). The canning process promoted lipid oxidation and
resulted in an exchange of fatty acids, cholesterol and cholesterol oxides between the fish
muscle and the coating liquid. The EPA and DHA content of sardines reduced from 18.37 +

0.42 (raw sardines) to 12.05 = 0.76 g/100 g of sardines (for control and canned sardines,



respectively). However, the additions of 0.75 and 1.0% did not show significant differences
compared to the raw sample. Net coverage showed a decrease of approximately 19% and 26%,
in the levels of AGMs and AGPI s. The total POCs content increased from 39.53 + 2.15 pg/g
(raw sardines) to 116.04 + 0.78 pg/g (control sardines). However, lower levels were found in
samples containing pink pepper (from 59.46 + 0.87 to 93.26 + 1.99 ng/g). The results found in
this work suggest the application of pink pepper as a natural additive capable of minimizing the
occurrence of lipid oxidation, helping to preserve the nutritional quality of canned fish, and,

consequently, minimizing the consumption of compounds harmful to health.

Keywords: Brazilian pepper three (Schinus terebinthifolius Raddi), canned sardine, natural

antioxidants, lipid oxidation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Sardinha do Marrocos (Sardina pilchardus) (LOURO et al., 2019). cocceerrerecsrarecssanes 5
Figura 2: Esquema geral para a oxidacdo de acidos graxos (Adaptado de: RAMALHO e

JORGE, 2000). weeerueesuessersuecssissussancsanssusssncssesasssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassssssssssssass 10
Figura 3: Foérmula estrutural do colesterol livre, parte polar em vermelho e apolar em cinza

(adaptado de GUARDIOLA, 2002). uucceersercsssnesssascsssasesssasssssssssssassssssssssssssssssssssssssssassssans 12
Figura 4: Mecanismo de auto-oxidagao do colesterol (SMITH, 1987)..cccccecrercssvrccsnsesssanessnns 13
Figura 5: Pimenta rosa coletada na UFRRJ (Fonte: Autor, 2021). .ceeeeceessercssnessnsssssesnseasene 22
Figura 6: Coleta manual da pimenta rosa doada pelo Instituto de Agronomia da Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRU). ccccvieerrercssercssencsseressnessssnnssssnnsssnsssssssssssaseses 40
Figura 7: Adicao da pimenta rosa a lata contendo Sardinha.....ceeeeescsescsssescsssnssssasssssassssassssnns 42
Figura 8: Insercdo das latas na linha de produgao. ....ceeceeseeccurcsesssancsssnssnnsssssssssssassssssssssosasese 43
Figura 9: Adigdo do liquido de cobertura em 6leo de soja as latas de sardinha.......ccceeueeueenee 43

Figura 10: Fluxograma do processamento das sardinhas em conserva (Adaptado de
COSTAMARINE, 2021). ceeeerssessurcsenssessanssenssessanssssssnssssssssssesssssssssssssassssssssssssssassssssassssssns 44
Figura 11: Abertura manual das conservas de sardinha.....c.ceeeeeeessercsssessnnessessssnssssesssssssssssens 45
Figura 12: PP = pimenta rosa. Os valores representam médias + desvio padrdo em triplicado.
Diferentes letras maitsculas na mesma linha indicam diferencas significativas entre
amostras com diferentes concentracdes de pimenta rosa pelo teste de Tukey. Diferentes
letras minusculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras de
sardinha e liquido de cobertura na mesma concentracdo de pimenta rosa pelo teste t de
Student ndo pareado. Sardinha: "a" indica diferencas significativas em comparagdo com
"Controle" e "B" indica diferengas significativas em comparagao com "Raw" pelo teste de
Dunnett. Liquido de cobertura: "y" indica diferencas significativas em comparagdo com
"Controle" e "3" indica diferencas significativas em comparagdo com "Raw" pelo teste de

IDIUNDNELL. ceverreereeeeeereeeeneeeessecsseresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansssssss 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Proposta de identificacdo de compostos bioativos do extrato de pimenta rosa por
UHPLC-ESI-MS.uuiiiiriinicensnnssecssissnsssesssissssssncsssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssess 51
Tabela 2: Composi¢des de acidos graxos (g/100 g de 6leo) das amostras de sardinhas e liquidos
de cobertura pré e p6s o enlatamento (controle e com pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e
1,090). eessecssecsecssecssecsassancssnsaessessancsssssnsssssssessessssssssssssssesssessssssassassssssssssssssasssessssssssssssssssns 56
Tabela 3: Teores de colesterol (mg/100 g, base seca) e 6xidos de colesterol (ug/g, base seca)
das amostras de sardinhas e liquidos de cobertura pré e pds enlatamento (controle € com
pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 € 1,090). ceeecrsercssnecssanesssaressascsssssssssssssssssssssssssssssssasssssases 63
Tabela 4: Migracdes de compostos bioativos de pimenta rosa para as sardinhas e liquidos de

1010) 0153 1 131 v VPO PRRS 68

MATERIAL COMPLEMENTAR

Tabela 1: Umidade (g/100 g) e teores de lipidios totais (g/100 g, base seca) das amostras de

sardinhas pré e poOs enlatamento (controle e com pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e

Tabela 2: Valores de TBARS (mg MDA/kg) das amostras de sardinhas e liquidos de cobertura

pré e pds enlatamento (controle e com pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%)............. 82



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AAPH 2-amidinopropane dihydrochloride

AGM Acido graxo monoinsaturado

AGPI Acido graxo poli-insaturado

AGS Acido graxo saturado

AOAC Association of Official Analytical Chemists
BHT Butilidroxitolueno / Butylhydroxytoluene
DHA Acido docosaexaendico / Docosahexaenoic acid
DPPH 2,2-difenill-1-picril-hidraliza

EPA Acido eicosapentaenoico / Eicosapentaenoic acid
ESI Electrospray Ionization

FAO Food and Agriculture Organization

FAME Fatty acid methyl ester

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

HPLC High Performance Liquid Chromatography
Iy International Unit

MS Mass Spectrometry

MDA Malonaldeido

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
PDA Photo Diode Array

POC Produto da Oxida¢ao do Colesterol

PPM Partes por milhdo

QE Quercetin equivalent

SIM Selected lon Monitoring

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances
TBA Acido tiobarbiturico/ Thiobarbituric acid
TCA Acido tricloroacético

TE Trolox equivalente

TEP 1,1,3,3-tetracthoxypropane

TPTZ 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography



SUMARIO

INTRODUCAO GERAL ......ccooooiiiiiiiiiiietiet sttt 1
OBUJIETIVOS ...ttt ettt ettt a ettt e s bt ettt e s bt e beeatesbeenbeeanens 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coooooiiiiiiiiieeineeies st 4
1. Sardinha do Marrocos (Sarding pilcharduss) .............c.ccoeeceeeienieeecieeieeiieeie e 4
2. Conservas de Sardinhas .........oc.eoiiiiiiiiiii e 7
R T 0 )4 16 b Tor T 0 0103 (- OSSPSR 10
4. Colesterol e 0xidos de cOleSterol....... oottt 12
5. Termo-0x1dagao do COLESLEIOL........ooiiiiiiiiiiiiiiiee e 16
6. Oxidagao lipidica em conservas de pescado ...........cceerieeiiieniieniienie e 17
7. Emprego de antioxidantes naturais €m pescado.........ccccueerueerieeriienieeiiienieeieenee e 19
8. Pimenta Rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)............ccoovvieiiiiniiiiiiniiiieeieeeeeeee 21
0. REIETENCIAS ...ttt ettt et b bt b ettt she e 25
CAPITULO T ..ottt 33
Lo INEEOAUGAO. ..ttt ettt e et e e etb e e e aa e e e aa e e eaaeeenbaeeeaaeeeareeennnes 37
2. Material € MEOAOS .....ooueiiiiiiieie ettt 39
2.1 Padroes, reagentes € SOIVENTES........uieriieeiiieeiiieeiieeeieeeeiteesteeesaeeeseaeeesebeeesaeeensseesnseeesnnes 39
2.2 Material VEGETAL .......coocuiiiiiiieciieecee ettt e e e e eeeaaee e 39
2.3 ANAliSEs da PIMENTA TOSA ....ececuuieeeiieeiieeeiieeeieeeeieeesteeesteeessaeeesseeesaeesssseesseeessseeessseeensses 40
2.3.1 Preparacao dO @XITAL0 ....ccveeuieeieeiieeieetie et eieeete et e steeeeesteeaeeesbeeseesaseenseesnseesaesnsaens 40
2.3.2 Capacidade antioXidante {72 VITFO ..........cceeeueeiieeiiieiieeie ettt ettt sae e ens 40
2.4 Preparagao da amostra e processo de enlatamento..........c.eeeveevuieriierieeniienieenie e 41
2.5 Conservas de sardinha e analises do liquido de cobertura..............ccccoeeviieniienienieeniienene 45
2.5.1 Umidade e lipidios totais das sardinhas............cccceevuieriiiniiinieeiiecie e 45

2.5.2 Ensaio TBARS: Determinagao de malondialdeido em sardinhas e liquido de cobertura46
2.5.3 Determinagoes de acidos graxos de sardinha e liquido de cobertura...........ccccveeeeneennee. 46

2.5.4 Determinagdesde colesterol e 6xidos de colesterol de sardinhas e liquido de cobertura 46

2.6 Identificagdes de compostos bioativos por andlises UHPLC-ESI-MS.............cccoveeeneenn. 47
2.7 ANANISES ESTALISTICAS ...vevretienieriieiitete ettt ettt ettt sttt et sb ettt b et et e b 47
3. Resultados € diSCUSSAD ....ceviruiiriieiiiiiriteie ettt sttt ettt 48
3.1. Capacidade antioxidante in vitro do extrato de pimenta rosa.........coccevveevereenverieeneenuennnen 48

3.2. Compostos bioativos do extrato de pimenta rosa determinados por UHPLC-ESI-MS.....49



3.3 SATAINNAS e e e e e eaa e e e —————————aaaeraa—— 53

3.3.1. Teores de umidade e lipidios totais de amostras de sardinha enlatada........................... 53
3.3.2 Ensaio TBARS: teores de malondialdeido em amostras de sardinhas e liquidos de
CODBTEUIA ...ttt et ettt b ettt e b et at e e bt et e e st sht e bt e st e e bt e nb e et e saee bt enteeneenbeenee 54
3.3.3 Composicao de acidos graxos de sardinhas enlatadas e liquidos de cobertura................ 55
3.3.4 Teor de colesterol e 6xidos de colesterol de sardinhas enlatadas e liquidos de cobertura
.................................................................................................................................................. 62
3.4 Migragdes de compostos bioativos da pimenta rosa durante o enlatamento...................... 67
3.5 Andlise de componente PrinCipal ..........ceccveeieeiiieriiieiieiie ettt 70
4. CONCIUSOES ...ttt ettt ettt et ettt et e s at e e b e at e e bt e shb e e bt e e sbeebeesabeenbeesabeaaseas 72
CONTTILOS AE INEEIESSE ...eeuvveutieiieetieeiie ettt ettt ettt ettt et esat e e bt e sateebeesabeeabeesaeeenbeesneeans 73
RECONNECTMENTOS ...ttt ettt ettt ettt e bt e et ebeesaneens 73
RETEIENCIAS ...ttt ettt et e st e beesaaeens 73
CONCLUSOES GERALIS .....coouiieeeeeeeeee e 79

Material COMPIEMENTAT.........cccuiiiiiiieiiie et eee et e e e e e esbeeensseeenaeesnnes 81



INTRODUCAO GERAL

O enlatamento ¢ a principal técnica de conservacdo de peixes, € além de proporcionar
praticidade no consumo, também visa garanti a inocuidade e seguranca do alimento, facilitando
seu acesso e contribuindo para a nutricdo humana (BARBOSA et al., 2019).

Os peixes e produtos de pescado sdo considerados um alimento saudavel e fontes
valiosas de d4cidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPIs), especialmente os dacidos
eicosapentaendico (EPA, C20:5) e docosahexaendico (DHA, C22:6). Esses acidos tém
demonstrado intimeras atividades biologicas e sdo frequentemente objeto de estudos
relacionados a satide humana e a prevencao de diversas doengas (DJURICIC; CALDER, 2021).

A sardinha do Marrocos (Sardina pilchardus), também conhecida como sardinha do
Atlantico ou sardinha Européia, ¢ uma espécie de peixe peladgico de pequeno porte, que se
destaca na economia mundial devido ao seu expressivo numero de capturas (FAO, 2018). No
Brasil, essa espécie ¢ amplamente utilizada pela industria de conservas, visto que a oferta
nacional do produto ndo consegue atender a demanda da crescente expansao do mercado. Desta
forma, para atender as necessidades do mercado e proteger as espécies na costa brasileira, o
governo brasileiro promoveu redugdes substanciais nas tarifas de importacao dessa espécie no
ano de 2019.

Contudo, apesar do enlatamento apresentar vantagens pertinentes a praticidade,
inocuidade e conservacao do pescado, a fabrica¢do das conservas demanda etapas industriais
que podem comprometer a qualidade nutricional desse alimento ao degradar 4cidos graxos
essenciais e causar a formagao de compostos nocivos, como os 6xidos de colesterol.

Além dos AGPIs, as sardinhas apresentam altos niveis de colesterol que sao compostos
altamente suscetiveis a oxidacao quando expostos fatores favoraveis como o aquecimento (DE
CARVALHO et al., 2021), que por sua vez, ocorre durante as etapas de cozimento e
esterilizagcdo comercial das conservas, tornando-as fontes exdgenas de produtos da oxidagao do
colesterol (POCs).

Em estudo recente realizado por Dantas et al. (2021) que determinou o contetido de
oxidos de colesterol em amostras comerciais atum em conserva, foi indicado que o pescado

enlatado pode ser considerado uma fonte potencial de POCs na dieta.



A ingestdo exogena dos POCs ¢ frequentemente relacionada ao desenvolvimento de
diversas doengas, como consequéncia de seus efeitos citotoxicos, aterogénicos,
neurodegenerativos, inflamatorios e carcinogénicos (STAURENGHI et al., 2021).

Devido aos riscos gerados pela ingestdio de POCs e outros lipidios oxidados, ¢ de
extrema importancia a utilizagdo de estratégias de controle de sua produgdo durante o
processamento de conservas de pescado. Contudo, os antioxidantes sintéticos amplamente
aplicados pela industria alimenticia, possuem efeitos antinutricionais, toxicos € cancerigenos,
o que estimulou o crescente o interesse em antioxidantes naturais obtidos de fontes vegetais
(DE CARVALHO et al., 2021; FERYSIUK et al., 2020).

Os antioxidantes naturais s3o o grupo de substancias bioativas capazes de apresentar
efeitos analogos ou superiores aos sintéticos no retardo ou inibicdo da oxidacao dos lipidios,
além de estarem amplamente distribuidos na dieta humana, presentes em frutas, legumes, ervas
e especiarias, como a pimenta rosa (DE OLIVEIRA et al., 2020a).

A pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) € um fruto tipico da América do Sul,
facilmente encontrada pelo territorio nacional € muito apreciado na culindria como um
condimento sofisticado. O fruto apresenta qualidades sensoriais e diversas propriedades
benéficas a saude, com efeitos antimicrobianos, antitumorais ¢ anti-inflamatorios (ARAUJO
GOMES et al., 2020). Além disso, estudos afirmam que os compostos bioativos presentes na
pimenta rosa sdo capazes de inibir ou retardar a oxidagao lipidica no pescado (DE OLIVEIRA
et al., 2020b), indicando seu potencial para atuar como um importante antioxidante natural.

Diante do exposto, a adicdo da pimenta rosa como aditivo natural antioxidante em
pescado enlatado pode agregar diversos beneficios a esse alimento e contribuir para elaboragado
de um produto saudavel e com maior valor agregado. Além disso, apesar da sardinha enlatada
ser frequentemente consumida mundialmente, nao foram relatados estudos referentes ao uso de
aditivos naturais naturais com o intuito de minimizar os processos oxidativos na mesma, o que

justifica a realizagdo do estudo em questao.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito protetor da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) frente a
oxidagao lipidica em sardinhas enlatadas em 6leo de soja como liquido de cobertura, durante o

processo de apertizagdo das mesmas.

Objetivos especificos

- Caracterizar a pimenta rosa quanto a presenga de compostos bioativos e capacidade

antioxidante;

- Determinar a composi¢do das sardinhas pré e pds apertizacao a partir das analises de
umidade, lipidios totais, composi¢ao de acidos graxos, colesterol e 6xidos de colesterol;

- Avaliar o efeito da esterilizagdo comercial na composicao lipidica das sardinhas em
conserva (controle) e das sardinhas em conserva adicionadas da pimenta rosa nas concentragdes
0,25, 0,5, 0,75 e 1%;

- Analisar e correlacionar os dados de forma a avaliar o efeito protetor do acréscimo da
pimenta rosa, bem como os niveis de adi¢do nas conservas de sardinha;

- Avaliar a migracdo dos compostos bioativos presentes na pimenta rosa para as
sardinhas (UPLC-MS), visando determinar quais os componentes bioativos, de fato, poderiam

contribuir para o efeito antioxidante.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Sardinha do Marrocos (Sardina pilchardus)

O consumo e a producdo do pescado aumentaram consideravelmente nas ultimas
décadas, de acordo com o relatério bianual sobre o estado da Pesca e Aquicultura Mundial,
divulgado pela Organiza¢do das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), o
consumo global de pescados passou de 114,3 milhdes de toneladas em 2006 para 171 milhdes
de toneladas em 2016 (MELGOSA et al., 2020). Em ambito global ¢ esperado que a produgdo
supere os 178.529 milhdes de toneladas de 2018 e alcancando a meta de 195,9 milhdes de
toneladas em 2025. No Brasil, a expectativa ¢ que o consumo desse alimento alcance 12,7 kg
por habitante em no mesmo ano (FAO, 2019).

Os peixes ocupam importante posicao na alimentagdo humana, pois sao considerados
um suprimento de proteina de boa qualidade para grande contingente populacional. Os dados
mais recentes afirmam que o consumo per capita passou de 9 kg para 20,5 kg de 1961 para
2018, e atualmente a média anual de crescimento proxima ¢ de 1,5% (FAO, 2019). O consumo
do pescado marinho como sardinha representa 50 a 60% das necessidades didrias proteicas de
um adulto, pois fornece 37 g de proteina de alta qualidade, além 17 g de lipidios, dos quais 1,5
g sdo acidos graxos Omega-3, que por sua vez sdo de extrema importincia para o
desenvolvimento normal do cérebro e para prevengao doencas cardiovasculares, entre outras
(FAO, 2014; INNES e CALDER, 2020).

A sardinha do Marrocos (Sardina pilchardus), ¢ uma das principais espécies de peixe
pelagico, pertencente a familia Clupeidae, também ¢ conhecida como sardinha do Atlantico ou
sardinha Europeia. Os peixes pelagicos representam 25% dos desembarques mundiais (em
toneladas), com predominancia de sardinha, sardinheta, anchova, cavala e arenque. Diferentes
géneros de sardinhas fazem parte do grupo das 25 espécies mais capturadas e de maior
importancia econdmica mundial, com uma producdo anual de 10.000 toneladas. A Sardina
pilchardus se destaca por possuir capturas notificadas com cerca de 1 milhdo de toneladas entre
os anos de 2004 ¢ 2015 (FAO, 2018).

A Sardina pilchardus possui corpo alongado, coberto de escamas, com coloragao azul-
prateada mais escura no dorso do que nos flancos (figura 1). Apresenta porte pequeno e rapido

crescimento, seu tamanho minimo de captura ¢ de 110 mm comprimento, contudo pode atingir



275 mm ao longo de 15 anos (longevidade méxima) (LEONARDO, 2015; MARTINS e
CARNEIRO, 2018; VARGAS-YANEZ et al., 2020).

Figura 1: Sardinha do Marrocos (Sardina pilchardus) (LOURO et al., 2019).

De habitos costeiros, sua distribuicdo geografica compreende o Atlantico Nordeste,
desde o Senegal ao Mar do Norte, incluindo o Mar Mediterraneo e Mar Negro (LOURO et al.,
2019), onde, frequentemente, forma grandes cardumes que ocorrem em correntes temperadas a
profundidades entre os 25 e os 100 metros, e que podem migrar até aos 10-35 metros durante a
noite, alimentando-se de crustaceos planctonicos, microalgas e ovos, através de filtracao
passiva e/ou predagdo ativa. (HURE; MUSTAC, 2020).

No Brasil, esta espécie em particular ¢ massivamente utilizada pelas induastrias de
conserva, visto que a oferta de produto nacional ndo consegue cumprir com demanda da
crescente expansao do mercado de produtos enlatados. No ano de 2018, a fim de manter a oferta
de sardinha, as importacdes originarias principalmente do Marrocos (77,5%) e Oma (22,1%),
somaram 90,3 mil toneladas. Além disso, o governo brasileiro reduziu substancialmente as
tarifas de importagdo da mesma no ano de 2019, através da Portaria n® 154/2019 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com o intuito proteger as espécies da costa brasileira
e de suprir as necessidades do mercado brasileiro (MAPA, 2020).

Além do baixo custo de aquisi¢ao em relacdo aos demais peixes, as sardinhas sao
consideradas um alimento saudavel, essa caracteristica remete- se ao seu excelente valor
nutricional, uma vez que sua composi¢ao apresenta proteinas de alto valor biologico (incluindo
todos os aminodacidos essenciais € 20% dos aminoacidos ndo essenciais) e elevada
digestibilidade (devido ao seu alto teor de lisina), vitaminas A, D e B, minerais (calcio, iodo,
zinco, ferro, magnésio, fosforo e selénio) e principalmente pelo seu perfil lipidico composto de

altos teores de acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) da familia 6mega-3, em especial os



acidos eicosapentaenoico (EPA, C20:5 dmega 3) e o docosaexaenodico (DHA, C22:6 dmega 3).
O armazenamento dos lipidios ocorre principalmente como gordura subcutinea, mas também
nas visceras e incorporado no musculo (FAO, 2016; GARCIA et al., 2019).

De acordo com a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO, ultima versao)
a sardinha crua inteira apresenta 0,2g por 100g por parte comestivel de acidos graxos poli-
insaturados (TACO et al., 2011).

Além dos acidos eicosapentaendico e docosaexaendico, outros acidos graxos sao
predominantes em sardinhas. Os 4cidos graxos frequentemente encontrados sao os acidos
miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1 omega 9), linoleico
(C18:2 dmega 6) e o araquidonico (C20:4 dmega 6). Contudo, ¢ comum que existam variagdes
na composicao das sardinhas por fatores como: espécie, alimentagao, fase da vida e época do
ano, condi¢cdes ambientais, local de captura, sexo, idade, desova e estado fisiologico do animal
(BANDARRA et al., 2018; MKADEM; KAANANE 2020; DE CARVALHO et al., 2021).

Diversos efeitos benéficos a satide foram relacionados ao consumo dos acidos graxos
poli-insaturados da familia Omega 3. Esses compostos apresentam importante papel nas
atividades fisioldgicas estruturais e regulatorias, além de estarem associados a prevencao
doencas degenerativas, doencas cardiovasculares (acidente vascular cerebral, pressdo alta e
doenca cardiaca corondria), disturbios neuro-cognitivos, diabetes, depressdo, e também
possuem efeitos favordveis na inibicdo de diversas doengas inflamatérias, tais como asma,
aterosclerose, artrite reumatoide, psoriase, lipus e doenga inflamatoria do intestino) e na
prevencao do cancer (mama, prostata e colon) (LEMAY-NEDJELSKI et al., 2018; SATO et
al., 2019; INNES; CALDER, 2020; QURESHI et al., 2020; RAJASINGHE et al., 2020;
DJURICIC; CALDER, 2021; RODRIGUES et al., 2021, SAWADA; SAITO-SASAKI;
NAKAMURA, 2021).

Nos ultimos anos, a comprovagdo dos efeitos benéficos fomentou a busca dos
consumidores por suplementos a base de peixes ou 6leos de peixes e derivados de dmega-3,
tornando crescente o surgimento de novos produtos e medicamentos a base desses compostos
no mercado, principalmente no mercado internacional (SIMAT et al., 2020).

Os 4cidos graxos poli-insaturados da familia Omega-3 também sdo fundamentais na
saude infantil, uma vez que atuam no desenvolvimento neuroldgico de criancas durante a
gravidez, amamentacdo e infincias. A transferéncia dos acidos poli-insaturados da mae para o
feto ocorre através da placenta no decorrer de toda a gravidez, e a inoOpia desses compostos
durante essa fase pode afetar o neurodesenvolvimento do feto (VON SCHACKY, 2021;

HEATH et al., 2022). Além disso, pesquisas alegam que o suprimento adequado de DHA na
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alimentagdo dos bebés ¢ essencial para o desenvolvimento da retina (SAENZ DE VITERI et
al., 2020).

Devido a expressiva presenga desses acidos graxos poli-insaturados nas sardinhas, seu
consumo pode trazer inimeros beneficios a saide humana (ABRAHA et al., 2018), contudo
por ser um alimento altamente perecivel, € necessario a utilizagdo de métodos de conservagao

que aumentem a vida util da mesma e favore¢cam sua comercializagdo em larga escala.

2. Conservas de sardinhas

Os métodos de conservagao visam aumentar a estabilidade e durabilidade do alimento,
facilitando seu armazenamento, transporte € consequentemente sua comercializagao. Dentre as
principais técnicas de conservacao da sardinha, a mais utilizada ¢ o enlatamento, que consiste
na fabricacdo de conservas de sardinhas esterilizadas, capazes de serem armazenadas por um
periodo razoavel sem o uso de refrigeracao, o que além de facilitar seu acesso e contribuir para
a nutricdo humana, também garante a inocuidade e seguranca do alimento (ABRAHA et al.,
2018; BARBOSA et al., 2019).

A Instrugdo Normativa SDA n°22, de 11 de julho de 2011, do Regulamento Técnico
fixa a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade que deve apresentar o produto

conservas de sardinhas para a sua comercializagao (BRASIL, 2011), define:

Entende-se por conservas de sardinhas os produtos elaborados a partir de matéria-
prima de espécies abrangidas por este regulamento, fresca ou congelada, escabegada,
eviscerada, com excecdo de goOnadas e rins, acrescidos de meio de cobertura,
acondicionados em um recipiente hermeticamente fechado e que tenham sido

submetidos a um tratamento térmico que garanta sua esterilidade comercial.

A producdo das conservas de sardinha se inicia na recep¢do da matéria prima. Nas
industrias brasileiras as matérias-primas mais utilizada sdo: sardinha de origem nacional
(Sardinella brasiliensis) inteira e fresca, e sardinha importada do Marrocos (Sardina
Pilchardus) eviscerada e congelada. As sardinhas (frescas ou congeladas) ndo devem
ultrapassar o limite critico de 4,4°C para formadores de histamina, além das caracteristicas
comuns aos peixes frescos, tais como: superficie do corpo limpa, brilhante sem pigmentacgao
estranha a espécie, olhos brilhantes ocupando toda a cavidade orbitaria, guelras roseas ou
vermelhas, umidas e brilhantes com odor suave, abdomen firme, sem deixar impressao
duradoura a pressdo dos dedos, escamas brilhantes, bem aderentes, visceras integras e bem
aderidas a cavidade, anus fechado e odor suave caracteristico da espécie. O peixe congelado

importado chega em contéineres transportados por caminhdes, em seguida, ¢ realizada a
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conferéncia de documentos e o registro de temperaturas, bem como a coleta de amostras para
analise no laboratorio proprio da empresa (BRASIL, 2020; COSTAMARINE, 2021).

ApOs a aprovagao da matéria-prima, a mesma segue para camara de espera com gelo ou
camara de estocagem de congelado, onde ¢ realizado um controle de temperatura interna do
peixe 4 x ao dia. Apds a liberagdo, as sardinhas frescas seguem para linha de processamento,
onde sdo lavadas com agua pressurizada e clorada em 0,2 a 2 ppm para diminui¢do da
microbiota superficial, evisceradas (removido cabecgas, escamas e visceras) de forma manual
ou automatica e lavadas novamente. As sardinhas congeladas seguem para o descongelamento
com cascata de dgua clorada com temperatura maxima de 25°C por aproximadamente 40 min
minutos. O peixe eviscerado fresco e descongelado segue por esteira até o salmourador, onde o
processo de salmouragem ¢ feito por imersao, em processo continuo, numa solucao de cloreto
de sodio e dgua potavel, por um periodo de 15 a 20 minutos, em seguida sdo resfriados com
gelo e encaminhados para o enlatamento. Posteriormente, as sardinhas sdo colocadas
manualmente nas latas e seu enchimento ¢ controlado de acordo com os padrdes de peso
estipulados. As latas sdo encaminhadas para as recravadeiras através de esteiras e recebem o
liquido de cobertura, que ¢ despejado até que se exceda o limite das mesmas (COSTAMARINE,
2021).

Os liquidos mais utilizados pelas industrias de processamento brasileiras sdo: natural
(agua e sal), 6leo comestivel, azeite de oliva, 6leo comestivel com ervas finas e molho de
tomates. Esses liquidos tém como principal objetivo a melhoria das caracteristicas sensoriais
do produto, além de facilitar a troca térmica durante o processamento. Contudo, alguns liquidos
também possuem efeito protetor perante a oxida¢do dos produtos, como o exemplo dos 6leos
que frequentemente sdo utilizados e assumem um efeito de conservagao, além de apresentarem
acdo protetora pela capacidade de isolar os produtos do ar (CAPONIO et al., 2011;
DOMINGUEZ-VIDAL; 2016; GOMEZ-LIMIA et al., 2020).

De acordo com Goémez-limia et al. (2020) os dleos vegetais sdo ricos em compostos
antioxidantes como polifendis e tocoferdis, que por sua vez, podem atuar no sequestro de
radicais. Entretanto, esses compostos antioxidantes podem ser degradados durante as operagdes
de refino as quais alguns 6leos sao submetidos.

Apo6s preenchimento, as latas recebem a tampa e passam pelo processo de recravagao,
que consiste em uma etapa onde ocorre o fechamento hermético obtido pela realizagdo de
dobras nas abas da tampa e no corpo da lata. Posteriormente, as mesmas sdo lavadas

externamente € seguem para a apertizagao (BRASIL, 2020).



A apertizagdo ou esterilizacdo comercial consiste em aquecer o alimento em recipientes
hermeticamente fechados em autoclaves pressurizadas, a temperatura de 121°C, por tempo
suficiente para destruicdo de micro-organismos patogénicos e inativagdo do Clostridium
botulinum. O tempo empregado durante o processo de esterilizacdo do pescado ¢ determinado
pelo fabricante, possuindo a liberdade de padronizar o mesmo, considerando os custos,
caracteristicas sensoriais, seguranga do alimento e capacidade de operacdo de seus
equipamentos, exigido- se um F0. O FO ¢ a variavel capaz de expressar as intensidades do
bindmio tempo x temperatura do tratamento térmico, considerando parametros do processo e
matriz alimentar avaliada, com minimo de 3,0 minutos ou a reducao de doze ciclos logaritmicos
(12 logl0) de Clostridium botulinum de acordo com Decreto N° 10.468, de 18 de agosto de
2020 do Regulamento de Inspecao Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (JAY,
2005; BRASIL, 2020).

O bindmio tempo-temperatura ¢ um fator de extrema importancia no processamento dos
alimentos, utilizado mundialmente para controlar, eliminar ou diminuir o nimero de micro-
organismos durante esses procedimentos. O conceito de FO trata-se de calor letal integrado
recebido em todos os pontos de um recipiente durante o processamento onde ¢ padronizado o
tempo necessario, em minutos, para destruir esporos ou células vegetativas de um alimento
(FDA, 2013).

A temperatura e o tempo utilizados na esterilizagdo também possuem o objetivo de
conferir ao produto melhores caracteristicas sensoriais através do amaciamento da espinha e
diferenciagdo de sabor pelo uso do liquido de cobertura. De acordo com estudo realizado por
Nhavoto (2016) o amolecimento da espinha do pescado ocorre em patamares de FO superiores
a 3,0 minutos, apresentando melhores resultados com 30 minutos em 121 C°.

Entretanto, a literatura aponta que a intensidade da temperatura ¢ diretamente
proporcional a extensdo do processo oxidativo dos alimentos, isto ¢, dependendo do bindémio
tempo x temperatura utilizados durante o processamento das conservas, o processo de oxidagao
dos lipidios de sardinha ¢ acelerado, reduzindo seu valor nutricional e sua qualidade
(DEREWIAKA e MOLINSKA, 2015; KUMAR et al.,, 2015 BARRIUSO et al., 2016;
TARVAINEN et al., 2016; XU et al., 2016; LEAL-CASTANEDA et al., 2017; GOKOGLU,
2019, DANTAS et al., 2021).



3. Oxidacao lipidica

A oxidagdo lipidica ¢ uma das principais causas de degradag¢do do pescado, e pode
ocorrer durante as fases de produgdo, processamento, armazenamento e preparo do mesmo.
Esse processo ¢ responsavel pela deterioracdo da qualidade do produto, pois afeta
negativamente na qualidade sensorial (cor, odor, sabor e textura), além de causar perdas de
propriedades funcionais, valor nutritivo e de colocar em risco a seguranca do alimento, devido
a formacao de produtos toxicos (DE OLIVEIRA et al., 2020a).

Este fendomeno pode ocorrer de diferentes formas, em fungdo do meio e dos agentes
catalizadores e pode ser influenciada por varios fatores, intrinsecos e extrinsecos, tais como a
temperatura de armazenamento e preparo, irradiagdo, pressao de oxigénio, atividade de agua,
composi¢ao e grau de insaturacdo dos acidos graxos, presenga de fotossensibilizadores,
catalizadores metalicos, compostos antioxidantes e pro-oxidantes. A oxidagao dos lipidios varia
de acordo com diferentes mecanismos de reagcdo (oxidacdo enzimatica, foto-oxidagdo e auto-

oxidacdo), que geralmente envolvem radicais livres, além de outras espécies reativas

intermediarias (WOOD et al., 2004; SHAHIDI; ZHONG, 2010; FENG et al., 2018).

Nos alimentos, a principal via de oxidagdo dos lipidios ¢ a auto-oxidacdo. Esse
mecanismo ocorre em trés etapas distintas: iniciagdo, propaga¢ao e terminacao e esta associado
a reagdo de oxigénio com lipidios insaturados através de um mecanismo de reagdes em cadeia
de radicais, que levam a uma série de mudangas quimicas complexas demostradas na figura 3

(SHAHIDI; ZHONG, 2010; KUMAR et al., 2015).

P, i
Iniciagdo \RH) — Ra 4(Hs)
Propagacdo — Re 3+ 0, —— ROOCs
ROOe +(RH) | ROOH |+ Re
el |
-
Término ROOe + Re ROOR L
ROOs) + ROOe —— ROOR +0, S= Coiios
Re + Re —— RR
7 e
RH = Acido graxo insaturado
Re = Radical livie
ROOw = Radical per6xido
ROOH = Radieal hidroperoxido.

Figura 2: Esquema geral para a oxidagao de acidos graxos (Adaptado de: RAMALHO
e JORGE, 2006).
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Na etapa de iniciagdo ou inducdo, ndo ocorrem alteracdes sensoriais, hd apenas o
aumento da concentracao de radicais livres, que por sua vez, sdo formados quando os acidos
graxos insaturados, na presenca de da forma menos reativa do oxigénio (*02) e com a agio de
agentes iniciadores como luz, calor ou ions metalicos perdem um 4atomo de hidrogénio. A perda
do atomo de hidrogénio ocorre preferencialmente no grupamento metil, adjacente a ligagao
dupla, pois nessa posicao energia de ligagdo C-H ¢ mais baixa, deixando um elétron
desemparelhado no carbono, formando um radical livre, que reage rapidamente com oxigénio
(NIKT et al., 2005; KUMAR et al., 2015; ESKIN; SHAHIDI, 2015; LORENZO et al., 2018).

A fase de propagacdo ¢ caracterizada pelo alto consumo de oxigénio e inicio das
alteragdes sensoriais, com aparecimento de odor. Durante essa segunda etapa, o radical livre
que foi formado reage com o oxigénio atmosférico e forma um radical peréxido. As reagdes de
formacao dos radicais peroxidos requerem baixa energia de ativagdo, o que rapidamente gera
uma elevada concentragdo destes radicais no meio. Os radicais continuam reagindo com 4cidos
graxos insaturados e produzem outro radical livre e hidroperoxidos. Essa reagao pode ser
repetida inimeras vezes, pois os radicais livres formados atuam como transportadores de uma
reacdo em cadeia ao atacar novas moléculas de acidos graxos insaturados. Os hidroperéxidos,
por sua vez, sdo instaveis e se decompoem, formando aldeidos, cetonas e alcoois (MEDINA-
MEZA, BARNABA ¢ BARBOSA-CANOVAS, 2014; KUMAR etal., 2015; LORENZO et al.,
2018).

Em seguida, devido a redu¢do dos acidos graxos no sistema, a etapa de propagagdo ¢
finalizada, dando ao inicio da fase de terminagdo. Durante essa tltima etapa os radicais passam
a reagir entre si e formam compostos estaveis (NIKI et al., 2005; MASUDA et al., 2010). Esta
fase ¢ caracterizada diminui¢do do consumo de oxigénio, da concentracdo de peroxidos e pela
formacdo de produtos secundarios que envolvem reacdes de decomposi¢ao, o que gera fortes
alteracdes na composicdo do produto e em suas caracteristicas sensoriais (LAGUERRE,
LECOMTE e VILLENEUVE, 2007; LORENZO et al., 2018).

A oxidagao dos lipidios da sardinha pode causar alteragdes negativas e implicar
diretamente na qualidade e seguranca do seu consumo, pois além de prejudicar as caracteristicas
sensoriais do alimento, a oxidagdo também ¢ capaz de originar compostos indesejaveis através
da oxidagdo do colesterol, visto que além dos AGPI da série 6mega-3 as sardinhas também
possuem teores elevados de desse composto (DE OLIVEIRA et al., 2020a; DE CARVALHO
etal., 2021).
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4. Colesterol e oxidos de colesterol

O colesterol (C27H460) ¢ um dos mais importantes esterdis existentes nos tecidos
animais, ¢ devido ao seu alto peso molecular constitui-se como principal componente da fragdo
insaponificavel dos dleos e gordura. 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 (HARPER; JACOBSON, 1999;
MORZYCKI, 2014).

Além disso, o colesterol também ¢ precursor de hormonios esteroidais (testosterona e
progesterona) e da vitamina D3, bem como, apresenta capacidade de auxiliar na de sintese
hepatica dos 4acidos biliares, essenciais para a digestdo e para a absor¢do de gordura e das
vitaminas lipossoluveis A, D, E e K. Apenas cerca de 30 % do colesterol sdo provenientes da
dieta, a grande maioria, aproximadamente 70%, ¢ produzido de forma endogena (ESKIN;
SHAHIDI, 2015; BRZESKA et al, 2016).

Em sua forma livre, o colesterol apresenta quatro anéis unidos, formando um nucleo
policiclico, com trés anéis que possuem seis carbonos (A, B e C) e um anel apresentando cinco
carbonos (D), com uma cadeia alifatica ligada no carbono 17, denominada cadeia lateral.
Também possui um grupo hidroxila ligado a parte polar do anel A, na posi¢do C3 e uma
instaurag@o na parte apolar na posicdo C5 e C6 do anel B, como identificado na figura 4

(TALAPATRA; TALAPATRA, 2015).

Figura 3: Formula estrutural do colesterol livre, parte polar em vermelho e apolar em cinza

(adaptado de GUARDIOLA, 2002).

Por ser um composto insaturado, o colesterol ¢ altamente instavel e suscetivel a
oxidacdo, devido a propria estrutura quimica, além de fatores extrinsecos como temperatura,

pH, oxigénio, luz, presenca de ions metalicos, entre outros. Em relacao ao processo oxidativo,
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o colesterol comporta-se de maneira particular devido a ligacdo dupla e ao grupamento
hidroxila presentes nas posi¢des 5 e 3 da estrutura ciclica, originando os produtos de oxidacao
do colesterol (POCs) ou oxidos de colesterol (BECKWITH, 1959; BASCOUL et al., 1986;
SMITH, 1987, MALDONADO-PEREIRA et al., 2018).

O processo de oxidacdo do colesterol se assemelha ao dos lipidios insaturados, sendo
dividido em trés fases (iniciacdo, propagacao e terminagdo), onde vao ocorrer reagcdes em cadeia
complexas, baseadas na formacgdo de radicais livres com oxigénio triplete e singlete. Outras
espécies ativas de oxigénio, tais como o peroxido de hidrogénio (H20O»), radicais hidroxilas
(OHe), peroxilas (ROQe), alcoxilas (ROe) e 0z6nio (O3) também podem oxidar o colesterol

(GUMULKA et al.,1982; SMITH, 1987). Na figura 5 esta apresentado o mecanismo de

e ﬂ oxidagéo da cadeia
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\ ¢

oxidacao do colesterol.

colesterol
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HO
°X'ge"'° 20-hidroxicolesterol
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Figura 4: Mecanismo de auto-oxidagao do colesterol (SMITH, 1987).

A oxidacao do colesterol, ocorre geralmente na posi¢ao do carbono 7 da cadeia, devido
a presenca de uma ligacdo dupla entre os carbonos 5 e 6 permite a abstragdo de hidrogénio
alélico no C7, reduzindo a energia de ativagdo necessaria. Assim, sdo formados dois 7-
hidroperdxidos (7a- e 7b-hidroperoxidos). Em seguida, com a influéncia da temperatura sao

reduzidos a seus alcoois correspondentes (7a- ¢ 7b-hidroxicolesterol) e a 7-cetocolesterol, que
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por sua vez, pode ser um marcador da oxidagdo do colesterol em alimentos, visto que, sua
produgdo ¢ acentuada no inicio do processo oxidativo (FERREIRA et al., 2017; BROWN;
JESSUP, 2009). Além disso, o ataque oxidativo também pode na cadeia lateral, principalmente
em C20 e C25, que sao sitios reativos, o que resulta na formagao de 20a-hidroxicolesterol e 25-
hidroxicolesterol, respectivamente (DEREWIAKA; MOLINSKA, 2015; SMITH, 1987).

Os produtos Sa,6a- ¢ 5B,6B-epoxicolesterdis foram identificados como produtos da
oxidacao do colesterol pelo ar. Entretanto, seu mecanismo de reagdo e mais complexo, uma vez
que ndo sdo formados somente pela reagio do colesterol com o oxigénio triplete (*02) e singlete
('02), mas sim por diferentes espécies de oxigénio ativas (GUMULKA et al., 1982,
GUARDIOLA et al., 1996; KIM ¢ NAWAR, 1993). Assim, os 5,6-epoxidos apresentam
diferentes graus de estabilidade de acordo com o meio e o pH (MAERKER e BUNICK, 1986;
KIM e NAWAR, 1993; GUMULKA et al., 1982, GUARDIOLA et al., 1996).

As caracteristicas do alimento, as interagdes entre seus componentes € os produtos de
decomposi¢cdo durante o processamento e/ou armazenamento vao definir o perfil de 6xidos
formados e suas quantidades, entretanto a presenca de acidos graxos insaturados na matriz
alimentar pode acelerar a oxidacao do colesterol, pois possui a capacidade de gerar um ambiente
pro-oxidante, devido a presencga de zonas de ressonancia, o que vai resultar na formagao dos
hidroperéxidos (MALDONADO-PEREIRA et al., 2018).

A auto-oxidag@o do colesterol comporta-se como um sistema dependente, onde o perfil
dos produtos e suas concentragdes sdo influenciados por diversos fatores, sendo a termo-
oxidagdo o de maior relevéancia. A vista disso, é crescente o nimero de pesquisas relacionadas
a formagao de produtos da oxidacao do colesterol (POCs) durante o preparo térmico de pescado
(BARRIUSO et al., 2012; MEDINA-MEZA, BARNABA ¢ BARBOSA-CANOVAS, 2014;
DEREWIAKA e MOLINSKA, 2015; BARRIUSO et al., 2016; TARVAINEN et al., 2016; XU
etal., 2016; LEAL-CASTANEDA et al., 2017).

Atualmente, uma gama significativa de 6xidos de colesterol foi identificada, dentre
estes, 12 foram identificados em pescado, em especial os originados da cadeia lateral, alguns
deles pouco relatados em alimentos (SALDANHA; BENASSI; BRAGAGNOLO, 2008;
SALDANHA e BRAGAGNOLO, 2010; DANTAS et. al., 2015; FERREIRA et. al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2020a; DE CARVALHO et al., 2021; DANTAS et al., 2021).

Nos animais os POCs sao formados basicamente no figado e nos tecidos que sintetizam
hormdnios esteroides por via enzimatica, contudo, nos alimentos, o processo de oxidagdo ocorre
por vias ndo-enzimaticas, através da autoxidacgao, peroxidagao lipidica e oxidagdo fotoquimica
(SMITH, 1987).
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Apesar dos efeitos fisiologicos relegados aos produtos da oxidacdo do colesterol, como,
transportadores e reguladores da homeostase do colesterol, biomarcadores da oxidag¢do das
lipoproteinas e substrato para a sintese de hormonios esterdides e acidos biliares (KULIG et al.,
2016), sua ingestdo via exdgena causa danos a saude, visto que alguns desses Oxidos sdo
potentes indutores do estresse oxidativo, com desenvolvimento de carcinogénese por
consequéncia de danos ao DNA ou por apresentaram atividade mutagénica e genotoxica, devido
a propriedades pro-oxidativas e pro-inflamatoérias (LIU et al., 2021), além de exercerem uma
forte influéncia na aterogénese e no desenvolvimento de doengas cardiovasculares, podendo ser
considerados mais aterogénicos que o proprio colesterol (SOTTERO et al, 2019;
GROOTVELD et al., 2020).

Os oxidos de colesterol apresentam diversos efeitos nocivos as células, provocando
alteragdes na morfologia e nas suas fungdes fisiologicas das mesmas. Estes efeitos ocorrem
devido a capacidade dos POCs de substituir o colesterol na membrana celular, podendo afetar
sua fluidez, permeabilidade e estabilidade, além de causar danos a estrutura estereoquimica das
proteinas e fosfolipidios, bem como afetar a homeostase do célcio nas células, pois podem
modificarem o fluxo de calcio, que ¢ determinado pela relagdo colesterol/fosfolipidio
(GROOTVELD et al., 2020).

Os oxidos de colesterol também podem provocar lesdes arteriais, uma vez que,
aumentam a permeabilidade vascular a albumina e a outras macromoléculas, o que estimula a
agregacao de plaquetas devido as alteragdes no equilibrio das prostaglandinas, altera a
composic¢ao lipidica da LDL e inibe a expressdo de seus receptores, o que provoca o
relaxamento do endotélio arterial (ROSA-FERNANDES et al., 2017, GROOTVELD et al.,
2020).

De acordo com estudos (BARRIUSO et al., 2012; BARRIUSO et al., 2016; DANTAS,
2015; LEAL-CASTANEDA et al., 2017; FERREIRA et al., 2017) a formagio de 6xidos de
colesterol e a degradagdo de 4cidos graxos poli-insaturados durante o processamento térmico
(termo-oxidacdo) tém um importante papel entre os fatores que diminuem a qualidade dos
alimentos, incluindo o pescado, além do potencial de originar danos a saude humana ao serem

sdo ingeridos.
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5. Termo-oxidaciao do colesterol

As sardinhas, além dos lipidios insaturados da série 6mega 3, apresentam altos teores
de colesterol. Estes compostos sdo altamente susceptiveis a oxidacdo quando expostos a
condigdes favoraveis, como ocorre durante o processamento das conservas, visto que oS
produtos enlatados sdo submetidos uma variedade de etapas industriais, o que pode resultar na
formacao de compostos oxidados como os 6xidos de colesterol, e assim comprometendo as
caracteristicas sensoriais e principalmente qualidade nutricional desses alimentos (DANTAS et
al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2018).

Em dietas ocidentais, apesar do aumento no consumo de pescado cru, o processamento
térmico ainda ¢ a forma mais utilizada no preparo culindrio dos mesmos. Desta forma, em
sistemas alimentares, o processamento térmico acelera o processo oxidativo, isto &,
temperaturas elevadas sdo fatores que estimulam a termo-oxidagdo, pois atuam na diminuig¢ao
da energia de ativagdo necessaria para a abstragdo do hidrogénio que leva a formagao 6xidos
como 7a- e 7B-hidroxicolesterol, 5,65- e 5,6a-epoxicolesterol, colestanotriol e 7-cetocolesterol,
sendo esto mais encontrado. O 7-cetocolesterol ¢ comumente caracterizado como principal
produto oriundo da termo-oxidacdo do colesterol, devido a desidratagdo de 7a- e 7B-
hidroperéxidos e/ou desidrogenagdo dos 7a- e 7B- hidroxicolesterois (SMITH, 1987; XU et
al.,2011; BARRIUSO et al., 2017).

A formacdo de POCs ¢ amplamente dependente da temperatura de aquecimento. Em
temperaturas proximas ao ponto de fusao do colesterol (147-148°C) inicia-se a termo- oxidagao
do mesmo, pois seu estado fisico possibilita maior contato da molécula com agentes oxidantes
(LIU et al., 2021). Contudo a temperatura frequentemente utilizada em pesquisas envolvendo
a termo-oxidacao do colesterol ¢ de 180°C, pois representa a temperatura normalmente aplicada
aos processos térmicos culinarios (BARRIUSO et al., 2012).

Saldanha et al. (2008) estudaram os efeitos do preparo térmico de sardinhas na grelha,
in natura e apds armazenagem sob congelamento. Os autores observaram um aumento de 53%
do total de 6xidos apds preparo térmico, além da identifica¢do de seis produtos de oxidacdo do
colesterol (19-hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol, 22(S)-hidroxicolesterol, 25(R)
hidroxicolesterol, 25- hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol).

Em estudo realizado por Leal-Castanieda et al. (2017) verificou- se a formagao de 6xidos
de colesterol em sistemas modelo contendo colesterol e 6leo de peixe (2,5 mg de colesterol/g

de 6leo). Os mesmos foram submetidos ao aquecimento em forno convencional, a 180°C,
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durante 20 minutos. Foi observado um aumento expressivo no conteudo total de 6xidos de
colesterol, onde os produtos7a-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol foram os predominantes.

De Carvalho et al. (2021) ao avaliar o efeito do suco de limao em sardinhas preparadas
termicamente em fritadeira elétrica de ar (Airfryer) por 20 minutos em 220 °C, grelha elétrica
por 5 minutos em 175 °C e fritura com 6leo de soja em fritadeira elétrica, também por 5 minutos
em 185 °C. Os autores puderam observar que as altas temperaturas utilizadas afetou o contetido
lipidico dos peixes e por consequéncia seu valor nutricional, visto que alterou os conteudos de
EPA = DHA, com percentuais de degradacdo de 24,4% (fritadeira de ar), 69,2% (grelha) e
79,1% (fritadeira) nas sardinhas controle. Também observaram redugao significativa dos niveis
de colesterol das amostras, principalmente as submetidas em aquecimento a grelha (61,1%). Os
autores também verificaram um aumento substancial dos oOxidos de colesterol, com a
identificacao nove o6xidos de colesterol apos preparo térmico.

A termo-oxidagdo também pode ocorrer durante a fabricagdo das conservas de pescado,
principalmente devido as condi¢des as quais os lipidios desse alimento sdo expostos na etapa
de esterilizagdo comercial, onde sao utilizadas temperaturas elevadas por longos periodos.
Assim, ocasionando a formacao de 6xidos de colesterol e na degradacao dos &cidos graxos poli-

insaturados (ABRAHA el al., 2018; DANTAS et al., 2021).

6. Oxidacao lipidica em conservas de pescado

As sardinhas em conserva também sdao consideradas uma importante fonte AGPIs
(SIMAT et al., 2020), uma vez que seus teores lipidicos sdo bioacessiveis. Pesquisas afirmam
que a bioacessibilidade de gordura total da sardinha (Sardina pilchardus) enlatada apresenta
cerca de 60 a 64%, com niveis elevados de acidos graxos da familia dmega-3 como os acidos
EPA e DHA, além de sugerir que o consumo de 47 g de sardinha enlatada ¢ capaz de garantir
ingestao diaria recomendada de EPA + DHA (GARCIA et al., 2019).

Em estudo recente, os acidos graxos obtidos de sardinhas (Sardina pilchardus) enlatadas
através de extracdo de dioxido de carbono supercritico (sc-CO2), demostram papel positivo na
prevengdo do cancer colo retal em virtude de suas atividades antiproliferativas e anti-
inflamatérias em células intestinais humanas (RODRIGUES et al., 2021).

Contudo, as condigdes as quais os lipidios dos peixes sdo expostos durante o preparo
das conservas podem induzir a oxidacdo de acidos graxos reduzindo seu contetdo de EPA e

DHA (BARBOSA et al., 2019; NASERI; REZAEI, 2012; NAZARI; GOLI, 2017).
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Naseri e Rezaei (2012) ao avaliarem o conteudo lipidico das conservas de espadilha
adicionadas de liquido de cobertura em salmoura e em 6leo de soja, observaram uma reduc¢ao
do conteudo de EPA e DHA em aproximadamente 53 e 45%, respectivamente, nas conservas
em salmoura comparado ao conteudo do pescado cru.

O tipo de liquido de cobertura utilizado no enlatamento também pode influenciar no
conteudo de acidos graxos das conservas de peixe, uma vez que o calor pode promover a troca
de acidos graxos entre o pescado e o liquido de cobertura, como exemplo do acido linoleico
que ¢ comumente encontrado em 6leos vegetais, como o 6leo de soja e pode se apresentar em
concentragdes mais altas nas conservas em 6leo (LI et al., 2016).

Em estudo realizado por Mesias et al. (2015) que avaliou o conteudo lipidico do atum
enlatado em diferentes liquidos de cobertura (salmoura, 6leo de girassol e azeite), foi observado
niveis mais altos de acido linoleico em atum enlatado com 6leos vegetais, que apresentaram
resultados de 4,1 a 4,4 g/ 100 g para atum em salmoura, de 0,9 a 33,8 g/ 100 g para o atum em
6leo de girassol e de 4,8 a 5,6 g/ 100 g para o atum em azeite.

As altas temperaturas utilizadas no processamento das conservas além causar alteragdes
nos os nutrientes labeis do pescado e comprometer sua qualidade nutricional e sensorial,
também pode favorecer a oxidacdo do colesterol do mesmo, acelerando a formagdo de
compostos indesejaveis e danosos ao organismo como os 6xidos de colesterol (ABRAHA et al,
2018; GOMEZ-LIMIA et al., 2020; DANTAS, et al 2021).

Dantas et al. (2021) em estudo sobre a composic¢ao lipidica de amostras comerciais de
atuns em conservas, identificou os produtos de oxidagao 20a-hidroxicolesterol (20a- OH), 22
(R) -hidroxicolesterol (22R-OH), 22 (S) —hidroxicolesterol (22S-OH), 25-hidroxicolesterol
(25-OH), 25R-hidroxicolesterol (25R-OH), 7-cetocolesterol (7-ceto), 7a-hidroxicolesterol (7a-
OH), 7B-hidroxicolesterol (78-OH), 5,6a- epoxicolesterol (5,6a-EP), e 5,6B3-epoxicolesterol
(5,6B-EP) e quantificou uma média de 933,14 a 1914,23 ug / g nas conservas ao natural e
698,24 a 1167,88 ng/ g nas conservas em 6leo no total de POCs. O estudo obteve uma diferenca
significativa nos teores de POCs entre os atuns em salmoura e em 6leo comestivel, visto que as
amostras em salmoura apresentaram maiores quantidades dessas substancias. Este fato pode ser
explicado por Lira et al. (2014) e Mariutti & Bragagnolo (2017) ao afirmarem que, além da
exposicao do alimento ao calor, o sal presente nas salmouras, pode ser um potente fator pro-
oxidante.

E notavel que o processo de enlatamento do pescado pode comprometer sua qualidade
e gerar compostos indesejaveis ao alimento (GOMEZ-LIMIA et al., 2020; DANTAS et al.,

2021) como os POCs. Assim, ¢ de extrema importancia que sejam utilizados aditivos capazes
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de inibir a oxidagdo dos lipidios da sardinha durante o enlatamento. Além disso, existe uma
crescente demanda dos consumidores por produtos de facil consumo e que possuam

caracteristicas de alimento saudavel, livres de aditivos sintéticos (MATA et al., 2020).

7. Emprego de antioxidantes naturais em pescado

Os antioxidantes s3o compostos capazes de inibir ou retardar as reagdes oxidativas em
alimentos (GOKOGLU, 2019; KUMAR et al., 2015), como a peroxidagdo dos lipidios ¢ a
oxidacao de outras moléculas, como proteinas (FERYSIUK et al., 2020).

E crescente o interesse em antioxidantes naturais obtidos de fontes vegetais (FERYSIUK
et al., 2020), visto que, ao contrario dos antioxidantes sintéticos, os de origem natural podem
reduzir o risco de ocorréncia de doengas cardiovasculares e do cancer, além de possuirem valor
nutricional e propriedades terapéuticas (CALEJA et. al., 2016). Pesquisas comprovam que o0s
compostos naturais possuem a capacidade de apresentar efeitos analogos ou superiores aos
sintéticos no retardo ou inibi¢ao da oxidagdo dos lipidios (MATUMOTO-PINTRO et al., 2017;
ZHANG et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2020a).

Os antioxidantes naturais sdo o grupo de substancias bioativas, como compostos
fenolicos, flavonoides, taninos e terpenos, amplamente distribuidos na dieta humana, presentes
em frutas, legumes, ervas e especiarias (BARBIERI et al., 2017; TIAN et al., 2018; RIBEIRO
et al., 2019). Os principais antioxidantes naturais encontrados na dieta humana sdo os
compostos fenolicos (BARBIERI et al., 2017), que, quimicamente, sdo definidos como
substancias que possuem um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas, podendo apresentar
outros grupos substituintes em sua estrutura, como ¢ésteres, metil ésteres, metil-ésteres e
glicosideos (BREWER, 2011; KAURINOVIC; VASTAG, 2019). Suas propriedades
antioxidantes sdo de responsabilidade do seu potencial de oxi-redugdo, que os permitem atuar
como agentes redutores, doando um H+ e inativando o radical livre.

Diversos estudos comprovam o efeito protetor dos antioxidantes naturais frente a
oxidagdo lipidica, protegendo os lipidios dos iniciadores das reagdes em cadeia ou inibindo a
oxidagdo na fase de propagacao e, com isso, aumentando a vida de prateleira dos alimentos,
principalmente nos ricos em lipidios insaturados e colesterol como o pescado (RAEISI, et al.,
2016; DE OLIVEIRA, et al., 2018; FERREIRA, et al., 2017; DE OLIVEIRA, et al 2020a;
FERREIRA, et al., 2022).
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Figueiredo et al. (2015) avaliaram a capacidade antioxidante do urucum em peixes
processados sob alta pressdo e armazenados por refrigeragcdo por 2 semanas. O autor observou
que o uso do urucum reduziu a perda de acido docosahexaendico (DHA) de 12% para 7%.
Além disso, concluiu que os carotenoides presentes protegeram o colesterol da membrana
celular no musculo do peixe.

Tarvainen et al. (2016) estudaram o efeito dos extratos de folhas de alecrim, de orégano
e uma mistura de extratos de sete ervas aromadticas (agafrao, orégano, lupulo, cravo, salvia
tomilho indiano e alcaguz) contra a oxidacao do colesterol em salmao do Atlantico filetado,
aquecido a 180°C, durante 20 minutos. Apds o processamento, os valores de POCs nas amostras
contendo os extratos naturais foram inferiores (<1 pg/ g) aos das amostras controle (14 pg/ g),
comprovando o potencial dos antioxidantes naturais na inibi¢ao da formagdo de 6xidos de
colesterol.

Ferreira et al. (2017) ao estudarem os efeitos antioxidantes da salsa, cebolinha e cheiro-
verde em amostras de sardinhas termicamente preparadas em fritadeira do tipo “Air Fryer”. Os
autores observaram que o processamento térmico reduziu significativamente os teores de acidos
graxos poli-insaturados e elevou os niveis de 6xidos de colesterol de 61,2 (sardinha crua) a 283
pg / g na amostra controle. Contudo, o uso das ervas como antioxidantes naturais mostraram
eficacia nas concentragdes de 2% e 4%, com o melhor resultado no efeito protetor da oxidacao
lipidica na concentrac¢do de 4% de cheiro-verde.

Zhang et al. (2017) compararam o efeito antioxidante dos compostos sintéticos butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) com extratos das folhas de Myrica
rubra frente a oxidacdo lipidica em emulsdo composta por colesterol. As taxas de inibi¢cao da
formagdo do 7-cetocolesterol para os extratos preparados e adicionados no nivel de 40 mg/mL
foi de aproximadamente 86%, valor equivalente ao determinado para os antioxidantes sintéticos
a concentracao de 20mg/mL.

Leung et al. (2019) compararam os efeitos protetores do 6leo de oliva, 6leo de oliva
extra virgem e 6leo de oliva adicionado de alecrim contra a oxidagado lipidica em amostras de
salmdo. Os peixes foram preparados em frigideira convencional, a 200°C, por 4 minutos de
cada lado. Apesar de nenhum 6leo utilizado no estudo apresentar resposta positiva na protecao
dos acidos graxos eicosapentaenodico (EPA) e docosahexaendico (DHA), verificou-se que o
6leo de oliva adicionado de alecrim foi capaz de retardar peroxidacao e diminuir a produgdo de
4-HNE, se comparado com os outros 6leos.

Em estudo para avaliar o efeito do uso de antioxidantes naturais (extratos de alecrim,

manjericdo e orégano) frente a oxidacao dos lipidios de filés de tilapia (Oreochromis niloticus),
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os resultados positivos indicaram que a expressiva quantidade de compostos fendlicos presentes
na composi¢ao dos extratos utilizados os tornam excelentes antioxidantes naturais (ALVES et
al., 2020).

Ferreira et al. (2022) evidenciaram o potencial antioxidante da salsa (Petroselinum
crispum), cebolinha (Allium schoenoprasum L.) e sua mistura (cheiro-verde brasile) em
sistema alimentar contendo sardinhas assadas em grelha com temperatura interna de 75 + 0,5
°C. Em andlises realizadas por cromatografia liquida de ultra-alta performance, os acidos
fenolicos (acidos cafeico, clorogénico e fertlico) e flavonoides (apigenina, kaempferol,
catequina) foram encontrados nas ervas, que por sua vez, tiveram sua a acdo antioxidante
comprovada através das analises de DPPH e ORAC. Além disso, os autores puderam observar
que a adicao das ervas reduziu a formacao de 6xidos de colesterol no sistema alimentar.

Portanto, diversos estudos afirmam a importancia do uso de extratos naturais com
potencial efeito antioxidante e seu emprego como alternativas no sentido de minimizar a
formacao de compostos oxidados, ajudando a garantir uma maior seguranga no consumo destes

alimentos.
8. Pimenta Rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)

Schinus terebinthifolius Raddi, ¢ uma espécie de planta originaria da América do Sul, e
que devido a sua capacidade de se adaptar a varias condi¢cdes ambientais ¢ amplamente
distribuida no territério brasileiro, com maior frequéncia ao longo do litoral, desde o Nordeste
(Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe) a regiao
sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina), incluindo os cerrados (Mato Grosso do Sul) e
a regido sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo). Além disso, a
presenca da planta se estende pela Argentina e Paraguai, e também foi largamente introduzida
em outras regides da América Central, América do Norte, Africa, Europa e Asia, principalmente
como planta ornamental (SILVA-LUZ; PIRANI, 2012, CARVALHO et al., 2013).

Possui forma de arbusto ou arvore mediana de 5 a 10 m de altura, tronco tortuoso de 30
a 60 cm de diametro, revestido por casca grossa. Sua copa ¢ globosa, com folhas verde-escuras,
compostas, aromaticas e perenes, medem 10-15 cm de comprimento por 2-3 cm de largura e
apresentam de 7 a 13 foliolos verdes, oblongos a elipticos com nervuras claras e proeminentes
na parte superior do limbo (LORENZI; FLORA, 2002; LORENZI E MATOS, 2008).

A planta floresce nos meses de setembro a janeiro, apresentando flores pequenas,

masculinas e femininas, em paniculas piramidais de coloragdo branca a amarelo. Seus frutos
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sdo pequenas drupas aromadticas e esféricas com 4 a 5 milimetros didmetro, de coloragdo
brilhante e lustrosa, que vai do rosa claro até o vermelho vibrante, como demostrado na figura
6. O fruto se apresenta em cachos na extremidade da planta e conferindo uma beleza vultosa a
arvore durante a frutificagdo, que por sua vez, ocorre entre os meses de janeiro a julho

(DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J; PRADO, 2005, CARVALHO et al., 2013).

Figura S: Pimenta rosa coletada na UFRRJ (Fonte: Autor, 2021).

Apesar de ser uma planta frutifera da familia Anacardiaceae, como o caju, manga, caja-
mirim, entre outras, € ndo ter qualquer parentesco com a familia das pimentas, a S.
terebinthifolius Raddi é popularmente conhecida como “pimenta rosa”, devido a caracteristica
dos seus frutos, que quando maduros possuem a aparecia de uma pequena pimenta de coloragdo
rosa avermelhada (CAVALCANTI; BRITO, 2009).

Além de pimenta rosa, diversos outros nomes também sdao popularmente atribuidos a

" cc % n

esta espécie do género Schinus no Brasil, como "aroeira vermelha", “aroeira do sertdo”, "aroeira

P’ N

pimenteira", "aroeira de Minas", “aroeira mansa”, "pimenta brasileira", "aroeira da praia",
"aroeira negra", “fruto de sabia”, “aroeira de remédio”, “araguaraiba”, “arvore pimenteira”,
“cabui” e “cambui”. Internacionalmente a planta ¢ conhecida como “poivre rose’’ (Franca),
“Christmas-berry” (Estados Unidos), “pimienta de Brasil” (Puerto Rico), “faux poivrir”
(Riviera Francesa), “copal” (Cuba), “faux poivrir” (Riviera Francesa), e “chichita” (Argentina)
(MORTON, 1978; BAGGIO, 1988; LENZI; ORTH, 2004; SILVA-LUZ; PIRANI, 2012,

CARVALHO et al., 2013).
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No Brasil, esta espécie ¢ pouco cultivada para fins comerciais, embora possua um
grande potencial para exploracdo e uso, devido a sua alta capacidade de se adaptar a diversos
ecossistemas, o que torna facil seu cultivo. Contudo, na culindria internacional, a pimenta rosa
¢ considerada um condimento sofisticado ¢ muito apreciada na alta gastronomia, o que
favoreceu o aumento do seu consumo e consequentemente da demanda destes produtos nas
industrias de especiarias (BARBOSA et al., 2007; SILVA et al., 2017).

Na industria de alimentos, pimenta rosa ¢ bastante apreciado devido ao seu sabor suave
e levemente picante e pode ser empregada em diversas preparacdes, na forma de graos moidos
ou inteiros. (BARBOSA et al., 2007; GOMES, 2013).

Além das qualidades sensoriais, a pimenta rosa também ¢ frequentemente utilizada pela
medicina popular e fitoterapica no tratamento de problemas respiratérios e infec¢des urinarias,
feridas, reumatismo, como agente hemostatico e antiinflamatorio (BERNARDES et al., 2014).

Recentemente, diversos estudos relatam que devido aos compostos bioativos presentes
na planta, a S. terebinthifolius possui efeitos antioxidantes, antihiperlipidémicos,
antiaterogénicos, antidiabéticos, anti-inflamatoris, antifingico, antivirais e antimicrobianas
(FAGUNDES, et al. 2020; da ROCHA et al., 2020; De OLIVEIRA et al., 2020b; DE
OLIVEIRA et al., 2020b; LINDEN et al., 2020; MACEDO , et al.,2021; MARTINI et al., 2021;
MIGUES et al., 2020; SALLES et al., 2021, SILVA et al., 2019; TODIRASCU-CIORNEA et
al., 2019).

Migues et al. (2020) afirmam que o extrato da Schinus terebinthifolius Raddi pode ser
considerado como fitoterapico, por possuir marcadores quimicos responsaveis por essas por
essa caracteristica. Através das andlises de cromatografia liquida e espectrofotométria, os
autores puderam identificar seis tipos de polifendis no extrato da casca da planta, que foram:
catequina, acido galico, epicatequina, rutina, quercetina e acido clorogénico.

Segundo analises fotoquimicas a pimenta rosa contém taninos, alcaloides, flavonoides,
saponinas, esterdis e terpenos (CARVALHO et al., 2013). Além disso, dentre os flavonoides
presentes na pimenta rosa, encontram-se a quercetina, rutina (BERNARDES, 2010; DE LIMA
GLORIA et al., 2017), apigenina (BERNARDES et al., 2014), naringina (DEGASPARYI, et al.,
2005), amentoflavona e tetrahidroamentoflavona (SKOPP; SCHWENKER, 1986).

Compostos fenodlicos como os flavonoides, determinados na pimenta rosa, possuem a
capacidade de inibir processos oxidativos e atuando como agentes redutores, doadores de
hidrogénio, sequestradores de oxigé€nio singlete, radicais superdxidos, radicais hidroxilas e

peroxila, bem como, atuam como agentes quelantes de metais (DE OLIVEIRA, 2018).
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Em pesquisa realizada por De Oliveira et al. (2020b), a capacidade antioxidante da
pimenta rosa foi comprovada, dado que, o extrato do fruto apresentou niveis satisfatorios de
flavonoides (10,33 + 0,34 mg QE / g). Além disso, em andlises in vivo pode-se observar a
capacidade dos extratos de pimenta rosa de diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo
promovido pelo H202 em células de Saccharomyces cerevisiae.

As propriedades antioxidantes presentes na pimenta rosa também sdo capazes de
minimizar o estresse oxidativo no cérebro, através da inibi¢do da atividade da
acetilcolinesterase, o que possibilita sua atuacdo no tratamento de déficits de memoria
(TODIRASCU-CIORNEA et al., 2019). Além disso, os flavonoides inibem a acdo das
lipoxigenases e as ciclooxigenases, que enzimas responsaveis pelo desenvolvimento da
rancidez oxidativa em alimentos (PROCHAZKOVA, BOUSOVA E WILHELMOVA, 2011).

Fagundes et al. (2020) caracterizaram o azeite de oliva aromatizado com extrato de
pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) em diferentes tipos de maceracdo, e puderam
observar que as amostras aromatizadas apresentaram maior estabilidade oxidativa, com niveis
reduzidos de peroxidos, se comparadas a amostra controle. Os autores concluiram que a
pimenta rosa além de aprimorar a qualidade do azeite, também pode ser considerada como um
potencial antioxidante natural para a industria alimentar.

As substancias fenolicas como a quercetina, presente na pimenta rosa, mostraram
eficacia no retardo da oxidacdo lipidica em alimentos ricos em colesterol e acidos graxos
insaturados, como o exemplo o 6leo de sardinhas (VAISALI, et al., 2016). Além disso, esses
compostos podem proteger o colesterol dos efeitos da termo-oxidacdo (CHIEN; HSU; CHEN,
2006).

De Oliveira et al. (2020a) ao avaliar capacidade antioxidante do extrato da pimenta rosa
frente a termo-oxidagdo em sistemas modelo contendo 6leo de sardinhas aquecidas a 180°C,
comprovou o efeito protetor de 15,51% e 23,22% para das adigdes referentes a 0,2% e, 0,5%,
respectivamente, obtendo redugdo de 577,5 + 2,14 pg/g para 441,9 + 0,61pug/g do total de
oxidos de colesterol, com adicao de 0,5% do extrato. O mesmo foi verificado para os acidos
graxos, a 150°C o efeito protetor ao total de AGPI foi superior se comparado com as amostras
controle.

Os estudos comprovaram que a pimenta rosa possui uma quantidade significativa de
compostos capazes de trazer beneficios a quem os consome, além de efeito protetor contra a
degradacao do colesterol e dos acidos graxos dos alimentos como o pescado.

Contudo, apesar da quantidade expressiva de lipidios insaturados presentes na

composi¢ao quimica das sardinhas e dos estudos que comprovam a agdo dos processamentos
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térmicos frente a oxidagdo lipidica, comprometendo a qualidade desses produtos, poucos sio
os estudos relativos a adicdo de componentes naturais na prevengdo da oxidacdo lipidica do
pescado enlatado.

Desta forma, diante do anteriormente exposto, faz-se necessario estudos a respeito de
antioxidantes naturais em conservas de sardinha, com o intuito inibir a forma¢ao de produtos
da oxidagdo dos lipidios nas mesmas. Assim, garantindo a seguranca de quem os consome,

além de melhorar a qualidade destes alimentos.
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Resumo: Foram investigados os efeitos da adicdo de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius
Raddi) na adi¢do de 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%, durante o processamento de conservas de sardinha
para minimizar a formacao de oxidos de colesterol. O enlatamento promoveu a oxidacao
lipidica e resultou na troca de acidos graxos, colesterol e 6xidos de colesterol entre o musculo
do peixe e o liquido de cobertura. Apds o enlatamento, o teor total de 6xidos de colesterol
aumentou de 39,53 + 2,14 pg/g (sardinha crua) para 116,04 = 0,78 pg/g (sardinha controle). No
entanto, as amostras contendo pimenta rosa apresentaram niveis mais baixos (de 59,46 + 0,87
a 93,26 = 1,99 pg/g). Em adicao, as andlises cromatograficas demonstraram a migragao de
alguns compostos bioativos (4cidos fenoélicos, flavonoides, taninos e terpenos) dos frutos para
as sardinhas. Assim, esses achados destacam a pimenta rosa como um aditivo natural adequado
para prevenir a ocorréncia de oxidagao lipidica e reduzir a ingestao de compostos nocivos como
oxidos de colesterol, contribuindo para a manutencao da qualidade nutricional de conservas de

pescado.
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1. Introducao

A falta de tempo e o esforgo necessario para o preparo das refei¢des mudaram a
preferéncia do consumidor, resultando em uma demanda crescente por produtos prontos para
consumo. Assim, o consumo de alimentos enlatados, como a sardinha enlatada, aumentou
globalmente nas ultimas décadas (BARBOSA et al., 2019; GOMEZ-LIMIA et al., 2020).

Além disso, peixes e produtos de pescado sdo fontes valiosas de 4cidos graxos
poliinsaturados n-3 (AGPIs), principalmente os acidos eicosapentaendico (EPA, C20:5) e
docosahexaendico (DHA, C22:6), que tém demonstrado varias atividades bioldgicas
(DJURICIC; CALDER, 2021). Portanto, como técnica conservante, o enlatamento representa
uma estratégia promissora para melhorar a disponibilidade de produtos estaveis no mercado,
facilitando o acesso ao pescado e, consequentemente, desempenhando um papel crucial na
nutricdo humana (BARBOSA et al., 2019; GOMEZ- LIMA et al., 2020).

A sardinha marroquina (Sardina pilchardus), também conhecida como sardinha do
Atlantico ou sardinha europeia, ¢ uma espécie de pequeno peixe pelagico, que se destaca na
economia mundial pela expressiva quantidade capturada. No Brasil, esta espécie ¢ amplamente
utilizada pelas industrias de conservas. Como resultado, a oferta nacional de produtos tem
lutado para acompanhar a crescente expansao dos enlatados (FAO, 2018). Portanto, em 2019,
o governo brasileiro reduziu substancialmente as tarifas de importagao para proteger as espécies
locais e atender as necessidades do mercado (MAPA, 2020).

As conservas de sardinha apresentam vantagens relacionadas a conservagdo e
praticidade; no entanto, o enlatamento envolve uma variedade de etapas industriais (por
exemplo, resfriamento, congelamento, cozimento, esterilizagcdo, armazenamento) que podem
comprometer sua qualidade nutricional ao degradar acidos graxos essenciais € causar a
formacdo de compostos oxidados nocivos, como 6xidos de colesterol (BARBOSA et al. , 2019;
DANTAS et al., 2021; MESIAS, et al., 2015; NASERI; REZAEI, 2012; ZUNIN et al, 2001).

Além dos AGPIs, a fragdo lipidica das sardinhas também contém altos niveis de
colesterol, sendo propensa a oxidacdo quando exposta a fatores como aquecimento (DE
CARVALHO et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2020a). Como as conservas de sardinha sdo
submetidas a altas temperaturas durante o cozimento e esterilizacdo, esses produtos podem ser
considerados fontes de produtos exdgenos de oxidagdo do colesterol (POCs) (DANTAS et al.,
2021; ZUNIN et al., 2021), que t€m sido relacionados ao desenvolvimento de varias doencas,
como consequéncia de seus efeitos citotoxicos, aterogénicos, neurodegenerativos, inflamatorios

e carcinogénicos (GARCIA-LLATAS, et al., 2021; LIU et al., 2021).
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Estratégias para controlar a formagdo de POCs durante o processamento de conservas
de pescado sdo de grande importancia. Antioxidantes sintéticos sdo amplamente aplicados pela
industria alimenticia; no entanto, sua ingestao tornou-se um problema de satde publica devido
aos seus efeitos toxicos e cancerigenos. Como resultado, tem sido relatado um crescente
interesse em fontes naturais de antioxidantes (DE CARVALHO et al., 2021; DE OLIVEIRA et
al., 2020a,b; FARHOOSH; NYSTROM, 2018; ZARANDONA, 2020).

A pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) surgiu como um condimento
sofisticado. Além disso, estudos tém descrito as propriedades antioxidantes, antidiabéticas,
anti-inflamatorias e antimicrobianas da pimenta rosa (BERNARDES et al., 2014; DE ARAUJO
GOMES et al., 2020; DE OLIVEIRA et al., 2020b). Além de apresentar efeitos benéficos a
saude, a pimenta rosa contém compostos antioxidantes (por exemplo, acidos fenolicos,
flavonoides, antocianinas, taninos) que podem dificultar a oxidacdo lipidica, mostrando seu
potencial para atuar como antioxidante natural (DE ARAUIJO et al., 2020; DE OLIVEIRA et
al. 2020a,b; FEUEREISEN et al., 2017).

Um estudo recente realizado por Dantas et al. (2021) determinaram o teor de 6xidos de
colesterol em amostras comerciais de atum enlatado do mercado brasileiro, revelando o pescado
enlatado como uma fonte potencial de POCs na dieta. Este achado destaca a relevancia de
investigar estratégias para reduzir a oxidag¢ao do colesterol durante o enlatamento. Embora a
sardinha enlatada seja um dos produtos pesqueiros mais consumidos em todo o mundo, nao
existem estudos disponiveis sobre o uso de antioxidantes naturais para minimizar 0s processos
oxidativos na mesma.

Nesse contexto, este estudo avaliou os efeitos da adi¢do de pimenta rosa durante o
processamento das sardinhas enlatadas para minimizar a formagao de 6xidos de colesterol. Para
isso, frutos de pimenta rosa (0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%) foram enlatados juntamente com sardinhas
e liquido de cobertura comercial (6leo de soja). A formagao de malondialdeido e a degradacgdo
de 4cidos graxos também foram investigadas. Além disso, analises de UHPLC-ESI-MS foram
realizadas com o objetivo de identificar a possivel migracdo de compostos bioativos presentes

na pimenta rosa para a musculatura e liquido de cobertura dos peixes.
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2. Material e métodos
2.1 Padraoes, reagentes e solventes

TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina), DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), Trolox,
acido linoleico, Tween-40, B-caroteno, BHT (hidroxitolueno butilado ), TEP (1,1,3,3-
tetractoxipropano), acido 2-tiobarbittrico e metoxido de sddio foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). AAPH (dicloridrato de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)) e fluoresceina
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O &4cido tricloroacético foi adquirido da
Synth (Sao Paulo, Brasil). Todos os outros produtos quimicos foram adquiridos da Vetec
(Sigma, Sao Paulo, Brasil). O éster metilico undecanoéico foi adquirido da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA) e as misturas de 4cidos graxos padrao foram da Supelco TM 37 (FAME
Mix 18919, Bellefonte, Pa., EUA). Colesterol e 6xidos de colesterol foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os solventes utilizados durante as analises cromatograficas
foram obtidos da seguinte forma: acido formico (Synth, Sdo Paulo, Brasil), hexano (Scharlau,

Barcelone, Espanha), metanol e 2-propanol (Merck, Darmstadt, Alemanha).

2.2 Material vegetal

As amostras frescas de pimenta rosa foram doadas pelo Instituto de Agronomia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil, em
maio de 2020. O gendtipo utilizado foi o UFRRJ ARO200-F, que se caracteriza como uma
planta fémea da espécie Schinus terebinthifolius Raddi selecionada para a produgao de frutos.
A selegdo foi feita pelo Programa de Melhoramento Genético do Laboratorio de Citogenética e
Biologia Molecular de Plantas do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ.

As amostras de pimenta rosa foram coletadas manualmente (Figura 6), selecionadas,
lavadas em 4gua corrente e secas em estufa ventilada (Solab, Brasil) a 40 °C por 48 horas para
remogao do excesso de umidade. Em seguida os frutos foram armazenados em dessecador em

temperatura ambiente ao abrigo de luz.
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Figura 6: Coleta manual da pimenta rosa doada pelo Instituto de Agronomia da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

2.3 Analises da pimenta rosa
2.3.1 Preparacio do extrato

A pimenta rosa moida (3 g) foi adicionada a 20 mL de uma solucdao de etanol/agua
(70:30%, v/v). A mistura foi sonicada em banho sonico (40 kHz) (Elmasonic P, Elma
Schmidbauer GmbH, Singen, Alemanha) por 30 min e centrifugada (NI 1813, Nova
Instruments, Sao Paulo, Brasil) a 18.000 x g por 5 min. Os procedimentos foram conduzidos a
temperatura ambiente (25°C). Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um baldo

volumétrico ambar de 50 mL e completado o volume com a solucao extratora.

2.3.2 Capacidade antioxidante in vitro

2.3.2.1. DPPH ensaio de eliminacio de radicais livres

O ensaio DPPH foi realizado conforme descrito por Oliveira et al. (2020b). A

absorbancia foi medida a 517 nm e a atividade sequestrante de radical DPPH foi calculada da
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seguinte forma: %I DPPH = (A0 - A) / A0) x 100 (Equagdo 1), onde A0 e A sdo a absorbancia

do controle (DPPH) e amostra, respectivamente.

2.3.2.2 Ensaio de capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC)

O ensaio ORAC foi realizado de acordo com Oliveira et al. (2020b). Trolox foi usado
como padrao de controle e uma curva de intensidade de fluorescéncia relativa foi usada para

calcular os resultados, que foram expressos como uM Trolox Equivalent (TE)/g.

2.3.2.3 Ensaio de p-Caroteno/acido linoleico

Os procedimentos propostos por Oliveira et al. (2020b) foram realizados. As leituras
foram realizadas a cada 15 minutos a 50°C e 470 nm. BHT foi usado como controle. A
porcentagem de inibicdo de oxidacdo (%lI) foi calculada conforme mostrado nas seguintes
equagoes (2, 3 e 4), onde Ac e As sdo a absorbancia do controle e das amostras,
respectivamente:
Ac = Absorbancia inicial - Absorbancia final (2)
As = Absorbancia inicial - Absorbancia final (3)

%I = (Ac — As/ Ac) x 100 (4)

2.3.2.4 Ensaio de FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

O reagente FRAP foi preparado misturando tampao de acetato de sodio 300 mM (pH
3,6), solu¢ao de TPTZ 10 mM (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) em &cido cloridrico 40 mM e
cloreto férrico 20 mM (10:1:1, v/v/v). A absorbancia foi medida a 595 nm (THAIPONG et al.,

2006). Os resultados foram expressos em umol equivalente de Trolox (TE)/g.

2.4 Preparaciao da amostra e processo de enlatamento

O experimento foi realizado com aproximadamente 10 kg de sardinha (Sardina
pilchardus) doada pela Nova Piracema (Sao Gongalo, Rio de Janeiro, Brasil), em julho de 2020.
As conservas de sardinha (cerca de 100 amostras) foram produzidas pela industria Nova

Piracema de acordo com os seguintes tratamentos: amostras sem pimenta rosa (controle, 0,0%
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PP) e amostras com pimenta rosa adicionada a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0% (denominada 0,25% PP,
0,5% PP, 0,75% PP e 1,0% PP, respectivamente).

Como nao ha estudos na literatura relatando a adi¢do de frutas como pimenta rosa em
conservas de pescado, esses percentuais foram determinados de acordo com de Oliveira et al.
(2020a), que comprovaram a eficacia da pimenta rosa (0,2 e 0,5%) como antioxidante natural
em um sistema modelo contendo 6leo de sardinha durante o aquecimento. A adi¢do de pimenta
rosa foi calculada de acordo com o peso imido médio das conservas de sardinha (125 £ 0,5 g),
incluindo musculo de peixe e liquido de cobertura.

As amostras de sardinha (84 =+ 0,5g) foram colocadas manualmente em latas
retangulares e, em seguida, foram adicionados frutos de pimenta rosa (Figura 7).
Posteriormente, as latas devidamente identificadas foram direcionadas para a linha de produgao
(Figura 8). Eles receberam o liquido de cobertura (41 = 0,5 g de 6leo de soja) (Figura 9) e foram
esterilizados (esterilizagdo comercial realizada a 126 °C por 40 min). As conservas de sardinha
foram produzidas seguindo os procedimentos padrdes aplicados pela industria Nova Piracema

(Figura 10).

Figura 7: Adi¢do da pimenta rosa a lata contendo sardinha.
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Figura 8: Insercao das latas na linha de produgao.

Figura 9: Adicao do liquido de cobertura em 6leo de soja as latas de sardinha.
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Figura 10: Fluxograma do processamento das sardinhas em conserva (Adaptado de

COSTAMARINE, 2021).

As conservas de sardinha foram encaminhadas a UFRRJ, onde foram utilizadas doze
latas de cada tratamento para realizagao das analises. As latas foram abertas com o auxilio de
abridor mecanico (Figura 11) e a parte liquida foi cuidadosamente drenada gravimetricamente
com o auxilio de peneiras. Em seguida, o liquido de cobertura foi filtrado em papel filtro e
armazenado em frascos ambar estéreis a 4 °C até as andlises. As sardinhas foram moidas em
processador doméstico (Cadence, Sao Paulo, Brasil) e liofilizadas (Modelo L101, Liotop, Sao

Paulo, Brasil) para obtencao dos resultados em base seca.
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Figura 11: Abertura manual das conservas de sardinha.

Adicionalmente, um lote contendo doze sardinhas (previamente evisceradas, sem
cabeca e cauda, conforme utilizado na industria) foi transportado em caminhao refrigerado para
a UFRRJ. Uma vez no laboratorio, as sardinhas também foram moidas e liofilizadas. Em
seguida, foram retiradas aliquotas convenientes para andlise, correspondentes as amostras
brutas. Além disso, aliquotas do liquido de cobertura antes do enlatamento também foram

tomadas para analise.

2.5 Conservas de sardinha e analises dos liquidos de cobertura
2.5.1 Umidade e lipidios totais das sardinhas

A umidade e os lipidios totais foram determinados de acordo com AOAC (2006)

seguindo os métodos 950, 46 e 991, 36, respectivamente.
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2.5.2 Ensaio TBARS: Determinacio de malondialdeido em sardinhas e liquidos de

cobertura

O método relatado por Oliveira et al. (2020a) foi usado para o liquido de cobertura. Para
as sardinhas, as modificacdes foram realizadas da seguinte forma. Uma mistura contendo 5 g
de amostra e 50 mL de solucdo de acido tricloroacético a 7,5% foi filtrada em papel filtro,
seguida da adicao de 5 mL de solugdo de 4cido 2-tiobarbituirico (0,02 M). A mistura foi aquecida
em banho-maria fervente por 15 min e resfriada para determinar a absorbancia em 532 nm.
Uma curva padrao foi preparada usando TEP (1,1,3,3-tetractoxipropano) e os resultados foram

expressos em mg de malondialdeido (MDA)/kg de amostra.

2.5.3 Determinacoes de acidos graxos das sardinhas e liquidos de cobertura

Os lipidios foram convertidos em ésteres metilicos por transesterificagdo com metdxido
de sodio (de Oliveira et al., 2020a). Em seguida, os ésteres metilicos foram analisados em
cromatografo a gas (Shimadzu GC 2010, Toquio, Japao) com injetor em modo split (1:50),
coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 (100 mx 0,25 mm di, espessura de 0,20 um filme)
(Chrompack, Middelburg, Holanda) e detector de ionizacdo de chama. As condicdes
cromatograficas foram as descritas por Oliveira, et al. (2020a), usando hidrogénio como gés de
arraste (1 mL/min) e nitrogénio como gis de compensagdo (30 mL/min). Os picos
cromatograficos das amostras foram identificados avaliando os tempos de retengao dos padrdes
FAME. A quantificagdo foi realizada por padroniza¢do interna com o ¢éster metilico

undecanoico como padrao.

2.5.4 Determinacoes de colesterol e oxidos de colesterol de sardinhas e liquidos de

cobertura

Colesterol e o6xidos de colesterol foram obtidos simultanecamente por saponificacao
direta das amostras. O método descrito por Oliveira et al. (2020a) foi utilizado para os liquidos
de cobertura, enquanto as analises das sardinhas foram realizadas de acordo com de Carvalho
etal. (2021).

A 1identificagdo e quantificacao foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho-Espectrometria de Massa em um HPLC-MS-PDA (Shimadzu LCMS-2020,

Toquio, Japao), equipado com uma coluna Hypersil Cyano (250 mm % 4,6 mm) (Thermo
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Scientific, Massachusetts, EUA) e um Photodiode Array Detector (PDA) (SPD-M20A,
Shimadzu, Toquio, Japdo). As andlises foram realizadas seguindo as condigdes estabelecidas
por Oliveira et al. (2020a): fluxo da bomba de 1 mL/min, temperatura da coluna a 35°C, n-
hexano:2-propanol (97:3, v/v) como fase mével. A deteccao de MS foi realizada no modo de
ions positivos com lonizacdo Quimica por Pressdo Atmosférica (APCI) e os cromatogramas
foram obtidos no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM). Os compostos foram
determinados por comparagdo dos tempos de retencdo dos picos nas amostras com os padroes
de referéncia e por m/z. Padronizagdo externa usando curvas de calibracao padrao foi usada

para quantificagao.

2.6 Identificacoes de compostos bioativos por analises UHPLC-ESI-MS

As analises cromatograficas de sardinhas e liquidos de cobertura foram conduzidas com
um cromatografo UHPLC Acquity (Waters, Milford, MA, EUA) acoplado a um espectrometro
de massa TQD Acquity triplo quadrupolo (Micromass-Waters), com ionizacdo por eletrospray
(ESI) no ion modos negativo e positivo. As andlises foram realizadas seguindo as condigdes
relatadas por Oliveira et al. (2020a), com aquisi¢ao de dados entre m/z 100 e 900. MS/MS de
picos selecionados foram adquiridos via dissociagdo induzida por colisdo (CID) com energia
de colis@o de 30 V. Para separagdo cromatografica, um C18 BEH Waters Acquity (2,1 mm x
50 mm x 1,7 pm) a 30°C. As fases A (0,1% de acido formico) e B (metanol) foram aplicadas
(0,2 mL/min) com um gradiente linear comecando em 5% B e aumentando até 100% de metanol
em 7,5 min, antes de manter até 9 min e retornar as condi¢des iniciais, seguido de reequilibrio
da coluna até 10 min. Os compostos foram supostamente identificados por comparacao de seus

ions precursores e produtos com dados da literatura.

2.7 Analises estatistica

O experimento foi conduzido usando um desenho fatorial 2x5: o fator A foi o tipo de
matriz (al: sardinha e a2: liquido de cobertura) e o fator B foi a porcentagem de adi¢cdo de
pimenta rosa (bl: 0,0%; b2: 0,25%; b3: 0,5%; b4: 0,75% e b5: 1,0%). Além disso, houve dois
tratamentos adicionais, que foram o liquido de cobertura e a sardinha sem qualquer adi¢do ou

tratamento (pré enlatamento).
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Para estatistica univariada, uma ANOVA de duas vias foi usada para determinar as
diferencas entre os tratamentos. O teste de alcance de Tukey foi usado sempre que a diferenga
foi detectada. O teste de Dunnett foi usado para comparar: 1) amostras de liquido de cobertura
controle contra amostras de liquidos de cobertura tratadas com pimenta rosa, 2) amostras de
sardinha controle contra sardinhas tratadas com pimenta rosa, 3) amostras de liquidos de
cobertura enlatado contra amostra de liquido de cobertura avaliada antes do enlatamento, e 4)
amostras de sardinhas enlatadas contra sardinhas avaliadas antes do enlatamento (cru). Analise
de Componentes Principais (PCA) e Agrupamento Hierarquico de Componentes Principais
(HCPC) foram usados para estatisticas multivariadas. A PCA foi realizada apds a padronizacgio
dos dados para evitar a influéncia da unidade e da ordem de magnitude. O HCPC foi realizado
para confirmar os grupos amostrais sugeridos na PCA. Por fim, o teste de correlagao de Pearson
foi aplicado para avaliar as correlagdes de acidos graxos, colesterol e POCs e a forga da

correlagdo foi determinada de acordo com Teles et al. (2019).

3. Resultados e discussdo
3.1. Capacidade antioxidante in vitro do extrato de pimenta rosa

O método DPPH apresentou inibi¢ao de 95,03 + 0,07%, o que esta de acordo com estudo
realizado por Bernardes et al. (2014) (95,60%). Em contrapartida, um percentual menor foi
encontrado por de Oliveira et al. (2020b) (42,68%).

O valor ORAC foi de 77,01 + 3,70 uM TE/g. Valores que variaram de 43,40 uM TE/g
(Oliveira et al., 2020b) a 158,24 uM TE/g (Serrano-Leon et al., 2018) foram relatados. Em
relacdo ao ensaio de -caroteno/acido linoleico, foi determinado 11,46% de inibicao oxidativa,
resultado inferior ao descrito por Oliveira et al. (2020b) (61,41%).

O ensaio FRAP mostrou 58,51 + 1,33 umol TE/g, enquanto Oliveira et al. (2020)
determinou 488,60 pmol TE/g. Extratos de pimenta rosa avaliados por outros autores também
mostraram potencial antioxidante pelo ensaio FRAP; no entanto, os resultados foram expressos
em unidades diferentes, dificultando a comparagdo (RUSSO et al., 2017).

Os extratos vegetais contém uma ampla gama de compostos bioativos com diferentes
estruturas quimicas e caracteristicas antioxidantes. O uso de um unico ensaio nao fornece
resultados precisos. Assim, métodos baseados em mecanismos distintos foram realizados para
insights complementares (GULCIN, 2020). Embora a capacidade antioxidante da pimenta rosa

esteja bem documentada, vale a pena caracterizar cada amostra estudada, pois o nivel de
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compostos antioxidantes ¢ altamente influenciado por fatores como origem, época de colheita,
genoétipo, condigdes climaticas, maturidade, entre outros, afetando o potencial antioxidante do
extrato. Além disso, a eficacia da extragdo ¢ diretamente impactada pelos parametros e
condigdes utilizados (por exemplo, temperatura, tipo de solvente, propor¢ao de solvente, tempo

de extragao, método) (GULCIN, 2020; RUSSO et al., 2017).

3.2. Compostos bioativos do extrato de pimenta rosa determinados por UHPLC-ESI-MS

A Tabela 1 apresenta a proposta de identificacdo dos compostos bioativos do extrato de
pimenta rosa. Doze compostos foram identificados, incluindo acidos organicos, acidos
fenolicos, flavonoides, antocianinas, galotaninos e terpenos. A maioria deles foi detectada no
modo de ions negativos; no entanto, 3 compostos foram encontrados no modo de ion positivo.

No modo de ion negativo, acidos organicos como os acidos malico e citrico foram
determinados como m/z 133 e 191, respectivamente (Ferndndez-Fernandez et al., 2010).
Representando a classe dos acidos fendlicos, o acido galico (m/z 169) foi encontrado no extrato
de pimenta rosa, conforme relatado por Araujo Gomes et al. (2020). Um galotanino foi
detectado como m/z 539, de acordo com outros autores (DE OLIVEIRA et al., 2020a,b;
FEUEREISEN et al., 2017).

Os flavonoides agatisflavona (m/z 537) e tetrahidroamentoflavona (m/z 541) também
foram identificados no extrato de pimenta rosa por sua fragmentagdo MS/MS em comparagao
com a literatura (DE ARAUJO GOMES et al., 2020; DE OLIVEIRA et al., 2020a,b). Além
disso, foi encontrado um &cido triterpeno com m/z 469, assim como os terpenos acido
masticadiendico (m/z 453) e 3a-hidroximasticadienoico (schinol, m/z 455) (DE ARAUJO
GOMES et al., 2020; DE OLIVEIRA et al., 2020a).

Antocianinas como cianidina (m/z 287) e 7-O-metilpelargonidina 3-O-galactosideo
(m/z 447) foram determinadas no modo de ion positivo (DE OLIVEIRA ET AL., 2020a,b;
FEUEREISEN et al., 2017 ; KOH; YOUN; KIM, 2014), enquanto o biflavonoide
hinokiflavona foi detectado como m/z 539 (DE OLIVEIRA et al., 2020a,b; FEUEREISEN et
al., 2017).
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Tabela 1: Proposta de identificacdo de compostos bioativos do extrato de pimenta rosa por UHPLC-ESI-MS.

ESI ion mode RT fon precursor
' Fragmentos principais (m/z) Identificacao proposta Referéncia
(min) (m/z)
- 0.803 133 132.7;131.8; 71.0 Acido Malico Fernandez-Fernandez et al. (2010)
) 0.812 169 168.9; 125.0 Acido Galico De Araujo Gomes et al. (2020)
- Acido Citrico
0.878 191 191; 111.2; 87.0; 85.1 Fernandez-Fernandez et al. (2010)
De Oliveira et al. (2020a)
o ‘ De Oliveira et al. (2020b)
+ 0.991 447 447;285.2 7-O-methylpelargonidin 3-O-galactoside ‘
Feuereisen et al. (2017)
+ 1.172 287 287 Cianidina Koh, Youn, & Kim (2014)
De Oliveira et al. (2020a)
+ 2.315 539 539 Hinokiflavona De Oliveira et al. (2020b)
Feuereisen et al. (2017)
De Oliveira et al. (2020a)
539; 413.2; 387.4; 386.5;
- 2.534 539 Galotanino De Oliveira et al. (2020b)
319.2; 150.9
Feuereisen et al. (2017)
- De Araujo Gomes et al. (2020)
2.630 541 415.1; 389.2 Tetra-hidroamentoflavona

De Oliveira et al. (2020a)
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5.492

5.711

7.351

7.895

537

469

455

453

537

469

455

453

Agatisflavona

Acido Triterpeno

3a- Hidroximasticadienolico

(schinol)

Acido Masticadienoico

De Oliveira et al. (2020b)
De Araujo Gomes et al. (2020)
De Oliveira et al. (2020a)
De Oliveira et al. (2020b)
De Araujo Gomes et al. (2020)
De Oliveira et al. (2020a)
De Araujo Gomes et al. (2020)
De Oliveira et al. (2020a)
De Araujo Gomes et al. (2020)
De Oliveira et al. (2020a)

Os compostos bioativos identificados no extrato de pimenta rosa destacam esta fruta ndo apenas como intensificador de sabor, mas também

como alimento promotor da satude. Biflavonoides, como agathisflavona, tetrahidroamentoflavona e hinokiflavona, tém demonstrado potencial como

agentes terapéuticos contra doencas microbianas (por exemplo, influenza, HIV-AIDS, hepatite) (MENEZES; CAMPOS, 2021). Santos et al. (2020)

relataram a neuroprotecdo da agathisflavona em um modelo de estudo da doenga de Parkinson. O papel dos terpenos no tratamento de doengas

cardiovasculares e metabolicas foi resumido em uma revisao recente (OLIVEIRA et al., 2021).

As atividades bioldgicas apresentadas acima estao relacionadas principalmente as propriedades antioxidantes desses compostos. Além de

fornecer valor nutricional extra, o uso da pimenta rosa como condimento também pode representar uma alternativa para controlar a oxidagdo

lipidica em alimentos (DE OLIVEIRA et al., 2020a,b; SERRANO-LEON et al., 201 8). A pimenta rosa contém constituintes antioxidantes, como

compostos fenodlicos, que sdo capazes de doar atomos de hidrogénio a radicais lipidicos que iniciam processos oxidativos (GULCIN, 2020).
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Farhoosh e Nystrom (2018) avaliaram o efeito antioxidante do 4cido galico no 6leo de
girassol mostrando que o fendlico natural foi mais eficaz que o antioxidante sintético TBHQ na
prevencdo da oxidagdo em alta temperatura (120°C). O acido galico aumentou a atividade
antioxidante dos filmes de quitosana em um estudo realizado por Zarandona et al. (2020),
sugerindo sua adequacdo como embalagens ativas de alimentos. Portanto, considerando a
crescente relevancia da pimenta rosa para a industria alimenticia como ingrediente funcional e
antioxidante natural, foram investigados seus efeitos contra o impacto do enlatamento na fragdo

lipidica das sardinhas.

3.3. Sardinhas
3.3.1. Teores de umidade e lipidios totais de amostras de sardinhas enlatadas

Os teores de umidade da sardinha crua foi de 68,73 + 0,43 g/100 g. No entanto, um teor
menor (p <0,05) de 62,73 £0,61 g/100 g foi avaliado em amostras controle enlatadas. A adi¢ao
de pimenta rosa as conservas de sardinha nao promoveu alteragdes nos teores de umidade para
a maioria das amostras (p > 0,05), com valores variando de 62,49 + 0,16 a 63,99 + 0,22 g/100
g (Material complementar Tabela 1). Isso indica que a umidade foi afetada apenas pelo processo
de enlatamento. De fato, o tratamento térmico pode resultar na degradacdo de proteinas no
musculo do peixe, diminuindo a capacidade de retengao de agua e, consequentemente, causando
a perda de d4gua (GOMEZ-LIMIA et al., 2020).

Em relagdo aos lipidios, 16,84 + 0,72 e 16,23 + 0,70 g/100 g (base seca) foram
encontrados nas amostras bruta e controle, respectivamente. Nas amostras com pimenta rosa,
os teores variaram de 15,53 + 0,54 a 17,08 £ 0,63 g/100 g (p > 0,05) (Material complementar
Tabela 1).

Em relagdo aos efeitos do enlatamento sobre os lipidios totais, estudos anteriores
demonstraram niveis mais elevados em peixes enlatados com 6leo em comparagdo com peixes
frescos, o que ¢ atribuido a absor¢do de 6leo pelo musculo do peixe (DANTAS et al., 2021;
GOMEZ-LIMIA et al., 2020). No entanto, essa tendéncia ndo foi observada no presente estudo.
Apesar de terem sido utilizadas amostras de sardinha do mesmo lote durante o experimento, a
composicao dos peixes ¢ influenciada por fatores como condi¢des ambientais, alimentacao,

idade, sexo, entre outros (BANDARRA et al., 2018).
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3.3.2 Ensaio de TBARS: teores de malondialdeido em amostras de sardinhas e liquidos de

cobertura

Os valores de TBARS encontrados na sardinha crua foi de 7,98 = 0,72 mg MDA/kg,
enquanto o liquido de cobertura apresentou 1,55 + 0,14 mg MDA/kg (Material complementar
Tabela 2). Maiores valores de TBARS foram determinados ap6s o enlatamento (p < 0,05), o
que reflete a ocorréncia de processos oxidativos e formacdo de produtos secundérios da
oxidagao lipidica, como o malondialdeido.

Apo6s o enlatamento, as amostras controle apresentaram os seguintes valores: 13,19 +
0,17 (sardinha) e 2,59 + 0,19 mg MDA/kg (liquido de cobertura). Niveis aumentados de MDA
foram descritos em peixes enlatados, como carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix)
(Naseri et al., 2011) e enguia (Anguilla anguilla) (GOMEZ-LIMIA et al., 2020). Além disso,
niveis mais altos de MDA encontrados nos liquidos de cobertura apos o enlatamento também
podem indicar sua oxidacdo. Por outro lado, a fracdo lipidica do peixe ¢ mais suscetivel a
oxidacdo devido a sua maior concentracdo de AGPIs em relagdo ao o6leo de soja (DE
CARVALHO et al., 2021; KOZLOWSKA; GRUCZYNSKA, 2018), o que indica a migragdo
do MDA do musculo da sardinha para o liquido de cobertura.

Nas amostras contendo pimenta rosa, os teores de MDA variaram de 8,88 + 0,70 a 9,92
+ 0,80 mg MDA/kg (sardinha) e de 1,34 + 0,24 a 2,54 + 0,23 mg MDA /kg (liquido de cobertura)
(Material complementar Tabela 2). Nas sardinhas, valores menores (p <0,05) de TBARS foram
avaliados nas amostras com pimenta rosa em relacdo ao controle; no entanto, ndo foram
significativamente diferentes (p > 0,05) entre as concentragdes de pimenta rosa. No liquido de
cobertura, apenas o tratamento com 0,25% de pimenta rosa nao causou reduc¢do no teor de MDA
em relacao ao controle (p < 0,05).

As condig¢des as quais os lipidios do peixe sdo expostos durante o enlatamento podem
induzir a oxidagao. Por exemplo, as temperaturas aplicadas durante o cozimento e esterilizagao
levam a degradacdo de hidroperdoxidos e promovem a formagdo de MDA. Isso resulta em
maiores valores de TBARS, o que esta diretamente associado ao rango e a perda de qualidade
dos alimentos (GOMEZ-LIMIA et al., 2020; NASERI et al., 2011). Esses achados destacam a

relevancia dos antioxidantes naturais em conservas de peixe, como demonstrado neste estudo.
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3.3.3 Composicoes de acidos graxos de sardinhas enlatadas e liquidos de cobertura

Os principais acidos graxos encontrados na sardinha crua foram: palmitico (C16:0,
20,58 £ 1,98 g/100 g de 6leo), oleico (C18:1n9c, 17,88 £+ 0,88 g/100 g de 6leo),
eicosapentaendico (EPA, C20:5n3, 11,95 + 0,28 g/100 g de 6leo), palmitoleico (C16:1, 11,30
+ 0,81 g/100 g de 6leo) e acidos miristicos (C14:0, 8,91 + 0,59 g/100 g de dleo) (Tabela 2), que
estd de acordo com o perfil de 4cidos graxos da sardinha descrito por Bandarra et al. (2018) e
de Carvalho et al. (2021).

Em relacdo aos grupos de acidos graxos, os teores de acidos graxos somados
aumentaram na seguinte ordem: poliinsaturados (AGPI) (31,85 £+ 0,48 g/100 g de 6leo) <
monoinsaturados (AGM) (32,14 + 1,44 g/100 g de 6leo) < saturados (AGS) (37,33 £ 2,90 g/100
g de 6leo). Além disso, a soma de EPA e DHA foi de 18,37 £ 0,42 g/100 g de 6leo.

O liquido de cobertura avaliado antes do enlatamento apresentou acidos linoleico
(C18:2n6c¢, 48,07 = 0,69 g/100 g de 6leo), oleico (C18:1n9c¢c, 27,61 + 0,02 g/100 g de 6leo) e
palmitico (C16:0, 9,53 + 0,41 g/100 g de 6leo) como acidos graxos predominantes, que também
foram determinados em niveis elevados no 6leo de soja por outros autores (KOZLOWSKA;
GRUCZYNSKA, 2018; NASSERI et al., 2011).

O processo de enlatamento modificou a concentracao de acidos graxos nas sardinhas
controle. Assim, os teores de AGSs e AGMs diminuiram para 24,40 + 1,44 e 24,43 + 0,78 g/100
g de oleo, respectivamente, enquanto a quantidade de AGPIs aumentou para 38,74 + 0,77 g/100
g de 6leo. Além disso, a soma de EPA e DHA reduziu (p < 0,05) de 18,37 + 0,42 (sardinha
crua) para 12,05 £ 0,76 g/100 g de 6leo (sardinha enlatada controle).

Teores mais baixos de acidos graxos de peixes também foram determinados apds o
enlatamento em estudos anteriores, sendo atribuidos principalmente a oxidacao (DANTAS et
al., 2021; NASSERI et al., 2011; NASERI; REZAEI, 2012). Redugdes de 23,26% (AGSs) e
24,49% (AGMs) foram observadas em conservas de peixe (Hypophthalmichthys molitrix)
comparando os valores obtidos antes e apds o enlatamento. Naseri e Rezaei (2012) mostraram
que o enlatamento diminuiu a soma de EPA e DHA de 24,84 (peixe cru) para 13,01 g/100 g
(peixe enlatado) em espadilha enlatada (Clupeonella cultriventris). Resultados relatados por
Dantas et al. (2021) sugeriram que reacdes oxidativas causaram a degradagao de acidos graxos

em conservas de atum.
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Tabela 2: Composicdes de acidos graxos (g/100 g de 6leo) das amostras de sardinhas e liquidos de cobertura pré e pds o enlatamento (controle e
com pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%).

Sardinhas
Pré Enlatamento Pos enlatamento

Acidos Controle

Graxos Crua (0.0% PP) 0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP

C14:0 8.91 +0.59 5.02 +0.30%P 5.14 +0.108=P 4.99 +0.17%%P 5.72 + 0.0943B 5.85 + 0.314abe

C16:0 20.58 + 1.98 14.35 + 1.00%P 15.90 + 0.2343P 15.85 + 1.014%P 15.86 + 1.0943P 16.18 + 0.414%P
Cl16:1cis 11.30+0.81 4.43 +0.59%B 4.82 +0.098CaP 4.49 + 0.44%%P 6.17 £ 0.22%B% 5.70 + 0.40AB:aBe

C18:0 5.88+£0.51 420+ 0.76%B 4.19 + 0.38%%P 3.63 = 0.464%P 4.02 + 0.6345%P 4.06 +0.514%P
C18:1n9¢ - 0.31+0.024 0.32+0.014 0.38 +0.03* 0.37 +0.074 0.34 +0.05*
C18:1n9¢ 17.88 +0.88 18.69 + 1.26° 18.97 £ 0.454P 19.59 £ 0.814P 19.83 £ 1.56P 20.11+0.384P
C18:2n6t - 0.46 + 0.03? 0.51 £ 0.0542 0.37 + 0.03B:¢ 0.20 + 0.04Cb:0 0.18 + 0.03C:b:
C18:2n6¢ 4.80+0.47 20.93 + 0.80%F 20.50 + 0.295:5P 22.06 + 0.1945:P 21.97 £ 0.2745P 22.00 + 0.48%5B
C18:3n6 0.56 £ 0.04 0.20 £ 0.03%P 0.22 £ 0.0045P 0.22 £ 0.0245B 0.24 £ 0.0140Pe 0.24 £ 0.0240Be
C20:119 1.84 +0.09 0.47 + 0.04%P 0.49 + 0.02¢%P 0.89 + 0.04B:ab:0 1.19 + 0.014%B 1.24 + 0.094%B«
C18:3n3 2.82+0.03 2.39+0.21° 2.26+0.284 2.1+0.12408 2.29 + 0.24408 2.30+0.1140B
C20:2n6 0.36 = 0.00 0.15+0.03P 0.17 + 0.034B:P 0.22 + 0.0548:P 0.24 + 0.014P 0.17 + 0.0248:P
C20:316 1.70 £ 0.24 0.75 + 0.06P 0.63 +0.114P 0.23 + 0.03B:Be 0.23 £ 0.04B:B0 0.39 + 0.065:5¢
C22:1n9 0.69 + 0.00 0.36 + 0.02%P 0.33 = 0.064%P 0.39 + 0.084%P 0.35 + 0.0443P 0.38 + 0.084%P
C20:313 2.45+0.19 1.48 + 0.09%P 1.53 £ 0.0145%P 0.83 + 0.04B:ab 0.26 + 0.03C:0:F 0.38 +£ 0.070:R
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C20:4n6 0.81 +0.07 0.33 £ 0.06%" 0.33 = 0.0750P 0.49 + 0.084%Be 0.34 = 0.035:0 0.46 = 0.05AB:he
C24:0 1.96 £ 0.06 0.82+0.01%P 0.81 +0.034%P 0.86 + 0.05%%P 0.88 +£0.10%%P 0.79 + 0.1045P
C20:513 11.95+0.28 8.06 £ 0.76%P 8.51+0.274p 9.18 £ 0.984aP 9.63 £ 1.04%%P 9.98 + 0.854%P
C24:1n9 0.43 +0.04 0.17 £ 0.01° 0.16 £ 0.005P 0.33 £ 0.04%P 0.43 £ 0.07%% 0.43 £ 0.07%¢
C22:6n3 6.41 £ 0.34 3.98 +0.25%F 4.04 + 0.36%%P 4.05 + 0.204:%P 4.07 + 0.094:%P 4.09 + 0.45%%P
YFA 80.75 +£2.55 12.05 £ 0.76%P 12.55 +£ 0.22%%P 13.23 £ 1.174%P 13.70 £ 1.00%%P 14.07  1.16%%F
YAGS 37.33+2.90 24.40 + 1.44%P 26.04 £ 0.65%%P 25.33 +£0.96%%P 26.49 £ 1.18%%P 26.89 + 1.2948
YAGM 32.14 + 1.44 24.43 +0.78%P 25.09 + 0.405:%P 26.07 £ 1.20AB:P 28.35 + 1.35%apk 28.21 £ 0.86%%F
> AGPI 31.85+0.48 38.74 + 0.77%P 38.70 + 0.5645P 39.75 £ 0.91405P 39.46 + 0.8045P 40.18 £ 1.40%5B
SUFA 64.00 + 1.82 63.17 + 1.23% 63.80 + 0.785" 65.82 + 1.94AB® 67.81 £ 0.5545:¢ 68.39 + 1.06%DF¢
Y03 23.63+0.23 15.92 + 0.70%P 16.34 + 0.48%%P 16.16 £ 1.094%P 16.25 + 0.824%P 16.75 + 1.09%%8
> 06 8.22 +0.43 22.82 +0.80%P 22.36 £ 0.14%55B 23.59 £ 0.3840P 23.21 £0.3240P 23.43 + 0.44%5B
03/06 2.88£0.15 0.70 £ 0.05%P 0.73 £ 0.02%%P 0.68 £ 0.05%%P 0.7 £ 0.04%%P 0.71 £ 0.04%%P
S Trans - 0.77 + 0.05 0.83 £ 0.054 0.75 £ 0.05%% 0.57 = 0.095:¢ 0.52 + 0.045:¢
EPA+DHA 18.37 + 0.42 12.05 + 0.76%P 12.55 £ 0.22%%P 13.23 £ 1.174%P 13.70 £ 1.00%%P 14.07 + 1.16%%P
Liquidos de cobertura
Pos enlatamento
Controle
Fatty acid  Pré enlatamento (0.0% PP) 0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP
C14:0 - 0.36 +0.03° 0.46 = 0.06°P® 0.66 = 0.12C5 1.06 + 0.18B:b 1.71 £ 0.074b
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C16:0
C16:1 cis
C18:0
C18:1 n9¢
C18:1 n9¢
C18:2 no6t
C18:2 néc
C18:3 n6
C20:1n9
C18:3 n3
C20:2n6
C20:3n6
C22:1n9
C20:3n3
C20:4 n6
C24:0
C20:5 n3
C24:1n9
C22:6 n3
> AG
> AGS

9.53+£0.41

425+0.73

27.61 £0.02

48.07 £ 0.69
3.19+0.17

92.66 = 1.80
13.79 £ 1.13

10.25 + 0.62°
0.55+0.01°
3.37+0.13°
20.94 + 0.61%
0.42 + 0.06
30.23 + 5.66%
0.28 + 0.04°
0.45 + 0.00°
4.43 +0.15%°

0.29 +0.01°
0.41 +0.03°
0.41 + 0.04
0.50 + 0.07°
1.00 + 0.06°

0.88 + 0.05°
7477 £ 5.64%°
14.48 £ 0.61°

10.46 £ 0.078®
0.55 + 0.06>:
3.44 + 0.46%°
22.55 + 1.08AB:a%y
0.40 + 0.034B:b
39.62 + 2.20Mm@8
0.31 £0.01/
0.50 £ 0.045
4.65 + (.2742: 0

0.30 £ 0.05%2
0.56 + 0.07Cb
0.45 + 0.054B:2
0.59 + 0.02¢P
1.23 +£0.078¢b

1.07 £ 0.21BCb
87.13 + 3.084Y
14.94 + 0.42Cb

10.95 + (0.9]1AB:b:d
0.79 + 0.07Cb
3.45+0.08%°

22.60 + (.34AB:a8y
0.33 &+ 0.054B:

40.65 + 2204287
0.29 +£0.0142
0.61 + 0.044bx
4.63 +0.094%9

0.24 + 0.04™b
0.69 + 0.01BCb
0.33 +£0.055°
0.84 + 0.098:
1.49 + (0.23Bby

1.38 + 0.10B:b3r
89.72 + 2.7643Y
15.89 + 1.19BGb

11.32 + (.8]1AB:b:d
1.64 + 0.13Bb
3.60 £ 0.324%

22.74 £ (.10%58y
0.30 & 0.04B8:=

38.16 £ 2.16AB:%3Y
0.32 &+ 0.04%2
0.60 + 0.034bxy
4.86 + (0,178

0.28 £ 0.034%
0.76 &+ 0.03B:=v
0.51 £0.05%
1.02 £ 0.02AB:ay
1.93 + (0.024bx

1.38 + 0.10B:b3
90.49 & 1. 7748
17.00 £ 0.68AB:b:&Y

12.18 £ 0.024b:3
2.33 + (.05Mby
3.74 +£0.0342
22.16 + 0.56AB:a:d
0.28 & 0.02B:a
38.73 £ 1.144@8
0.31 £ .02/
0.60 + 0.012bs
4.85 + .00 8

0.33 £ 0.02%4
1.02 + 0.07/4a
0.38 £ 0.06°B:2
1.17 + 0. 118
2.09 + 0.10Mbs

1.71 £ 0.00%bs
93.61 + 0.8847
18.80 + (.104b:d
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YAGM 27.61 +0.02 2223 +0.60°%°  23.90 £ 0.974%% 2425 +(.364%0 25.26 + 0.0540:37 25.43 + 0.59A0:0
S AGPI 51.26 +0.83 38.06 + 5.55% 48.29 + 2,324 49.58 +2.2]Aa 4807 + 2 DAY 49 38 + 1.09A%
YUFA 78.88 +0.82 60.29 +5.08%°  72.19 + 2,688 73.83 + 1.924a7 73.49 + 2 D3ARY 74.81 + 0797
203 3.19+0.17 6.72 + 0.08"° 7.52 £ 0,170 7.97 £ 0.22C0:5 8.93 + 0.265:0:% 9.67 £ 0.06"5:%
> 06 48.07 + 0.69 31.34 £5.62%°  40.77 £ 220435 41.61 + 2,128 39.30 + 2.09AB:8Y 39.71 + 1.16%%%
©3/06 0.07 £ 0.00 0.22 +0.04" 0.185 +0.01%% 0.19 +0.01B: 0.23 + 0.0]ABb: 024 + 0.0]A
> Trans - 0.42 + 0.06° 0.40 + 0.03AB:® 0.33 £ (0.0548:b 0.30 + 0.04B:b: 0.28 + 0.02B:b
> EPA+DHA - 1.88£0.11° 2.31+0.2565 2.66 = 0.155% 3.31 4+ 0,128 3 .80 + 0,104

*PP = pimenta rosa; FA = acidos graxos; AGS = acidos graxos saturados; AGM = 4cidos graxos monoinsaturados; AGPI = acidos graxos poliinsaturados; AGI = acidos
graxos insaturados; EPA = acido eicosapentaendico; DHA = 4cido docosahexaenodico. Os valores representam médias + desvio padrdo em triplicado. Diferentes letras maiusculas
na mesma linha indicam diferengas significativas entre amostras com diferentes concentracdes de pimenta rosa pelo teste de Tukey. Diferentes letras mintisculas na mesma
coluna indicam diferencgas significativas entre as amostras de sardinhas e liquidos de cobertura na mesma concentracdo de pimenta rosa pelo teste t de Student ndo pareado.
Sardinha: "a" indica diferencas significativas em comparagdo com "Controle" e "f" indica diferencas significativas em comparacdo com "Crua" pelo teste de Dunnett. Liquido

de cobertura: "y" indica diferengas significativas em comparagdo com "Controle" e "8" indica diferengas significativas em comparagido com "Crua" pelo teste de Dunnett.

A autoxidagdo ¢ o principal mecanismo descrito para a oxidagdo de acidos graxos em alimentos, que ocorre quando os acidos graxos
insaturados reagem com o oxigénio molecular por meio de um mecanismo de radicais livres na presenga de iniciadores. Os radicais livres sdo
formados pela abstracao de hidrogénio durante a fase de inicia¢do. Portanto, como o aquecimento reduz a energia de ativacao necessaria para a
captacao de hidrogénio, ele acelera a reacdo em cadeia de gorduras insaturadas durante a oxidacdo, que pode estar ligada a degradagdo de acidos

graxos durante o enlatamento (DANTAS et al., 2021; MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2017).
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Por outro lado, os teores de AGPIs nas sardinhas controle aumentaram apds o
enlatamento. Ao considerar cada acido graxo, € possivel observar que o acido linoleico foi o
principal contribuinte para a maior quantidade de AGPIs determinados apds o enlatamento.
Como o acido linoleico ¢ o principal adcido graxo presente no 6leo de soja, isso pode indicar a
absor¢do de acidos graxos do liquido de cobertura pelo musculo do peixe, resultando em
alteracdes no perfil lipidico do peixe, o que concorda com outros estudos (DANTAS et al. ,
2021; GOMEZ-LIMIA et al., 2020; Mesias et al., 2015).

Mesias et al. (2015) estudaram atum enlatado conservado em diferentes liquidos de
cobertura (salmoura, 6leo de girassol e azeite de oliva) e avaliaram maiores teores de acido
linoleico no atum em oleo de girassol, que apresenta o acido linoleico como seu principal acido
graxo. A contribui¢do do liquido de cobertura para os lipidios do atum também foi demonstrada
por Dantas et al. (2021). Os autores avaliaram diferentes marcas de atum enlatado em salmoura
e oleo de soja e encontraram maiores teores de acido linoleico no atum enlatado em 6leo (de
39,03 a 46,49 g/100 g de 6leo) do que em salmoura (de 1,62 a 1,72 g/100 g de 6leo), revelando
a migragao do acido linoleico do 6leo do musculo do peixe.

Em relacao aos efeitos do processo de enlatamento nos liquidos de cobertura, foram
observadas mudancas significativas nos niveis de AGMs e AGPIs, que diminuiram em
aproximadamente 19% e 26%, respectivamente (p < 0,05). Isso pode ser atribuido tanto a
degradacao quanto a migragdo de acidos graxos. A quantidade de AGMs diminuiu nas sardinhas
e nos liquidos de cobertura apds o enlatamento, indicando um processo de degradagao. Ao
contrario, os teores de AGPIs aumentaram nas sardinhas e diminuiram nos liquidos de
cobertura, destacando a migragdo. O nivel de acido linoleico foi menor nos liquidos de
cobertura apds o enlatamento, o que reforca o principio de que os acidos graxos migraram do
liquido de cobertura para o musculo.

Além disso, os liquidos de coberturas apos o enlatamento apresentaram acidos graxos
que ndo foram encontrados antes do enlatamento e que sdo tipicos de espécies de peixes, como
EPA e DHA. Este fato demonstra a migracdo de 4cidos graxos do musculo do peixe para o
liquido de cobertura, sugerindo que as perdas de 4cidos graxos das sardinhas apds o enlatamento
estao relacionadas ndo apenas aos processos oxidativos, mas também a migracao. Portanto, o
enlatamento pode comprometer os teores de EPA e DHA nos peixes enlatados, reduzindo seu
valor nutricional, uma vez que esses acidos graxos essenciais sao conhecidos por seu potencial
para reduzir os riscos de varios distarbios inflamatorios, metabdlicos e neurologicos

(DJURICIC; CALDER, 2021).
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Nas amostras adicionadas de pimenta rosa, os niveis de AGSs, AGMs e AGPIs nas
sardinhas variaram da seguinte forma: de 25,33 + 0,96 a 26,89 + 1,29 g/100 g de 6leo (AGS),
de 25,09 + 0,40 a 28,35 + 1,35 g/100 g 6leo (AGMs) e de 38,70 £ 0,56 a 40,18 = 1,40 g/100 g
de 6leo (AGPIs). Os resultados obtidos para as amostras tratadas com pimenta rosa ndo foram
estatisticamente diferentes dos encontrados nas amostras controle para AGSs ¢ AGPIs (p >
0,05). No entanto, maiores teores de AGMs (p < 0,05) foram determinados nas amostras com
0,5, 0,75 e 1,0% de pimenta rosa em comparagao com as amostras de controle. Em relacao a
soma de EPA e DHA, a adi¢ao de pimenta rosa ndo afetou os resultados em relagao as amostras
controle (p > 0,05).

Em liquidos de cobertura tratados com pimenta rosa, foram determinados maiores teores
de AGSs (14,94 + 0,42 — 18,80 + 0,10 g/100 g de 6leo), AGMs (23,90 + 0,97 - 25,43 + 0,59
g/100 g de oleo) e AGPIs (48,22 £ 2,26 - 49,58 + 2,21 g/100 g de 6leo) em comparacao ao
controle (p < 0,05). Esses resultados sugerem o efeito protetor da pimenta rosa. Para os AGPIs,
o nivel de acido linoleico, que ¢ o0 AGPI mais relevante, no liquido de cobertura das amostras
com pimenta rosa aumentou, em comparacdo com as amostras controle. No entanto, a
concentracao de acido linoleico ndo diminuiu nas sardinhas, mostrando que a adi¢ao de pimenta
rosa ndo influenciou na migracdo. Assim, as maiores quantidades de AGPIs encontradas nos
liquidos de cobertura contendo pimenta rosa podem estar ligadas ao efeito antioxidante
promovido pela fruta. Além disso, a soma de EPA e DHA também apresentou valores
superiores nas amostras contendo o antioxidante natural (2,31 + 0,25 - 3,80 = 0,10 g/100 g de
6leo) do que no controle (1,88 + 0,11 g/100 g de 6leo).

A literatura tem demonstrado que o liquido de cobertura aplicado em conservas
influencia diretamente na oxidagdo lipidica, proporcionando um ambiente pro-oxidante ou
antioxidante dependendo de sua composi¢ao (ATITALLAH et al., 2019; BARBOSA et al.,
2019; DANTAS et al., 2021; GOMEZ-LIMIA et al., 2020; MEDINA et al., 1998). Assim,
potencializar o liquido de cobertura com fontes de compostos antioxidantes representa uma
estratégia promissora para controlar ou retardar processos oxidativos.

Barbosa et al. (2019) descreveram o efeito protetor da adi¢ao de extratos de algas, que
contém constituintes quimicos com potenciais propriedades antioxidantes, ao liquido de
cobertura sobre a fragdo lipidica da cavala enlatada (Scomber colias). De acordo com Atitallah
et al. (2019), hamburgueres de peixe enlatados fortificados com microalgas apresentaram
maiores atividades de eliminacdo de DPPH (de 66 a 98%) do que hamburgueres sem microalgas

(40%). Os autores também determinaram pigmentos como carotendides em microalgas,
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associando-os ao aumento do potencial antioxidante de hambulrgueres tratados com

antioxidante natural.

3.3.4 Teores de colesterol e 6xidos de colesterol nas sardinhas enlatadas e liquidos de

cobertura

A sardinha crua apresentou nivel de colesterol de 143,02 = 10,69 mg/100 g (base seca)
(Tabela 3), inferior ao determinado por Carvalho et al. (2021) (323 mg/100 g). Valores variados
podem ser atribuidos a condigdes ambientais e aspectos genéticos (BANDARRA et al., 2018).
Em contraste, o liquido de cobertura avaliado antes do enlatamento ndo apresentou teor de
colesterol detectavel.

Apo6s o enlatamento, a quantidade de colesterol nas sardinhas reduziu de 143,02 + 10,69
(sardinha crua) para 85,77 = 5,07 mg/100 g, o que corresponde a uma degradacao de 40,03%
(p <0,05) (Tabela 3). O colesterol ¢ um componente crucial de varios processos biologicos. No
entanto, seu conteudo pode ser altamente afetado durante o processamento térmico (DE
CARVALHO et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2020a). As altas temperaturas induzem a
degradacao do colesterol por oxidacao e polimerizacao, resultando na formagao de 6xidos de
colesterol, cetonas, aldeidos, hidrocarbonetos, 4alcoois e 4cidos organicos volateis
(DEREWIAKA; MOLINSKA, 2015).

O liquido de cobertura também foi avaliado apos o enlatamento, apresentando um teor
de colesterol de 32,41 + 6,19 mg/100 g (Tabela 3), o que revelou a migracao do colesterol do
musculo da sardinha para o seu liquido de cobertura. Esse achado estd de acordo com Dantas
et al. (2021), que avaliaram atum enlatado conservado em salmoura e 6leo de soja e
encontraram colesterol em seu liquido de cobertura. Assim, neste estudo, o menor nivel de
colesterol avaliado nas sardinhas ap6s o enlatamento pode ser atribuido tanto a degradacao do
colesterol quanto a migracao para os liquidos de cobertura.

Nas amostras de sardinhas com pimenta rosa, os teores de colesterol variaram de 90,52
+ 1,27 a 102,76 + 0,13 mg/100 g, onde os maiores valores foram encontrados quando foram
aplicados 0,75 e 1,0% de pimenta. Para os liquidos de cobertura foram avaliados teores de 40,14

+ 1,06 a 48,94 + 9,46 mg/100 g (Tabela 3).
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Tabela 3: Teores de colesterol (mg/100 g, base seca) e 6xidos de colesterol (ng/g, base seca) das amostras de sardinhas e liquidos de cobertura pré

e pos enlatamento (controle e com pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%).

Sardinhas
Pré enlatamento Pos enlatamento
Controle
POCs Crua 0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP
(0.0% PP)
25-OH - 38.55+1.22° 31.25+£0.36%0¢ 23974 1,19Cbe 6.07 £ 0.05P:be -
5,60-OH 14.98 +0.90 16.24 + 0.26%P 15.98 + 0.284aB 15.65 +0.5142 16.12 +0.154 15.87 + (0.144:2:P
5,6 p-OH 3.24 +0.50 8.41 + 0.30%P 8.56 & 0.24%B 8.14 + 0.3474%B 7.22 + (0.23458P 6.94 + 1.3243P
7-ceto - 1.91+0.01° 1.70 + 0.064B» 1.92 +0.024P 1.91 +£0.014P 1.55 + 0.20Bb:
70-OH 15.16 £ 0.49 22.08+0.88"F 1895+ 1.21Bbwh 16,55+ (0.59BmwB 18,36+ 1.22B:biwb 17.58 + (0.88B:%P
78-OH 6.14+1.21 28.86+0.79%F  16.81 £0.21P®%P 23 10+ 1.278a%P 978 + () .33Fwwup 19.16 + 0.98%%P
Total
39.53+2.14 116.04 +£0.78"F 9326+ 1.998b%P 89 33 4 1 02CbwB 59 46 + (.87P:bb 61.11 + 1.42D:b:a:p
POCs
Colesterol  143.02 + 10.69 85.77 £5.07%F  90.52 +1.278%aF 93 11 £0.70B&%B 96,45 + (.1 7ABa«p 102.76 + 0.134%wB

Liquidos de cobertura




Controle
POCs Pré enlatamento 0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP
(0.0% PP)
25-OH i 110.89 + 0.10% 110.67 £2.95%%  106.13 £0.015%" 96,15+ 0.01P:7 99.85 + 0.05
5,6a-OH i 524+0.33° 5.02 £ 0.26"B° 5.11 £ 0.094B 4.38 £0.018:b 4.34 £ (.5580
5,6 p-OH i 5.04+0.31° 4.78 £ 0.024P 4,95 +£0.14%0 3.31 £ 0.458b 2.16 + 02655
7-ceto _ 26.41 £ 0.54° 26.93+£1.33%4%  2475+0248C%  2315+0.375% 25.94 +(0.197B:2
70-OH i 60.86 + 0.78° 59.47+2.10%% 5467 +0.1183 30.00 £ 1.53Ca -
78-OH i 9.85+0.76° 9.28 £0.118 10.72 £ 0.204° 7.89 +0.015%Y -
Total
- 21828 +1.81*  216.16+3.48%%  206.33 +£0.455%7  164.88 + 1.825% 132.30 + 0.95%:7
POCs
Colesterol i 3241 +6.19° 47.09 + 36145 48.94 + 94675 4428 + (.794B> 40.14 £ 1.06"B>

Pos enlatamento

PP = pimenta rosa. 5,6a-EP (5,6a-epoxicolesterol), 5,6B-EP (5,6B-epoxicolesterol), 7-ceto (7-cetocolesterol), 78-OH (7B-hidroxicolesterol), 7a-OH (7a- hidroxicolesterol), 25-
OH (25-hidroxicolesterol). Os valores representam médias + desvio padrdo em triplicado. Diferentes letras maitisculas na mesma linha indicam diferengas significativas entre
amostras com diferentes concentracdes de pimenta rosa pelo teste de Tukey. Diferentes letras mintisculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras
de sardinhas e liquidos de cobertura na mesma concentragdo de pimenta rosa pelo teste t de Student ndo pareado. Sardinha: "a" indica diferengas significativas em comparagao

com "Controle" e "B" indica diferengas significativas em comparagdo com "Crua" pelo teste de Dunnett. Liquido de cobertura: "y" indica diferencas significativas em comparagao

com "Controle" e "8" indica diferencgas significativas em comparagéo com "Crua" pelo teste de Dunnett.

64



Os seguintes POCs foram identificados em sardinhas cruas: 70-OH (7a-
hidroxicolesterol), 7B-OH (7B-hidroxicolesterol), 5,6a-EP (5,6a-epoxicolesterol) e 5,63-EP
(5,6pB -epoxicolesterol) (Tabela 3). O principal POC determinado foi 7a-OH (15,16 + 0,49 pg/g,
base seca), seguido por 5,6a-EP (14,98 + 0,90 ng/g) e 7B-OH (6,14 += 1,21 ng/g),
respectivamente. Outros autores também encontraram 6xidos de colesterol em sardinhas cruas,
o que foi atribuido a processos enzimaticos do metabolismo dos peixes (de Carvalho et al.,
2021).

Como observado para o colesterol, os POCs nao foram determinados no liquido de
cobertura antes do enlatamento. No entanto, ap6s o enlatamento foram identificados POCs em
ambos os tipos de amostras, sugerindo a migragdo de POCs da sardinha para o liquido de
cobertura. A quantidade total de POCs no liquido de cobertura foi de 218,28 + 1,81 pg/g.

O enlatamento induziu a formagao de POCs em sardinhas sem pimenta rosa. O teor total
de POCs aumentou de 39,53 + 2,14 pg/g (sardinha crua) para 116,04 + 0,78 pg/g (sardinha
controle) (p < 0,05). Além dos 6xidos de colesterol encontrados nas sardinhas cruas, 25-OH
(25-hidroxicolesterol) e 7-ceto (7-cetocolesterol) foram detectados nas amostras controle apds
o processamento. Além disso, 25-OH foi identificado como o POC predominante (38,55 + 1,22
ug/g), seguido por 7p-OH (28,86 + 0,79 pg/g) e 7a-OH (22,08 + 0,88 pg/g).

Estudos tém demonstrado a presenga de 6xidos de colesterol em conservas de peixe.
Zunin, Boggia e Evangelisti (2001) determinaram niveis totais de POC s de 37,7 a 328,9 ng/g
em atum enlatado em salmoura, enquanto Dantas et al. (2021) relataram valores de 933,14 a
1914,23 pg/ge de 698,24 a 1167,88 pg/g em conservas de atum com salmoura e 6leo de soja,
respectivamente. Além disso, Dantas et al. (2021) também quantificaram POCs no liquido de
cobertura, demonstrando a migracao de POCs do musculo do peixe.

A oxidagdo do colesterol nos alimentos ¢ um processo complexo semelhante a oxidagao
de 4cidos graxos insaturados. Além disso, ¢ influenciada por varios fatores (por exemplo,
temperatura, tempo de exposi¢ao ao calor, oxigénio, luz, concentragao inicial de colesterol, pH,
presenca de metais e sal) e pode ocorrer por diferentes mecanismos, levando a formacgao de
diferentes POCs em niveis variados (DEREWIAKA; MOLINSKA, 2015; MARIUTTL
BRAGAGNOLO, 2017; SMITH, 1987).

A presenga de uma ligagdo dupla entre os carbonos 5 e 6 permite a abstragdo de
hidrogénio alilico em C7, reduzindo a energia de ativa¢do necessaria. Assim, 7-ceto, 70-OH e
7B-OH sao formados. A epoxidagdo leva a formagdo de 5,6a- e 5,6B-epoxicolesterol. Além

disso, a oxidagdo da cadeia lateral também pode ocorrer principalmente em C20 e C25, que sdo

65



sitios mais reativos, resultando em 20-OH e 25-OH (DEREWIAKA; MOLINSKA, 2015;
SMITH, 1987).

A adi¢ao de pimenta rosa também foi eficaz na reducdo da formagdao de POCs nas
sardinhas. Enquanto as sardinhas controle apresentaram 116,04 + 0,78 de POCs totais, as
amostras com pimenta rosa apresentaram teores variando de 59,46 + 0,87 a 93,26 + 1,99 ng/g.
O menor valor de POCs totais foi determinado em amostras tratadas com 0,75% de pimenta
rosa (59,46 + 0,87 pg/g). No entanto, esse resultado foi semelhante ao observado quando a
pimenta rosa foi adicionada a 1,0% (61,11 +1,42 pg/g) (p > 0,05), que foi a maior concentragao
de pimenta aplicada. Portanto, quanto ao efeito protetor do antioxidante natural contra a
formagao de POCs em sardinha, quanto maior a concentracdo de pimenta rosa utilizada maior
sua eficacia.

Para os liquidos de cobertura, as quantidades de POCs totais nas amostras tratadas com
pimenta rosa variaram de 216,16 = 3,48 a 132,30 + 0,95 ng/g. Esses valores foram inferiores (p
< 0,05) ao determinado na amostra controle (218,28 + 1,81 ng/g), exceto nas amostras tratadas
com 0,25% de pimenta. A adi¢do de pimenta rosa reduziu a formagao de POCs, refletindo em
sua presenca nos liquidos de cobertura.

Uma vez que altas temperaturas sdo aplicadas durante o cozimento e esterilizagdo, estas
sdo as principais etapas do processo envolvidas na formac¢ao de POCs em produtos enlatados.
No entanto, outros aspectos devem ser considerados. Os metais pesados sao fortes indutores de
oxidagdo. Assim, os metais estdo presentes em ambos 0s peixes € podem contribuir para a
ocorréncia de reagdes oxidativas (EBOH; MEPBA; EKPO, 2006). A pressao aplicada no
sistema da retorta promove entdo a liberacdo de dgua e/ou ions metalicos da hemoproteina,
aumentando a taxa de oxidac¢ao lipidica no musculo do peixe (Mesias et al., 2015). Além disso,
a presenca de pro-oxidantes como sal e AGPIs nos liquidos de cobertura nao pode ser ignorada
(DANTAS et al., 2021).

Os resultados deste estudo demonstraram que as sardinhas enlatadas sdo fontes
exdgenas de POCs, que desempenham um papel no desenvolvimento de inimeras doencas
devido aos seus efeitos citotoxicos, aterogénicos, neurodegenerativos, inflamatorios e
carcinogénicos (GARCIA-LLATAS et al., 2021; LIU et al., 2021). Portanto, devido aos riscos
causados pela ingestao desses produtos oxidados, sua formacao deve ser evitada. No entanto, a
ingestdo de antioxidantes sintéticos, que s@o os principais aditivos utilizados pela indéstria
alimenticia para controlar a oxidagdo, tem sido motivo de crescente preocupagdo. Assim, como
mostrado neste estudo, a formacao de POCs em conservas de sardinha pode ser reduzida pela

incorporacdo de fontes naturais de antioxidantes como pimenta rosa durante o enlatamento.
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3.4 Migracoes dos compostos bioativos da pimenta rosa durante o processamento

Doze compostos foram identificados em pimenta rosa (Se¢do 3.2); no entanto, nem
todos foram detectados nas amostras de sardinhas e liquidos de cobertura (Tabela 4).

Como esperado, tanto as amostras controle de sardinha quanto de liquido de cobertura
ndo apresentaram constituintes de pimenta rosa. Seis compostos (acido malico, acido gélico,
acido citrico, galotanina, 3a-hidroximasticadienoico, acido masticadiendico) da pimenta rosa
foram determinados em sardinhas enlatadas com o fruto, independentemente do nivel
adicionado. A hinokiflavona e o acido triterpeno foram observados apenas nas amostras
contendo 1,0% de pimenta rosa, sugerindo que os teores presentes nos demais tratamentos nao
foram suficientes para indicar uma migragdo. Além disso, a agatisflavona foi determinada em
todos os niveis de adic¢ao, exceto em 0,25%.

Em relacdo aos liquidos de cobertura, foram encontrados oito compostos da pimenta
rosa (acido malico, 4acido galico, 4cido citrico, hinokiflavona, galotanina, 3a-
hidroximasticadiendico, agatisflavona, acido masticadiendico) quando adicionado 1,0%. No
entanto, apenas acido malico e citrico foram detectados no tratamento com 0,75%. Cianidina,
7-O-metilpelargonidina 3-O-galactosideo e tetrahidroamentoflavona ndo migraram do fruto.

As migracdes de compostos bioativos foram mais proeminente nas amostras de
sardinhas. Os compostos que migraram para as sardinhas também migraram para os liquidos de
cobertura, exceto o acido triterpeno. Por outro lado, nos liquidos de cobertura, essa migragao
foi observada apenas nas amostras contendo 1,0% de pimenta. As temperaturas aplicadas
durante o enlatamento podem degradar as proteinas do pescado, comprometendo sua
integridade estrutural e, consequentemente, facilitando a difusdo dos compostos para o
musculo. Assim, mesmo quando menores concentragoes de pimenta rosa foram adicionadas as
amostras, a migragao ocorreu nos musculos da sardinha.

Também ¢ importante considerar a hidrofilicidade/lipofilicidade dos compostos. Em
geral, os compostos hidrofilicos, como os &cidos fenolicos, sdo praticamente insoltiveis em 6leo
e se distribuem principalmente entre as regides aquosa e interfacial de um sistema alimentar,
enquanto os antioxidantes hidrofobicos sdo insoluveis em agua e se distribuem principalmente
entre o 6leo e as regides interfaciais (FREIRIA-GANDARA et al., 2018). No entanto, devido a
variedade de estruturas quimicas de compostos de ocorréncia natural, a natureza hidrofilica e
lipofilica de um determinado grupo de compostos ndo pode ser determinada de forma

inequivoca.
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Tabela 4: Migragdes dos compostos bioativos de pimenta rosa para sardinhas e liquidos de cobertura.

Amostras enlatadas

Sardinhas Liquidos de cobertura
Pimenta
Bioactive
rosa  Controle 0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP Control 0.25% PP 0.5% PP  0.75% PP  1.0% PP
compound
(PP)
Acido Malico X ) X X X X ; - - X X
(m/z7 133)
Acido Gilico < ) X « X X ] ] ; ; X
(m/z7 169)
Acido Citrico < ] < « X X _ _ - X X
(m/z7 191)
7-O-methylpelargonidin
3-O-galactoside X - - - - - - - - - }
(m/z 447)
Cianidino X ) ) ) ) _ _ _ - - -
(m/7 287)
Hinokiflavona X ) ) ; } X - - - - X
(m/z 133)
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Galotanino
(m/z133)

Tetra-hidroamentoflavona
(m/z 541)

3a-
Hidroximasticadienolico
(schinol)
(m/z 455)

Agatisflavona
(m/z 537)

Acido triterpeno
(m/z 469)

Acido masticadienéico
(m/z 453)

X - X X X X - - - -

PP = Pimenta rosa. “X” indica a presenca do composto bioativo na amostra correspondente. “-“ indica auséncia do composto bioativo na amostra

correspondente.
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Além disso, a distribui¢do de compostos em um meio também depende das condic¢des
ambientais particulares (FREIRIA-GANDARA et al., 2018). Moléculas distintas de uma
mistura de compostos antioxidantes podem interagir com os constituintes dos alimentos de
diferentes maneiras. Assim, mais estudos devem ser realizados para elucidar o comportamento
de cada composto em um sistema alimentar como o peixe enlatado.

No entanto, a maioria dos compostos bioativos encontrados na pimenta rosa pertence a
grupos hidrofilicos. Portanto, como a oxidagao lipidica ocorre na interface agua-musculo,
devido a alta concentragdo de oxigé€nio e pro-oxidantes, o efeito antioxidante da pimenta rosa
pode estar relacionado a migracao de seus compostos hidrofilicos para essa regido.

Segundo Medina e Cols. (1998), o atum enlatado em 6leos vegetais apresentou menores
taxas de oxidagdo do que o atum em salmoura, o que foi atribuido a migragdo de fendis
hidrofilicos dos Oleos para a interface agua-musculo. Além disso, também observaram
interacdes entre proteinas do atum e compostos fendlicos, ressaltando a importancia de avaliar
as propriedades antioxidantes dos complexos formados.

Em relagdo aos compostos que ndo migraram da pimenta rosa, varios aspectos podem
prejudicar sua difusdo a partir do fruto (por exemplo, peso molecular, solubilidade, polaridade,
arranjo molecular de estruturas, impedimento estérico), sugerindo mais estudos para entender

melhor os mecanismos envolvidos em sua migragao.

3.5 Analise de componente principal

Os dois primeiros componentes principais (PCs) explicam ~ 73% da variabilidade dos
dados (Dim 1: 68,5 %, Dim 2: 18,4 %) (Figuras 12a e 12b), o que pode ser considerado
adequado para explicar a variancia dos dados experimentais. As sardinhas enlatadas com 0,75
e 1,0% de pimenta rosa (Figura 1a) foram caracterizadas por maiores niveis de colesterol
(Figura 1b), sugerindo o efeito protetor da pimenta rosa contra a degradagao do colesterol.

Em relacdo as correlagdes (Figura 12c), os AGPIs apresentaram forte correlacdo
positiva com Xn6 (0,96), o que pode ser atribuido principalmente aos altos teores de acido
linoleico (C18:2n6c¢) presente nos liquidos de cobertura que também migraram para as
sardinhas. Uma forte correlacao positiva também foi observada para £n3 vs a soma de EPA e
DHA (0,98). Os POCs totais mostraram correlacdo positiva moderada com 7-ceto (0,88) e
correlacdo negativa com a soma de EPA e DHA (-0,61).
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Figura 12: PP = pimenta rosa. Os valores representam médias + desvio padrao em triplicado.
Diferentes letras maitsculas na mesma linha indicam diferengas significativas entre amostras
com diferentes concentracdes de pimenta rosa pelo teste de Tukey. Diferentes letras minusculas
na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre as amostras de sardinhas e liquidos de
cobertura na mesma concentragdo de pimenta rosa pelo teste t de Student ndo pareado.
Sardinha: "o" indica diferengas significativas em comparacao com "Controle" e "B" indica
diferencas significativas em comparagdo com "Crua" pelo teste de Dunnett. Liquido de
cobertura: "y" indica diferencas significativas em comparagdo com "Controle" e "9" indica

diferengas significativas em compara¢do com "Crua" pelo teste de Dunnett.
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Em geral, a Figura 12d mostra quatro grupos formados de acordo com suas semelhangas.
O primeiro grupo apresenta apenas o liquido de cobertura avaliado antes do enlatamento
(LM_bc), indicando a composigao distinta desta amostra (por exemplo, ndo continha colesterol
e POCs). As amostras de liquidos de cobertura avaliadas apos enlatamento sem pimenta rosa
(LM_controle) e tratadas com o antioxidante natural (LM_0,25, LM 0,5, LM _0,75; LM_1,0)
formaram o segundo grupo. O terceiro grupo ¢ composto por amostras de sardinhas antes do
enlatamento (S_bc, sardinha crua), enquanto o quarto ¢ formado por sardinhas enlatadas
(S_controle, S 0.25,S 0.5,S 0.75,S 1.0).

Além disso, as amostras podem ser divididas em sete subgrupos (um por cor na Figura
12d). A existéncia de grupos diferentes para cada tipo de amostra (sardinha e liquido de
cobertura) contendo apenas a amostra avaliada antes do enlatamento demonstra a grande
influéncia do enlatamento na composigao lipidica das amostras. Além disso, no grupo formado
pelas conservas de sardinha, as amostras com 0,75 e 1,0% de pimenta rosa podem ser separadas

em um subgrupo, sugerindo os efeitos da adicdo de pimenta rosa nessas concentragoes.

4. Conclusoes

Este estudo mostrou o impacto do enlatamento nos lipidios das conservas de sardinha.
O processamento induziu a oxidagdo lipidica, que foi comprovada pela formacdo de
malondialdeido e pela degradacao de 4cidos graxos. Além disso, os resultados revelaram uma
troca de acidos graxos, colesterol e POCs entre o musculo do peixe e o liquido de cobertura. O
liquido de cobertura apresentou forte influéncia no perfil de dcidos graxos das sardinhas, o que
se refletiu nos altos teores de acido linoleico encontrados nas conservas de sardinha. O
enlatamento induziu a formacao de POCs; no entanto, a adicdo de pimenta rosa minimizou a
oxidagdo do colesterol. O potencial protetor da pimenta rosa pode estar ligado a capacidade
antioxidante de seu extrato e de seus compostos bioativos. Andlises de UHPLC-ESI-MS
mostraram que alguns constituintes da pimenta rosa migraram para a sardinha, sugerindo seu
papel contra a oxidacdo do colesterol. Assim, os achados deste estudo indicam o potencial uso
da pimenta rosa como aditivo natural durante o enlatamento de sardinhas, contribuindo para a
manutengao da qualidade nutricional das conservas de peixe. No entanto, mais estudos sobre
as condi¢des de processamento e aspectos sensoriais devem ser realizados para subsidiar seu

uso pela industria de conservas.
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CONCLUSOES GERAIS

Este estudo avaliou a oxida¢ao dos lipidios em sardinhas (sardina pilchardus) enlatadas
e adicionadas de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) como antioxidante natural.
Neste contexto, foi determinado o efeito da adicdo da pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 ¢ 1,0% e
controle (sem adicao da pimenta), frente a oxida¢ao lipidica em sardinhas enlatadas com liquido
de cobertura em 6leo vegetal (6leo de soja) durante o processo de apertizacdo das mesmas.

Os dados obtidos neste estudo apontam que as altas temperaturas utilizadas durante a
apertiza¢do gerou um consideravel impacto nos lipidios das conservas. Maiores valores de
TBARS foram determinados apds o enlatamento, o que reflete a ocorréncia de processos
oxidativos e formagao de produtos secundarios da oxidagao lipidica, como o malondialdeido.

O processo de apertizagdo também modificou a concentracdo de acidos graxos nas
sardinhas, diminuindo seus teores de AGSs, AGMs e a soma dos conteidos de EPA e DHA,
contudo houve um aumento quantidade de AGPIs. O &cido linoleico € o principal acido graxo
presente no 6leo de soja, foi o principal contribuinte para a maior quantidade de AGPIs, o que
indica a absorcao de acidos graxos do liquido de cobertura pelo musculo do peixe.

Nos liquidos de cobertura, houve diminuicao dos teores de AGMs e AGPIs, que pode
ser atribuido tanto a degradacdo quanto a migrag@o de acidos graxos. O nivel de acido linoleico
foi menor nos liquidos de cobertura apds o enlatamento, o que reforca o principio de que os
acidos graxos migraram do liquido de cobertura para o musculo. Além disso, os liquidos de
cobertura apds o enlatamento apresentaram acidos tipicos de espécies de peixes, como EPA e
DHA. Este fato demonstra a migracao de acidos graxos do musculo do peixe para o liquido de
cobertura, sugerindo que as perdas de acidos graxos das sardinhas apos o enlatamento estdo
relacionadas ndo apenas aos processos oxidativos, mas também a migracao.

No entanto, maiores teores de AGMs foram determinados nas amostras com 0,5, 0,75
e 1,0% de pimenta rosa em comparacdo com as amostras de controle. Para os liquidos de
cobertura tratados com pimenta rosa, foram observadas maiores quantidades de AGSs, AGMs
e AGPIs em comparagdo ao controle, o que sugere o efeito protetor da pimenta rosa.

Apo6s o enlatamento, a quantidade de colesterol nas sardinhas reduziu, o que também
pode ser atribuido tanto a degrada¢do do colesterol quanto & migra¢do para o liquido de

cobertura.
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Como observado para o colesterol, o estudo sugere que a migracdo também ocorreu no
conteudo de POCs das sardinhas para os liquidos de cobertura. Contudo, menores valores de
POC:s totais foram determinados em amostras tratadas com 0,75 ¢ 0,1%.

Os resultados deste estudo demonstraram que as sardinhas enlatadas sdao fontes
exogenas de POCs, que por sua vez, estdo relacionados ao desenvolvimento de diversas
doengas. Desta forma, devido aos riscos causados pela ingestao desses produtos oxidados, ¢ de
extrema importancia que sua formagao seja inibida.

Doze compostos bioativos foram identificados na pimenta rosa, o que indica seu uso
como um potente antioxidante natural. Além disso, os compostos bioativos dcido malico, acido
galico, acido citrico, galotanina, 3a-hidroximasticadienodico, acido masticadienodico, foram
determinados em sardinhas enlatadas com o fruto. Entretanto, hinokiflavona e o acido triterpeno
foram observados apenas nas amostras contendo a maior porcentagem da pimenta rosa (1,0%),
sugerindo que os teores presentes nos demais tratamentos ndo foram suficientes para indicar
uma migragao.

A adi¢do da pimenta rosa ndo interferiu na migracao dos lipidios entre as sardinhas em
conserva ¢ o liquido de cobertura. Contudo, a adi¢ao da mesma nas maiores concentracgoes (0,75
e 1,0%), apresentou efeito protetor frente a oxidacdo dos lipidios da conserva, que ocorre
principalmente durante a fase de apertizagao.

Desta forma, o presente estudo sugere o emprego da pimenta rosa como antioxidante
natural em conservas de sardinha, indicando que sua adi¢ao pode contribuir para producao de
um alimento mais seguro e de qualidade elevada. Entretanto, devem ser realizados estudos
futuros que avaliem as condi¢des de processamento e aspectos sensoriais, visando sua utilizacao

pela industria de conservas.

80



ANEXOS

Material complementar

Tabela 1: Umidade (g/100 g) e teores de lipidios totais (g/100 g, base seca) das amostras de sardinhas antes e ap6s o enlatamento (controle e com

pimenta rosa a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%).

Controle
Crua 0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP
(0.0% PP)
Umidade
(/100 g 68.73 +0.43 62.73+0.61F  62.49+0.16F 63.99 +0.22%%F  63.59+0.1925F 63,71 + 0.24%%B
Lipidios totais

. 16.84 +0.72 16.23 +0.70 16.75+0.34®  16.57 +0.31% 17.08 + 0.632 15.53 + 0.54°
(g/100 g, dry basis)

PP = pimenta rosa. Os valores representam médias + desvio padrdo em triplicado. Letras diferentes na mesma linha significam resultados
estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05). "a" indica diferengas significativas em comparagdo com "Controle" pelo teste de Dunnett.

"B" indica diferencas significativas em comparagdo com "Raw" pelo teste de Dunnett.
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Tabela 2: Valores de TBARS (mg MDA/kg) das amostras de sardinhas e liquidos de cobertura pré e pds enlatamento (controle e com pimenta

rosa a 0,25, 0,5, 0,75 ¢ 1,0%).

Pos enlatamento

Pré Controle

enlatemento (0.0% PP)

0.25% PP 0.5% PP 0.75% PP 1.0% PP

Sardinhas  7.98 +0.72 13.19+0.17%B 9.92 +0.80B%%P 990+ 0.06%%%F 8 88 +(0.70B%%P 9 62 + 0.078

Liquidos

2.59 +0.195° 2.54 +(.23Ab0 1.48 £0.08%57 134024557 1,66+ 0.23857
de 1.55+0.14

cobertura

PP = pimenta rosa. Os valores representam médias + desvio padrao em triplicado. Diferentes letras maitusculas na mesma linha indicam diferencgas
significativas entre amostras com diferentes concentragcdes de pimenta rosa pelo teste de Tukey. Diferentes letras mintsculas na mesma coluna
indicam diferencas significativas entre as amostras de sardinhas e liquidos de cobertura na mesma concentracao de pimenta rosa pelo teste t de
Student ndo pareado. Sardinha: "a" indica diferencas significativas em comparagao com "Controle" e "B" indica diferencas significativas em
comparacao com "Crua" pelo teste de Dunnett. Liquido de cobertura: "y" indica diferengas significativas em comparacao com "Controle" e "o"

indica diferengas significativas em comparacao com "Crua" pelo teste de Dunnett.
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