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RESUMO

MOREIRA DE CARVALHO, lIsabella Oliveira Alves. Utilizacdo do suco do liméo Tahiti
(Citrus latifolia) como antioxidante natural durante o preparo térmico de sardinhas
(Sardina pilchardus) por diferentes métodos de cocgdo. 87p. 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, 2020.

A crescente preocupacdo dos consumidores em adquirir habitos alimentares saudaveis tem
aumentado a busca por alimentos funcionais. As sardinhas apresentam altos teores de acidos
graxos poli-insaturados da familia dmega-3. Entretanto, contém concentracdes apreciaveis de
colesterol, composto altamente susceptivel a oxidacdo lipidica. A formacdo de éxidos de
colesterol e a degradacdo de &cidos graxos poli-insaturados durante o processamento térmico
(termo-oxidacdo) tém um papel de destaque entre os fatores responsaveis pela perda de
qualidade e das caracteristicas nutricionais do pescado. Além disso, o consumo de lipidios
oxidados tem sido alvo de pesquisas na area de salde publica, devido a correlacédo entre a
ingestdo desses e a inducdo de efeitos pré-inflamatérios, além de outras doengas cronicas
degenerativas. Assim, torna-se necessaria a pesquisa de fontes alternativas de componentes
antioxidantes naturais que possam evitar ou minimizar a oxidacao de pescado marinho durante
0 preparo térmico. O suco do liméo Tahiti (Citrus latifolia) é amplamente utilizado no preparo
culinério de peixes. No Brasil, o limdo Tahiti é uma fruta de grande relevancia comercial e
amplamente disponivel em mercados varejistas. Além disso, estudos tém demonstrado que o
suco do limdo Tahiti possui potencial antioxidante devido a presenca de compostos bioativos.
Este estudo avaliou a aplicacdo de 3 niveis de adi¢éo de suco do liméo Tahiti (5%, 10% e 15%),
seguida de processamento térmico em filés de sardinhas (Sardina pilchardus) submetidos aos
métodos de cocgdo por air fryer, grelha e fritura por imersdo em éleo de soja. Foram avaliados
0s impactos sobre os acidos graxos insaturados e a oxidacdo do colesterol. O extrato do suco
foi caracterizado por sua capacidade antioxidante, além dos compostos bioativos por UHPLC-
MS. O processamento térmico causou a degradacdo de &cidos graxos insaturados e aumentou
o nivel de 6xidos de colesterol. No entanto, na maioria dos tratamentos, a oxidacéo lipidica foi
mais pronunciada nas amostras com suco. O suco de limdo induziu a oxidacdo do colesterol,
principalmente em sardinhas preparadas em Air Fryer, onde o contetdo total de 6xidos de
colesterol aumentou de 699,75 + 3,90 (controle) para 1333,51 + 5,20 ug / g (suco de limédo a
10%). Assim, os dados gerais sugerem que potenciais compostos antioxidantes podem ter sido
degradados durante o aquecimento e o ambiente acido pode ter induzido reacGes de oxidacéao.

Palavras-chave: acidos graxos, produtos de oxidacdo do colesterol, antioxidantes naturais.



ABSTRACT

MOREIRA DE CARVALHO, Isabella Oliveira Alves. Use of Tahiti lemon juice (Citrus
latifolia) as natural antioxidant during the thermal preparation of sardines (Sardina
pilchardus) by different cooking methods. 87p. Dissertation (Master in Food Science and
Technology). Institute of Technology, Food Technology Department, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

In recent years, consumers are more concerned about their eating habits, boosting the search
functional foods. Marine fish are considered functional foods, due to the presence of high levels
of n3- polyunsaturated fatty acids. However, sardines contain appreciable concentrations of
cholesterol which is highly susceptible to lipid oxidation. The formation of cholesterol oxides
and the degradation of polyunsaturated fatty acids during thermal processing (thermo-
oxidation) play an important role among the factors responsible for the loss of quality and
nutritional characteristics of fish. In addition, the consumption of oxidized lipids has been the
subject of research in the public health area, due to the correlation between their intake and the
induction of pro-inflammatory effects and other chronic degenerative diseases. Thus, natural
antioxidant components that can prevent or minimize the oxidation of marine fish during the
thermal preparation are interesting alternatives. Tahiti lemon (Citrus latifolia) juice is
extensively used in the culinary preparation of fish. In Brazil, lemon Tahiti is a fruit of great
commercial relevance and widely available in retail markets. Besides that, studies have shown
that lemon juice has antioxidant potential due to the presence of bioactive compounds. This
study evaluated the impact of adding Tahiti lemon juice (5%, 10% and 15%) to sardine (Sardina
pilchardus) fillets submitted to air frying, grilling, and deep-fat frying, regarding the
unsaturated fatty acids and the cholesterol oxidation. Firstly, the juice extract was characterized
by its antioxidant capacity and bioactive constituents. Thermal processing caused the
degradation of unsaturated fatty acids and increased the cholesterol oxides level. However, or
most treatment, lipid oxidation was more pronounced in samples with juice. Lemon juice
induced cholesterol oxidation, mainly in air-fried sardines where the total content of cholesterol
oxides increased from 699.75 + 3.90 (control) to 1333.51 + 5.20 pg/g (10% lemon juice). Thus,
the overall data suggests that potential antioxidant compounds may have been degraded during
heating and the acid environment may have induced oxidative reactions.

Keywords: Fatty acids, cholesterol oxidation products, natural antioxidants.
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1 INTRODUCAO GERAL

A sardinha europeia (Sardina pilchardus) pertence ao grupo de espécies marinhas
mais capturadas no mundo (FAO, 2018). Além do baixo custo de mercado, contéem um
excelente valor nutricional, principalmente, devido aos teores de &cidos graxos poli-
insaturados da série dmega-3, destacando a presenca dos acidos eicosapentandico (EPA,
C20:5) e docosaexaenoico (DHA, C22:6) (FAO, 2016). Os acidos graxos da série dmega-
3 (w-3) foram relacionados em diversas pesquisas a beneficios a saude, como por
exemplo, ao aprimoramento de funcdes cognitivas (ZHENG et al., 2013; SHAHIDI e
AMBIGAIPALAN, 2018).

O preparo culinario das sardinhas pode ser executado de diferentes maneiras e
com a aplicacdo de diferentes técnicas como: grelha, fritura por imersdo em 6leo ou
através da aplicacdo de novas tecnologias, cujo emprego possibilita o preparo dos
alimentos de uma forma rapida e sem a adicdo de 6leos (como fritadeiras elétricas
chamadas comercialmente de "Air fryer™). Porém, a aplicacdo do calor durante o preparo
culinario da sardinha favorece reagdes quimicas e fisicas que alteram o valor nutricional
desse alimento. Os acidos graxos poli-insaturados e o colesterol sdo componentes
quimicamente instaveis e presentes em quantidades significativas na sardinha verdadeira
(SALDANHA, BENASSI e BRAGAGNOLO, 2008). Devido a instabilidade de suas
estruturas quimicas, os lipidios insaturados, quando aquecidos, sofrem reacdes de
degradacdo e de oxidacdo, gerando produtos de oxidacdo lipidica, como os Oxidos de
colesterol (FERREIRA et al., 2017).

A ingestdo dos oxidos de colesterol de origem exdgena, provenientes dos
alimentos, tem sido associada a efeitos prejudiciais a saide como o desenvolvimento de
eventos cardiovasculares, inducdo de efeitos pro-inflamatérios e doencas
neurodegenerativas (LUCHETTI et al., 2015; DORIA et al., 2016; KULIG et al., 2016;
BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017; OLIVIER et al., 2017; SATO et al.,
2017). Desse modo, o controle da formag&o dos 6xidos de colesterol, através do uso de
antioxidantes, se faz necessario para que a ingestdo destes compostos possa ser

minimizada.



O interesse pela busca por novas fontes de antioxidantes naturais para a redugéo
do uso dos sintéticos tem demonstrado que diversos produtos de origem vegetal
apresentam um potencial significativo, além de efeitos benéficos a satde (DE OLIVEIRA
etal., 2018).

Tradicionalmente, o suco do limdo Tahiti (Citrus latifolia) € utilizado para o
preparo culinério de pescado. O potencial antioxidante do suco pode ser esclarecido a
partir de sua composicdo quimica e dos compostos bioativos presentes. Assim, a
utilizacdo do suco de liméo Tahiti como antioxidante natural pode minimizar a formacéo
de dxidos de colesterol durante o preparo térmico das sardinhas em diferentes métodos
de coccao.

O efeito do cozimento sobre a composicao lipidica em peixes ja foi esclarecido
por inimeros pesquisadores. Entretanto, ndo existem estudos sobre as possiveis alteraces
ocorridas na composicao lipidica de sardinhas termicamente preparadas em diferentes
técnicas de cocgdo (grelha elétrica, “Air fryer” e fritura por imersdo em 6leo) com a
associacdo do suco de limdo Tahiti empregado como antioxidante natural, justificando

assim a realizacdo do presente estudo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito da aplicagdo de trés niveis de adi¢do (5, 10 e 15%) do suco de liméo
Tahiti (Citrus latifolia), frente a oxidacdo lipidica em sardinhas preparadas em trés

métodos de cocgdo (grill elétrico, air fryer e fritura por imersdo em 0leo de soja).

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar as caracteristicas do suco do limdo Tahiti através das andlises de
solidos soltveis em graus Brix e pH;

e Determinar a capacidade antioxidante in vitro do suco do liméo Tahiti a partir das
analises de fenolicos totais, ORAC e sistema B-caroteno/&cido linoleico e perfil
dos compostos bioativos por UPLC-ESI-MS.

e Determinar a umidade e lipidios totais das sardinhas frescas, além da composicao
lipidica poranélises de &cidos graxos, colesterol e produtos de oxidacdo do
colesterol;

e Avaliar a alteracdo do pH das sardinhas frescas e nas amostras termicamente
preparadas apds a adicdo das concentracdes de 5%; 10% e 15% de suco de liméo
Tahiti.

e Auvaliar a degradacdo lipidica apds o emprego de diferentes técnicas de cocgdo, a
partir das analises: acidos graxos, colesterol e 6xidos de colesterol nas amostras
controle (sem adicdo de suco de limdo Tahiti) e nas amostras adicionadas com

concentracdes de 5%; 10% e 15% de suco de liméo Tahiti.
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1 SARDINHAS

A industria da pesca possui grande relevancia mundial, gerando empregos, renda
e fornecendo alimentos que séo fonte de proteinas de alta qualidade. Nas Gltimas décadas,
tem sido observado o aumento do consumo mundial per capita de pescado, de 9,0 kg em
1961 a 20,2 kg em 2015, apresentando uma taxa de crescimento de cerca de 1,5% ao ano
(Figura 1).

Em 2012, do total da producédo de pescado oriunda do extrativismo, 87,2% eram
de origem marinha e 12,8% de agua doce (FAO, 2014). Em 2015, o pescado representou
17% de toda proteina animal consumida no mundo e a pesca marinha produziu 81,2
milhGes de toneladas de pescado. Em 2016, a producdo da pesca de captura foi de 90,9
milhGes de toneladas e a pesca representou 87,2% (marinha) e 12,8% (continental) do
total mundial (FAO, 2018).

Consumo Mundial de Pescado
(2011-2016)
20,5
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. :
185 { g
1 H
17,5 - : , , . |

2011 2012 2013 2014 2015 2016
Ano

o]

Milhoes de Toneladas
v

oo

M Consumo per capta

Figura 1: Consumo Mundial de pescado: adaptagdo (FAO,2018).

O Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitéaria dos Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) define pescado como: peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, quelénios e
mamiferos de dgua doce ou salgada destinados a alimentacdo humana (BRASIL, 2017,
BRASIL, 2020). Segundo a FAO (2018), diferentes géneros de sardinhas fazem parte do



grupo das 25 espécies mais capturadas de pescado, com grande importancia econémica
no mundo.

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasilliensis) impulsiona a pesca e o setor de
processamento de pescado no Brasil, principalmente nas regides Sudeste e Sul, e se se
destaca devido ao baixo custo de mercado e ao excelente valor nutricional (IBAMA,
2013). No inicio dos anos 2000 houve uma grande redugdo no volume de captura, o que
comprometeu a viabilidade comercial e preservacao desse recurso pesqueiro (CERGOLE
e DIAS-NETO, 2011, MARTINS et al., 2016). Assim, devido a crise de deplecdo do
estoque marinho, foi estabelecido o periodo de defeso dessa espécie (entre 1/ Outubro a
28/ Fevereiro) (BRASIL, 2020). Desse modo, outras espécies do género Sardinella, como
a sardinha europeia, também séo utilizadas no setor de processamento no pais (BRASIL,
2010). A sardinha europeia (Sardina pilchardus) (Walbaum, 1792), representada na
Figura 2, é uma espécie de peixe peldgico de habitos costeiros, pertencente a familia
Clupeidae. E uma das principais espécies de peixes pelagicos encontrados no ecossistema
no nordeste do Oceano Atlantico, mar negro e mar Mediterraneo (Figura 3) (SCOLES et
al., 1998).

Figura 2: Sardinha Europeia (Sardina pilchardus)

A sardinha europeia, também conhecida como sardinha do Atlantico, apresenta
como caracteristica corpo cilindrico alongado, azul ou verde prateado no dorso, prateado
no ventre arredondado e manchas escuras arredondadas ao longo dos flancos superiores.
Considerada como um pescado de pequeno porte, pode chegar 27,5 cm de comprimento,
marcando a fase adulta a partir de 14 cm. De caracteristica migratdria, costuma nadar em
cardumes organizados (OLST e HUNTER, 1970).

Encontradas em &guas profundas (10-100 m), migram durante o dia e se
alimentam a noite, exclusivamente de plancton (microalgas e crustaceos). A pesca é de
captura e principalmente realizada por redes de cerco, contudo, ocasionalmente é

realizada por arrasto de fundo. Entre setembro-outubro acumula gordura para utilizar



como energia, necessaria para a reproducdo durante 0s meses seguintes, que ocorre

preferencialmente em temperaturas de 14-15°C.

—— |

Figura 3: Mapa da distribuigdo da sardinha europeia

A Sardinha europeia é a segunda espécie mais capturada em Portugal, com grande
importancia econémica pelo seu valor nos desembarques e a sua utilizacdo na industria
de conservas da Europa e de outros paises (BANDARRA et al., 2018). O excelente valor
nutricional atribuido as sardinhas deve-se a presenca de proteinas de alto valor bioldgico
e digestibilidade, vitaminas, minerais e por sua composic¢do lipidica, com altos teores de
acidos graxos poli-insaturados da série 0mega-3, especialmente os acidos
eicosapentanodico (EPA, C20:5) e docosaexaendico (DHA, C22:6) (FAO, 2016). O
consumo de &cidos graxos poli-insaturados foi relacionado a efeitos benéficos a saude
como atuacdo no combate ao estresse oxidativo hepatico, doencas autoimunes,
aprimoramento de fungbes cognitivas, melhora dos efeitos da depressao, além de
promover melhora no perfil metabdlico de individuos obesos (ZHENG et al., 2013;
ZHANG;TSAO, 2016; ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018; CALDER, 2018).

A composicdo quimica das sardinhas pode sofrer alteracGes por diversos fatores e
por isso, o perfil dos acidos graxos que sdo comumente encontrados, como o acido
miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1 ®9), linoleico
(C18:2 6) e o araquidonico (C20:4 m6), pode sofrer variagdes de acordo com diversos
fatores como: época do ano, condi¢des ambientais, local de captura, sexo, alimentacéo,
idade e estado fisiologico do animal, de acordo com as fases de maturagdo e desova
(NUNES et al., 2008; SOM; RADHAKRISHNAN, 2013; BANDARRA et al., 2018).



Zlatanos e Laskaridis (2007), ao estudarem a variacdo sazonal do teor de acidos
graxos da sardinha europeia, observaram que a soma de acidos graxos ®-3 variou entre
30,49 a 40,86 g/100g de 6leo de sardinha. Zotos et al. (2013) determinaram a soma dos
acidos eicosapentanoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA) de 33,03% do teor total de
lipidios da sardinha europeia. Além disso, a soma de acidos graxos w-3 representou
36,51% do teor total de lipidios e as somas de &cidos graxos poli-insaturados e
monoinsaturados representaram 40,44% e 21,42%, respectivamente.

Em conjunto com o contetdo de &cidos graxos poli-insaturados, as sardinhas
também apresentam elevados teores de colesterol (CARDENIA et al., 2013; DANTAS et
al., 2015). Segundo Zotos e Vouzanidou (2013) o teor de colesterol na sardinha variou
de 67,31 a 43,39 mg/100g de colesterol em diferentes meses do ano. O conteldo total de
colesterol para S. pilchardus segundo Zotos et al. (2016) foi de 206.7 mg/100 g em base
seca. Maiores teores foram encontrados para filés de sardinha (S. brasiliensis) por Ferreira
et al. (2017) e por Saldanha e Bragagnolo (2010), que variaram entre 136,4 a 237,2
mg/100g e entre 327 mg/100g a 342 mg/100g em base seca, respectivamente.

A presenca dos lipidios insaturados torna a sardinha europeia suscetivel a
oxidacdo lipidica, principalmente durante o tratamento térmico, alterando sua qualidade
nutricional devido a degradacdo dos acidos graxos essenciais e por consequente formacao
de produtos de oxidacdo potencialmente tdxicos (DORIA et al., 2016; KULIG et al.,
2016).



2 LIPIDIOS EM PESCADO

Devido a sua composicdo nutricional, o pescado marinho tem sido objeto de
pesquisa ao longo dos anos. Os fatores que influenciam o perfil nutricional de espécies
marinhas, a presenca de proteinas de alto valor bioldgico e a composicdo lipidica,
continuam gerando interesse da comunidade cientifica (GRIGORAKIS, 2017; XU et al.,
2018; RIVERO-RAMIREZ et al.,2020).

Contudo, alteracdes da composicdo do pescado marinho podem ocorrer por
diversos fatores inter e intra-espécie, tais como idade, sexo, alimentacao, origem, estacdo
do ano, condigdes de vida e fase fisiologica do animal (SALDANHA, BENASSI e
BRAGAGNOLO, 2008). Além disso, o periodo de reproducéo e de desova pode interferir
ainda mais nos teores de lipidios desses animais. Antes da desova, ocorre 0 acimulo de
energia atraves de reservas lipidicas nos tecidos musculares e que, durante a desova, sdo
esgotadas (USYDUS; SZLIFDER-RICHERT; ADAMCZYK, 2012).

O termo “lipidios™ se refere a um grupo de compostos quimicos que tém em
comum a insolubilidade em &gua e a solubilidade em solventes organicos. Porém, muitas
substancias se encaixam nessa definicdo, e por isso, os lipidios possuem diferentes
classificacbes. Essas moléculas podem ser classificadas por propriedades fisicas em
temperatura ambiente, por polaridade, essencialidade ou por propriedades estruturais.

Os &cidos graxos, presentes no pescado marinho, raramente sdo encontrados em
sua forma livre nos alimentos, mas geralmente esterificados com moléculas de glicerol
(SILVA; TASSI; PASCOAL, 2016). Estes podem ser classificados como saturados (com
auséncia de ligagdes duplas) ou insaturados (com a presenca de uma ou mais ligagdes em
sua cadeia carbdnica). Quanto maior a cadeia de acidos graxos saturados, maior seré a
sua insolubilidade. Os &cidos graxos insaturados possuem duas configuracdes possiveis,
cis e trans, e na natureza sdo preferencialmente encontrados na posicao cis (SILVA;
TASSI; PASCOAL, 2016). Os acidos graxos poli-insaturados sao classificados de acordo
com a posicgéo das suas ligagdes duplas, quando se numera a cadeia carbdnica a partir do
grupo metilico (-CHz). Os &cidos graxos essenciais sdo 0s pertencentes as familias
0mega-6 e 6mega-3, destacando os &cidos linoléico (C18:2) e araquiddnico (C20:4) e os
acidos a-linolénico (C18:3), eicosapentaendico (EPA, C20:5) e docosahexaendico (DHA,
C22:6) respectivamente (SILVA; TASSI; PASCOAL, 2016).



De acordo com 0 meio e com a presenca de catalizadores, os lipidios podem sofrer
reacOes de oxidacdo por acdo enzimatica, foto-oxidagdo ou auto-oxidacio (SUAREZ-
JIMENEZ et al., 2016). A oxidagio dos lipidios em pescado ocorre principalmente por
acao do oxigeénio e € iniciada por fatores como o calor, ion metalicos ou radicais livres.
Espécies quimicas instaveis e de alta reatividade, contendo elétrons ndo pareados, reagem
com os &cidos graxos insaturados através de rea¢des em cadeia. Rea¢des de auto-oxidacao
possuem maior velocidade quando ocorrem em &cidos graxos insaturados ou poli-
insaturados, porque as insaturacdes conferem menor energia de dissociacao de hidrogénio
dos atomos de carbono adjacentes, favorecendo a cadeia de reacdes de oxidacdo e a
formagé&o de radicais livres (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os radicais formados continuam reagindo com o oxigénio, apresentando baixa
energia de ativacdo pela presenca de elétrons ndo pareados, resultando em radicais
perdxidos. Por sua vez, os peréxidos promovem a formacao de novos radicais livres em
outras cadeias de acidos graxos, formando novos peroxidos e hidroperéxidos (MEDINA-
MEZA; BARNABA; BARBOSA-CANOVAS, 2014; BARNABA et al., 2016). Com a
reducdo de acidos graxos no sistema, os radicais peroxidos e hidroperdxidos reagem entre
si e dessas reacBes sdo formados compostos estaveis (NICKI et al., 2005). Alcoois,
aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos podem ser gerados com a decomposi¢do desses
compostos (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Os &cidos linoléico e a-linolénico séo necessarios para a fluidez das membranas e
sdo obtidos através de alimentos fonte, pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo
humano (SAHENA et al., 2009). Os &cidos graxos de cadeia longa EPA (C20:5) e DHA
(C22:6), podem ser sintetizados a partir dos acidos linoléico e a-linolénico presentes na
dieta (GORJAO et al., 2009; PATTERSON et al., 2012). Entretanto, producio de EPA e
DHA é muito limitada em seres humanos, desta forma, para atender a demanda fisiol6gica
e a ingestdo adequada, devem ser obtidos exclusivamente através da dieta (CALDER,
2017; HANSEN, VIK e SERHAN, 2019, DIAS e ALVES, 2019).

Os 4cidos linoléico e a-linolénico podem ser encontrados em 0leos vegetais, em
alguns 6leos de algas, mas principalmente, em peixes de agua fria (atum, salmao,
sardinha, bacalhau), considerados alimentos fonte de EPA e DHA (CALDER, 2014). O
consumo regular de alimentos fonte de lipidios insaturados e &cidos graxos essenciais tem
sido associado a eventos fisiologicos, ja que estes sdo indispensaveis para a sintese de
mediadores da inflamacdo como prostaglandinas, eicosanoides, leucotrienos e
tromboxanos (FAO, 2010; BHANGLE e KOLASINSKI, 2011; LI et al.,2014).
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Efeitos benéficos do consumo regular desses acidos graxos tém sido registrados
por pesquisadores ao longo dos anos, como combate ao estresse oxidativo durante a
resisténcia a insulina, inflamagGes, doencas pulmonares, céancer, efeitos imuno-
moduladores, prevencdo do desenvolvimento de aterosclerose, hipertrigliceremia,
hipertensdo e menor risco de desenvolvimento de sindrome metabdlica (GRANOT et
al.,2011, LEE et al. 2013; RAATZ et al., 2013; ZHENG et al., 2013; LOZOVOY;
SIMAO:; MORIMOTO, 2015; PITTAWAY; CHUANG; AHUJA, 2015; ABBOTT etal.,
2016; JANG; PARK, 2020; VALLE FLORE et al. 2020). Dentre os acidos graxos
essenciais, o0 0Omega-3 € considerado como adjuvante no tratamento da
hipertrigliceridemia e, segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017), a ingestdo
de O0mega-3 (EPA e DHA) entre 2 a 49 ao dia, pode reduzir a concentragdo dos
triacilglicerois totais no sangue em até 25 a 30% (FALUDI et al., 2017). Logo, esses
efeitos possuem correlacdo direta com a reducdo da mortalidade por doencas cardiacas,
reducdo do ndmero de infartos e do desenvolvimento de complicacBes cardiacas
(LOZOVOY,; SIMAO; MORIMOTO, 2015; PITTAWAY et al, 2015).

Segundo Innes e Calder (2020), estudos de coorte prospectivos de longo prazo
demonstraram a associacdo do maior consumo de peixes gordos e acidos graxos 6mega-
3 marinhos (EPA + DHA) com menor risco de desenvolver doengas cardiovasculares por
efeito cardioprotetor secundario, considerando as evidéncias do efeito modulador do EPA
e do DHA nainflamacéo, agregacao plaquetaria, pressao arterial, perfil lipidico no sangue
e funcdo endotelial, considerados fatores de risco para doencas cardiovasculares.

Um estudo prospectivo de 25 anos corroborou os achados de outros pesquisadores
(LAURETANI et al., 2008; GOPINATH et al., 2011) ao observar a relacéo inversa do
consumo de PUFAs na dieta com a incidéncia de doenca renal cronica (PARK et al.,
2020). A relacdo inversa foi associada por modulacdo de resposta celular, como da
inflamacdo, apoptose, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Além disso, em
revisdo sistematica, a suplementacdo de PUFA émega-3 demonstrou eficacia na reducao
da mortalidade em pacientes em hemodialise (SAGLIMBENE et al. 2020).

O consumo dos &cidos graxos -3, EPA e DHA, também apresentou importancia
na salde de gestantes e criancas, visto que o aporte desses nutrientes, como o &cido
docosahexaenoico, € fundamental para o desenvolvimento adequado do sistema visual e
nervoso do feto (HURTADO et al., 2015). Outros pesquisadores observaram desfechos
positivos de gravidez com o consumo de DHA sobre a incidéncia de nascimentos
prematuros (MIDDLETON et al., 2019).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a ingestéo de lipidios da dieta
entre 20-35% do total de energia para individuos adultos se enquadra as recomendagdes
para a ingestao adequada dos acidos graxos essenciais (WHO, 2008). Dietas hipolipidicas
(£20%) tendem a ingestdo inadequada de acidos graxos essenciais, o que pode afetar o
perfil lipidico nesses individuos, reduzindo os teores de HDL-colesterol.

Grupos populacionais como gestantes, lactantes e criancas devem ser orientados
para 0 aumento da ingestdo de alimentos fontes de &cidos graxos essenciais. Nesses
grupos, ocorre uma demanda maior desses A&cidos graxos pelos tecidos em
desenvolvimento e por suas funcbes estruturais fundamentais para o desenvolvimento
visual e neuroldgico (GOW; HIBBELN, 2014; NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et al.,
2014). A ingestdo adequada dos acidos EPA e DHA contribui no desenvolvimento
mental, na melhora da capacidade de aprendizagem e reducdo de doencas psiquiatricas
em adultos (SAHENA et al., 2009; CALDER, 2014).

A conversdo dos acidos graxos das familias ®-6 ¢ ®-3 em mediadores
inflamatorios dependem das mesmas enzimas, e assim, ocorre competicdo enzimatica
pelas reacdes de dessaturacdo e alongamento de cadeia entre 0s mecanismos precursores
de mediadores inflamatdrios, conforme apresentado na figura 4 (SIMOPOULOS, 2020).
Contudo, os eicosanoides derivados de acidos graxos 6mega-6 apresentam propriedades
metabdlicas pro-inflamatérias, opostas aos derivados de acidos graxos dmega-3, que
apresentam propriedades anti-inflamatorias (HANSEN, VIK e SERHAN, 2019;
SIMOPOULOS, 2020).
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Figura 4: Metabolismo dos acidos graxos de cadeia longa (Adaptado de KUS, 2009).

A ingestdo de acidos graxos 6mega-3 e Omega-6 e a proporcdo destes na
alimentac¢do humana ainda sdo de interesse na comunidade cientifica, que por sua vez tem
apontado para a recomendacédo da reducdo do consumo de acidos graxos 6mega-6, que €
amplamente consumido no padrédo da dieta ocidental e para 0 aumento do consumo de
acidos graxos 6mega-3, particularmente de EPA e DHA (DEFILIPPIS; SPERLING,
2006; CANDELA; LOPEZ; KOHEN, 2011; STROBEL; JAHREIS; KUHNT, 2012). Os

valores apresentados na tabela 1 demonstram diferentes recomendagdes da razdo entre o0s
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acidos graxos m6:®3. Em sua maioria, os valores seguem a recomendacédo da FAO/OMS

(1995) entre 5:1 e 10:1, apresentando a tendéncia para a recomendacéo de 4:1 e 5:1.

Tabela 1: Valores recomendados para a razdo w6:w3 na dieta (adaptado de MARTIN et al.,
2006).

Pais ou instituicdo Razdo ©6:03 Referéncias
recomendada
WHO/FAO 5:1-10:1 WHO
Suécia 3:1-9:1 NCM
Japao 2:1-4:1 Kris-Etherton et al.
Franca 5:1 Chardigny et al.
Canada 4:1-10:1 SCR
EUA 2:1-3:1 Simopoulos
EUA 4:1 Schaefer

WHO= World Health Organization; FAO=Food and Agriculture Organization; SRC=Scientific Review
Committee; NCM=Nordic Coucil of Ministeers

Em diferentes paises, devido ao padrdo alimentar ocidental, existe um maior
consumo de 6leos vegetais e de alimentos ultraprocessados e assim, estima-se que a
ingestdo média da razdo w6:w3 pode variar entre 10:1 a 50:1 (SIMOPOULOS, 2004;
MARTIN et al., 2006; DYDJOW-BENDEK, ZAGOZDZON, 2020). Estudos clinicos
destacaram a importancia da reducdo da razdo w6:03 evidenciando a reducdo de
inflamacdo quando a razéo foi de 3 a 4:1 e a diminuicdo da taxa de mortalidade de
pacientes com doenca cardiovascular quando a razédo foi de 4:1 (DE LORGERIL et al.,
1994; JAMES e CLELAND, 1997; BROUGHTON et al., 1997, DIAS e ALVES, 2019).

Desse modo, o maior consumo de alimentos fonte PUFAs »-3 na dieta, como 0s
peixes marinhos, resulta em uma diminuicdo da sintese de mediadores pré-inflamatdrios
derivados do &cido graxo linoleico (18:2 o -6) e araquidénico (20:4 o -6), 0 que favorece
0 aumento da formagé&o dos eicosanoides derivados do EPA (20:5 o -3) (FAO, 2010; LI
et al., 2014). Logo, segundo os estudos apresentados, o equilibrio dos &cidos graxos
O0mega-6 e 6mega-3 na dieta e 0 consumo adequado de alimentos fonte de EPA e DHA

sdo de grande relevancia para a saude.
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3 COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTEROL

Pertencente a familia dos esterdis, o colesterol (Co7Hs60) (Figura 5) é um
composto presente nas células de origem animal e que esta envolvido no transporte e
metabolismo dos lipidios no organismo por participar das estruturas de lipoproteinas
(HARPER; JACOBSON, 1999). Além dessa funcéo bioldgica, o colesterol também atua
no controle da permeabilidade e fluidez das membranas celulares e participa da sintese
de &cidos biliares, de vitamina D e hormonios esteroides. A molécula de colesterol é
aliciclica, composta por um nucleo ciclo-pentano-peridrofenantreno hidroxilado no
carbono 3, com ligacdo dupla no carbono 5 e uma cadeia alifatica ramificada com 8
carbonos no carbono 17 (NELSON e COX, 2010). Quimicamente, o colesterol pode ser
encontrado em sua forma livre, combinado com &cidos graxos de cadeia longa ou na
forma de ésteres de colesterol (MORZYCKI, 2014).

Figura 5: Estrutura quimica da molécula de colesterol

O colesterol esta presente em aprecidveis concentracdes em pescado (OSADA et
al., 1993; SALDANHA et al., 2006; FERREIRA et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2020)
e tem reconhecida instabilidade, que € influenciada por sua propria estrutura quimica,
além da temperatura, pH, oxigénio, luz, presenca de ions metélicos, dentre outros fatores.
Estes agentes sdo promotores de transformacdes, tais como degradacdo e oxidacao
(BECKWITH, 1959; BASCOUL et al., 1986; SMITH, 1987). Desta forma, o preparo

térmico e as condi¢des de armazenamento determinam alteragdes na composigdo quimica
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dos oleos de pescado, originando produtos de oxidacéo lipidica, denominados o0xidos de
colesterol.

Assim como ocorre com 0s lipidios insaturados, o processo de oxidagdo do
colesterol também pode ser dividido em fases, denominadas de fases de iniciacéo,
propagacdo e terminacdo. Durante 0 avanco da oxidacdo, reacfes em cadeia de alta
complexidade ocorrem através da formacdo de radicais livres com oxigénio triplete e
singlete (SMITH, 1987). Além dos radicais livres de oxigénio, outras espécies reativas
podem oxidar o colesterol, como radicais hidroxilas (OHe), peréxido de hidrogénio
(H20>), alcoxilas (RQe), peroxilas (ROQe), e 0zonio (O3) (SMITH, 1987).

Os produtos formados a partir da oxidacdo do colesterol (Figura 6), séo
principalmente originados da oxidagdo do carbono C-7, que, devido a insaturacdo da
molécula entre os carbonos 5 e 6, é o carbono quimicamente mais disponivel para a
formacdo de radicais livres. Durante esse processo, 0s 7a- e 7p-hidroperoxidos sdo
formados simultaneamente, e por ser termodinamicamente mais estavel, o 7B3-
hidroperdxido é predominante. A partir da reducdo desses compostos, sao formados
alcoois correspondentes (7a- e 7p-hidroxicolesterol) e a 7-cetocolesterol (SMITH, 1987;
CHIEN; WANG; CHEN, 1998.).

Os produtos de oxidacdo do colesterol (POCs) 20a-hidroxicolesterol e 25-
hidroxicolesterol s&o originados da oxidagdo dos carbonos C20 e C25 da cadeia lateral
do colesterol (SMITH, 1987). Outros produtos de oxidacdo podem ser originados através
da oxidagdo da cadeia lateral do colesterol como os 20B-, 24a.- e 24B-, 260~ e 263-
hidroperdxidos, formados principalmente quando o colesterol é fortemente oxidado pelo
oxigénio (SMITH, 1987). Os 5a,6a.- e 5B,6B-epoxicolesterois, que sdo formados por
mecanismos de reacdes mais complexos por reacdo a diferentes espécies de oxigénio
ativas (GUMULKA; PYREK; SMITH, 1982; GUARDIOLA et al., 1996).

Os POCs foram encontrados em diversos alimentos de origem animal nas Gltimas
décadas, como em pescado e em produtos de pescado, carnes e produtos de carne, leite e
derivados e em ovos (MALDONADO-PEREIRA et al., 2018). A estabilidade desses
compostos pode variar em diferentes graus conforme alteracdes de pH no meio em que
estdo expostos (MAERKER; BUNICK, 1987; KIM; NAWAR, 1993). Os POCs possuem
semelhanca molecular com a do colesterol, apresentando grupos funcionais adicionais
(&lcool, cetona e epoOxi) sobre a cadeia lateral ou nicleo esterdide (MAERKER, 1987,
SMITH, 1996).
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Figura 6: Mecanismo de auto-oxidac&o do colesterol (Adaptado de SMITH, 1987).

O tempo e a temperatura de exposicdo de alimentos ricos em colesterol
influenciam diretamente na degradacdo de colesterol e formacdo de POCs. Em
temperaturas abaixo do ponto de fusdo do colesterol (140°C), a molécula pode interagir
e sofrer reagcbes com outros compostos presentes na matriz alimentar, como &cidos
graxos, vitaminas, pigmentos ou minerais (GUARDIOLA et al., 1995). Em temperaturas
acima do ponto de fusdo, ocorre alteracdo do estado fisico do colesterol e por isso, a
molécula se torna mais susceptivel a interacfes, e consequentemente, facilitando
processos de oxidacdo mais intensos. Com o tempo de exposi¢do prolongado ou em
temperaturas muito elevadas, além da degradacdo do colesterol, também pode ocorrer a
degradacéo dos POCs em compostos ainda desconhecidos ou nédo identificados (PARK e
ADDIS, 1986, KIM e NAWAR, 1993; HUR et al., 2007).

Barriuso et al. (2012) avaliaram a termo-oxidag&o do colesterol e observaram que
0 processo de termo-oxidagdo ocorre em temperaturas acima de 150 °C, que promove a
fusdo da molécula e consequente exposicdo a possiveis agentes oxidantes. O tratamento

térmico do colesterol a 180°C por 1 hora levou a perda de 77% da concentracéo inicial
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de colesterol. Foi constatado que quanto maior o tempo de aguecimento, maior sera a
razdo de degradacdo do colesterol, com consequente formagdo dos produtos de
degradacédo (7-cetocolesterol, 7a- ¢ 7p-hidroxicolesterol, 5,6a-¢ 5,6B-epoxicolesterol).
Outros autores também demonstram que a exposi¢cdo da molécula de colesterol a altas
temperaturas favorece o processo de oxidacdo e a formacdo de POCs (LEAL-
CASTANEDA, et al., 2017; DEREWIAKA e MOLINSK, 2015). Derewiaka (2019) ao
aquecer o colesterol livre (padrdo) a 150°C por 1h observou a dréastica reducao do teor de
colesterol (64,1%) comparado a amostras ndo aquecidas. Perdas maiores do teor de
colesterol (90,5%) foram observadas com o aquecimento a 180 °C por 1 h. Os POCs mais
abundantes foram: 5, 6a-epoxicolesterol e 7-cetocolesterol.

O comportamento do colesterol durante o aquecimento (130°C) na presenca de
triacilglicerdis foi avaliado por Kim e Nawar (1991). Em conjunto com triacilglicerdis o
colesterol foi mais oxidado do que quando aquecido sozinho. Os autores concluiram que
os acidos graxos séo oxidados primeiro. Dessa oxidagdo, sdo liberados radicais livres e
peroxidos, contribuindo para as reacfes de oxidacdo do colesterol, inclusive em
temperaturas abaixo do seu ponto de fusdo, devido ao meio mais fluido originado da
degradacéo dos &cidos graxos.

Ansorena et al. (2013) também observaram a interacdo de &cidos graxos na
oxidacéo do colesterol a 180°C em sistema modelo e avaliaram a influéncia do grau de
instauracdo dos triacilglicerdis durante esse processo. Os autores demonstraram que a
degradacdo do colesterol foi acelerada na presenca dos triacilglicerdis, alcancando a
concentra¢do maxima em 20 minutos de aquecimento. Contudo, rea¢fes de oxidacdo do
colesterol foram mais lentas na presenca de triacilgliceréis mais insaturados, alcan¢ando
0 pico maximo de POCs em 120 minutos de aquecimento. Os déxidos predominantes
foram o 7-cetocolesterol, a-epoxicolesterol e f-epoxicolesterol.

Ainda néo existem determinacGes ou regulamentacGes oficiais para condi¢des de
armazenamento e processamento que considerem a formacgdo de POCs em alimentos
(MALDONADO-PEREIRA et al., 2018). Além disso, as condi¢Ges de exposicdo ao
aquecimento e de temperatura que favorecem a formacdo de POCs em diferentes
alimentos ainda estdo sendo elucidadas. Monitorar e avaliar a formagéo desses compostos
impulsiona novos caminhos para minimizar a ingestdo dos POCs, como a utilizagéo de

novas fontes antioxidantes naturais durante o processamento de alimentos.
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4 PRODUTOS DE OXIDACAO DO COLESTEROL E EFEITOS A SAUDE

O processamento de alimentos com altos teores de colesterol pode gerar o
acumulo de compostos oriundos de mecanismos de oxidagdo. O consumo regular desses
compostos pode ser prejudicial a saide humana. Existem evidéncias de que os POCs
exercam um papel regulador bioldgico, entretanto, seu papel fisioldgico ainda é
controverso, com efeitos prejudiciais atribuidos a esses compostos (GUARDIOLA et al.,
1996; BROWN; JESSUP, 1999; LYONS et al., 1999; LEONARDUZZI; SOTTERO;
POLI, 2002; VICENTE et al., 2012; POIROT; SILVENTE-POIROT, 2013;
GEORGIOU; CONSTANTINOU; KAPNISSI-CHRISTODOULOU, 2014; KHATIB,;
VAYA, 2014; HUR; NAM; MIN, 2014).

Os POCs podem ser produzidos por vias enzimaticas endogenamente e estdo
relacionados com a sintese de hormonios esteroides e A&cidos biliares, sendo
intermediarios no transporte de esterdis dos tecidos periféricos ao figado, além de
servirem como biomarcadores da oxidacdo das lipoproteinas celulares (MIYOSHI et al.,
2014; KULIG et al., 2016). Contudo, diferentes estudos apresentaram efeitos bioldgicos
prejudiciais atribuidos a ingestao exdgena dos POCs oriundos de fontes alimentares.

Efeitos biologicos foram comprovadamente relacionados a ingestdo de 6xidos de
colesterol provenientes dos alimentos como inflamacGes, artrite reumatoide, citotoxidade,
aterogénese, carcinogénese e alteracOes das propriedades das membranas celulares
afetando a sua fluidez, permeabilidade e estabilidade (DORIA et al., 2016; KULIG et al.,
2016; BARRIUSO et al., 2017; SATO et al., 2017; MALDONADO-PEREIRA et al.,
2018).

Devido & estrutura molecular similar a do colesterol, os POCs alteram a estrutura
da membrana celular influenciando na sua estabilidade, permeabilidade e fluidez (NETO
e CORDEIRO, 2016; MALDONADO-PEREIRA et al. 2018).

O 7-cetocolesterol foi correlacionado com a indugdo de apoptose celular em
celulas neuronais, endoteliais e em células mesenquimais (JANG e LEE, 2011; KHATIB
e VAYA, 2014; LEVY et al.,, 2014). Outros POCs induzem o estresse oxidativo,
contribuindo para o desenvolvimento de diversas patologias envolvidas com danos no
DNA, como o 5,6a-epoxicolesterol e o 5,6B-epoxicolesterol, que demonstraram
propriedades inflamatorias e pro-oxidativas (NELSON, CHANG e MCDONNELL,
2014; THANAN et al., 2014; MARWARHA et al., 2017; MALDONADO-PEREIRA et
al. 2018).
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Os POCs também estdo associados a doencas degenerativas como Parkison e
Alzhaimer, ao desenvolvimento canceres de colon, mama, préstata e pele, como também
a oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade, que podem desencadear a progresséo de
placa aterosclerotica (Figura 7) (HUR et. al., 2014; DANTAS et. al., 2015, KULIG et. al.,
2016; MARWARHA et al., 2017).

O processo de aterogénese e progressao de placas ateroscleréticas induzidas por
POCs se inicia por modificagdo da fungdo de barreira do endotélio vascular, que aumenta
a permeabilidade vascular e induz a migracdo de macrofagos devido a penetracdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e das plaquetas no endotélio. A proliferacdo de
macrofagos no tecido vascular induz a oxidagdo da LDL, o que resulta na formacéao de
células espumosas, que armazenam o colesterol e seus ésteres, formando as chamadas
placas de ateromas (GUARDIOLA et al., 1996).

As LDLs oxidadas no endotélio dos vasos sanguineos acumuladas levam a
progressao do quadro, liberagdo de citocinas por macréfagos que contribuem para a
vulnerabilidade e instabilidade das placas (POLI et al., 2009; KHATIB; VAYA, 2014).

Embora ja se comprove os efeitos deletérios da ingestdo dos POCs, ainda séo
necessarios outros estudos para determinar o papel metabolico destes compostos, além da
sua quantificacdo nos alimentos, o que permitiria recomendagdes oficiais de entidades da

area de saude.
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5 PRODUTOS DE OXIDACAO DO COLESTEROL EM PESCADO

O preparo térmico de pescado agrega caracteristicas organolépticas a esses
alimentos e as técnicas utilizadas para o preparo e conservagdo podem levar a degradacéao
do colesterol (DANTAS et al., 2015). Sabe-se que a presenca de calor é um fator iniciador
para a ocorréncia da auto-oxidacao dos lipidios, por isso, pesquisas tem investigado
produtos de oxidacao do colesterol (POCs) pela alta degradagéo do colesterol e de acidos
graxos durante o preparo térmico de pescado.

Diversos 6xidos de colesterol ja foram determinados em alimentos e desses, 12
foram encontrados em pescado (SALDANHA et. al., 2006; SALDANHA;
BRAGAGNOLO, 2007; SALDANHA; BRAGAGNOLO, 2008; SALDANHA;
BRAGAGNOLO, 2010; DANTAS et. al., 2015; FERREIRA et. al., 2017).

Ohshima e Koizumi (1993) observaram a formacdo de ¢Oxidos de produtos de
oxidagéo do colesterol em diferentes produtos de pescado salgados, cozidos, defumados
e secos no Japdo. Maiores teores de produtos de oxidacdo do colesterol foram
encontrados nas amostras de anchova cozida e seca (188.0 ug/g POCs em base seca)
qguando comparadas a amostras de camaréo cozido e seco (8.3 pug/g POCs em base seca).
A formagao dos 6xidos 7B-hidroxicolesterol e o 7-cetocolesterol foi predominante nessas
amostras em relacao aos outros produtos de oxidacéo.

O efeito do processamento de secagem ao sol e a formacédo de POCs foi avaliado
por Chen e Yen (1994) que estudaram a formag&o de 6xidos de colesterol em pescados
secos ao sol (1 ou 2 dias em Taiwan) armazenados em temperatura ambiente por 3 meses
das espécies Spratelloides gracilis, Decapterus maruodsi e Spratelloides gracilis. Os
autores concluiram que as condicdes de processamento e armazenamento foram
determinantes para a formacédo de POCs, como a presenca de oxigénio e exposi¢do a luz
fluorescente por longo periodo de tempo. Os Oxidos 7a-hidroxicolesterol, 7-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e 5,6a-epoxicolesterol foram identificados nas
amostras.

Diferentes espécies de pescado e a formacéo de produtos de oxidagéo do colesterol
apos o preparo em grelha foram estudadas por Shozen et al. (1995). Amostras de lulas
cozidas e secas, bacalhau do Norte e do Pacifico salgados, arenque do Pacifico seco,
badejo japonés seco e “carapau” fermentado foram utilizadas. Apos o processamento
térmico ocorreu diminuicdo das concentracdes de colesterol e simultaneo aumento da

concentragao de produtos de oxidagdo do colesterol. Foram identificados os 0xidos: 5,60-
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epoxido, 5,6B- epoxido, 7B-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol e 25-hidroxicolesterol. Em
outro estudo, Ohshima et al. (1996) investigaram a formac&o de POCs em anchova cozida
e seca ap0s o processamento térmico em grelha (220 °C). Os produtos de oxidacao
identificados nas anchovas secas foram: 5,6 a-epdxido (22,3 pg/g), 5,6B-epoxido
(61,9 pg/g), 7B-hidroxicolesterol (64,4 ng/g), 7-cetocolesterol (49,6 ug/g), e 25-
hidroxicolesterol (11,8 pg/g), os resultados foram apresentados em base seca. Além
disso, os autores observaram aumento dos teores de POCs totais apds 0 aquecimento por
6 minutos.

Produtos de oxidacdo também foram encontrados em filés de salmdo (Salmo
salar) cozidos no vapor e em filés fritos em trés tipos de 6leo (6leo de oliva, 6leo de milho
e 6leo vegetal “parcialmente hidrogenado™) (AL-SAGHIR et al., 2004). As concentracdes
de 6xidos aumentaram significativamente ap0s 0s processos de cozimento de 0,9 ug/g na
amostra crua para valores entre 4.0 a 9.0 ug/g de oleo extraido das amostras apds o
processamento. O 7-cetocolesterol foi 0 6xido que apresentou maior concentracdo nas
amostras, seguido do 7B-hidroxicolesterol. Os pesquisadores também atribuiram uma
relacdo direta entre a exposicéo ao calor e a formacéo de éxidos de colesterol.

A presenca de 6xidos de colesterol apds aquecimento de pescado também foi
avaliada por Echarte et al. (2005), que avaliaram a presenca de 6xidos de colesterol em
camarGes (Penaeus vannamei) grelhados. Os Oxidos 7-cetocolesterol, 7p-
hidroxicolesterol, 7a-hidroxicolesterol, a-epoxicolesterol, p-epoxicolesterol e 25-
hidroxicolesterol foram identificados e apds o processamento térmico, maiores teores de
POCs foram quantificados nas amostras comercializadas resfriadas em comparagdo com
as amostras comercializadas congeladas (13,06 ug/g e 55,43 pg/g, respectivamente).

A formacéo de produtos de oxidacdo do colesterol em amostras de bacalhau seco
e salgado (Gadus morhua) foi estudada por Saldanha et al. (2006), que identificaram os
oxidos:  5,6a-hidroxicolesterol, 5,6B-hidroxicolesterol, 19-hidroxicolesterol, 20a-
hidroxicolesterol, 22(R)- hidroxicolesterol, 24 (S)-hidroxicolesterol, 22(S)-
hidroxicolesterol,  25-hidroxicolesterol, 25(R)-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol,
7Phidroxicolesterol e 7a-hidroxicolesterol. Em outro estudo, Saldanha et. al. (2008), ao
estudarem os efeitos do preparo térmico na grelha de sardinhas (Sardinella brasilienses)
in natura e apds armazenagem sob congelamento durante 120 dias, identificaram 6
produtos de oxidacdo do colesterol (19-hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol, 22(S)-
hidroxicolesterol, 25- hidroxicolesterol, 25(R) hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol). As

amostras foram analisadas a cada 30 dias e a formagdo de POCs ocorreu
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concomitantemente a diminui¢dao do teor de colesterol nas amostras (177,9 pg/g POCs
nas amostras grelhadas). Nesse estudo foi observado um aumento de 53% do total de
Oxidos apos preparo das sardinhas na grelha.

Saldanha e Bragagnolo (2010) estudaram a formacdo de POCs em pescada e
sardinha grelhadas. Foi observado a formacéo de 6xidos originados da cadeia lateral do
colesterol e dentre os 6xidos encontrados apds o tratamento térmico, foram determinados
0 22S hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 25R -hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol.

A formacdo de oxidos de colesterol em camardo pitu frito em 6leo de soja foi
estudada por Simon et al. (2012) Apds a fritura, ndo foi observado alteracdo na formacéo
e concentracdo de produtos de colesterol. Tal resultado foi associado ao baixo teor de
colesterol nas amostras estudadas.

Freitas et al. (2015) observaram a formacéo de 7-cetocolesterol em filés de duas
espécies de peixes (Merluccius hubbsi e Cynoscion leiarchus) submetidos a diferentes
métodos de cozimento (assados em forno elétrico ou de microondas, grelhados, assados
em forno de convecgéo, assados a vapor; fervidos, grelhados e fritos). O 7-cetocolesterol
foi identificado em todas as amostras em concentracdes diferentes dependendo do método
de cozimento e maiores concentracdes foram observadas apds exposicéo as temperaturas
mais altas e por maior periodo de tempo.

A formacdo de 6xidos de colesterol e o efeito da aplicacdo do calor também foi
estudado por Leal-Castafieda et al. (2017). Os autores avaliaram os efeitos do
aquecimento em forno convencional, a 180 °C durante 20 minutos em um sistema modelo
contendo colesterol e dleo de peixe (2,5 mg de colesterol/g de 6leo) e foi observado um
aumento significativo no conteldo total de Oxidos de colesterol apds o tratamento
térmico, apresentando principalmente 6xidos 7a-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol.

Ferreira et. al. (2017) realizaram anélises em sardinhas preparadas em panela do
tipo “Air fryer” ajustada para 180°C e os resultados mostraram uma diminuicao
significativa nos teores de acidos graxos poli-insaturados e altos niveis de formacéo de
oxidos de colesterol. Apo6s o processamento térmico foram encontrados 10 produtos de
oxidagéo do colesterol e um aumento 78,3% do total de POCs em comparagdo com as
amostras controle.

As condicdes de preparo do pescado, como o tempo e a temperatura empregados,
sdo fatores que interferem diretamente na formacdo de produtos de oxidacdo do

colesterol. Dessa forma, através dos estudos apresentados, pode-se inferir que a aplicacéo
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do tratamento térmico em altas temperaturas em matrizes alimentares que contenham o

colesterol, como em pescado, favorece a formacdo dos éxidos de colesterol.

6 ANTIOXIDANTES E PROCESSAMENTO TERMICO EM PESCADO

A maioria dos alimentos de origem animal € submetida a processos que expdem
as moléculas de colesterol a oxidacéo lipidica, aumentando o consumo de produtos de
oxidacdo do colesterol pelos consumidores. Assim, o uso de antioxidantes nesses
alimentos pode inibir a formagéo desses compostos, evitando danos a salde associados a
ingestdo dos mesmos (OLIVEIRA, et. al., 2018).

Os compostos que podem retardar ou inibir as reacfes oxidativas, atuando na
etapa de iniciacdo ou de propagacdo da oxidacdo lipidica, sdo denominados como
antioxidantes (SHAHIDI; ZHONG, 2010; KUMAR et al., 2015). Os antioxidantes séo
utilizados em diversos alimentos, e sua origem pode ser natural ou sintética. A utilizacéo
dos antioxidantes sintéticos como butilidroxianisol (BHA), butilidroxitolueno (BHT),
galato de propila (GP) e terc-butilidroquinona (TBHQ), foi associada a efeitos
prejudiciais a satde dos consumidores por sua toxicidade e por seus efeitos cancerigenos
(ESKANDANI; HAMISHEHKAR; DOLATABADI, 2014; DE; CHATTERJEE, 2015;
MATUMOTO-PINTRO et. al., 2017).

Os antioxidantes naturais sdo o grupo de substancias bioativas, como compostos
fendlicos, flavonoides, carotenoides, taninos e terpenos, que podem ser encontrados nos
alimentos in natura de origem vegetal (BARBIERI et. al., 2017). Ao contrario dos
antioxidantes sintéticos, os de origem natural tém sido associados ao seu valor nutricional
e suas propriedades terapéuticas (CALEJA et. al., 2016; BARNABA; MEDINA-MEZA,
2019).

Os antioxidantes naturais sdo amplamente distribuidos em frutas e vegetais, além
de incorporarem sabor e aroma aos alimentos. Esses compostos sao caracterizados por
pigmentos ou por produtos do metabolismo secundario das plantas, formados a partir de
reacOes de defesa contra agressdes ambientais (OROIAN; ESCRICHE, 2015). Alem
disso, alguns minerais (Se, Zn) e vitaminas (vitamina A, vitamina C e vitamina E) também
séo considerados como antioxidantes naturais (DE OLIVEIRA, et. al., 2018).

Os compostos fendlicos, comumente encontrados em alimentos de origem

vegetal, sdo substancias que possuem um anel aroméatico com uma ou mais hidroxilas e
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que também podem apresentar outros grupos substituintes em sua estrutura, como ésteres
e glicosideos (BREWER, 2011; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018). Esses compostos
possuem alta capacidade de absorcdo de radicais, facilidade de doacdo do atomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) de sua estrutura aromatica e a habilidade da
estrutura molecular de suportar um elétron ndo emparelhado, sem perder sua estabilidade
(MCCLEMENTS; DECKER, 2010). Os principais constituintes fendlicos sdo acidos
fendlicos (acidos galico, cafeico e rosmarinico), diterpenos fenolicos (carnosol e &cido
carndsico), flavonoides (quercetina, catequina, apigenina, kaempferol, naringenina e
hesperetina) e 6leos volateis (eugenol, carvacrol, timol e mentol) (BREWER, 2011).

Estudos tém demonstrado os efeitos de antioxidantes naturais como protetores nos
processos de oxidacgdo lipidica, aumentando a durabilidade dos alimentos sem efeitos
adversos a saude (KUMAR et al., 2015; RAEISI, etal., 2016; DE OLIVEIRA et al.,2020;
MIRA-SANCHEZ ET AL. 2020). Em alimentos contendo lipidios insaturados e
colesterol, como no pescado, os antioxidantes naturais retardam a oxidagao lipidica por
duas vias principais: protegendo os lipidios dos iniciadores das reagdes em cadeia ou
inibindo a oxidacdo na fase de propagacdo (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE,
2007).

A formacdo de produtos de oxidagdo do colesterol foi avaliada em carapau
congelado (Trachurus trachurus) por Lebovics (2009). As amostras de peixe foram
submetidas a uma solu¢do aquosa contendo uma mistura de extratos vegetais de hissopo
(Hysoppus officinalis), prunela (Prunella vulgaris), erva-cidreira (Melissa officinalis) e
alecrim (Rosmarinus officinalis) € armazenados por 12 meses em temperatura de -20 °C.
Foi observado a formacéo de 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol
durante o armazenamento, assim como 0 aumento da concentracdo desses produtos de
oxidacdo. Contudo, os autores demonstraram uma inibicdo parcial da formacéo de 6xidos
de colesterol, pois as amostras que foram tratadas anteriormente com a solugéo de extratos
vegetais apresentaram formagao reduzida de 7a-hidroxicolesterol e 7B-hidroxicolesterol.

O efeito protetor do extrato aquoso da erva-cidreira (Melissa officinalis) também
foi estudado por Barriuso et al. (2015). Os autores avaliaram a ac¢éo antioxidante durante
a degradacédo do colesterol em sistemas modelo. O extrato foi adicionado em solugdes
padréo de colesterol (2 mg de extrato / 100 mg de colesterol). Apos o0 aquecimento a 180
°C durante diferentes tempos (0, 10, 20, 30, 60, 120 e 180 min) as amostras controle
mantiveram apenas 23% do colesterol e as amostras com o extrato natural 69%,

demonstrando a acdo protetora desse extrato natural durante a degradacéo do colesterol.
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Figueiredo et al. (2015) demonstraram a inibicdo da oxidacao do colesterol por
sementes de urucum e pelo seu principal carotenoide (bixina) em arenque (Clupea
harengus)—eharengus) e em cavala (Scomber scombrus) processadas por alta presséo e
durante o armazenamento a 5 °C por 14 dias. O efeito protetor dos compostos do urucum
foi associado ao mecanismo antioxidante por doacdo de atomos de hidrogénio, comum
em fendis vegetais, quebrando a cadeia de oxidacdo. O efeito protetor da bixina, por ser
um carotendide, foi relacionado a capacidade de incorporagdo ao colesterol nas
membranas celulares e sua acdo antioxidante através da transferéncia de elétrons para
radicais livres.

O efeito antioxidante da adicdo de sementes de erva-doce (Foeniculum vulgare),
pimenta-do-reino (Piper nigrum) e canela (Cinnamomum verum) em tilapia armazenada
sob refrigeracdo por 5 semanas foi estudado por De e Chatterjee (2015). Apods o
armazenamento, as amostras que foram tratadas com especiarias apresentaram maior teor
de colesterol do que as amostras controle, evidenciando a acdo antioxidante dessas
especiarias durante a oxidacdo do colesterol. A duracdo do efeito antioxidante variou
entre os ingredientes estudados e apenas a canela apresentou efeito antioxidante ao
término das 5 semanas. As sementes de erva-doce e pimenta-do-reino ndo apresentaram
eficacia significativa apos 25 dias.

Xu et al. (2016) avaliaram o efeito de diferentes antioxidantes em amostras de
colesterol aquecidas a 160 °C por 1 hora. Entre os antioxidantes, nove compostos
fenolicos foram avaliados (hesperetina, hesperidina, rutina, quercetina, naringenina,
naringina, cafeina, acido clorogénico e acido feralico). Todos os compostos fendlicos
foram eficazes para minimizar a formacdo de produtos de oxidacdo do colesterol. Os
compostos rutina, quercetina, acido clorogénico e acido caféico apresentaram maior
eficacia na protecdo durante a degradacéo do colesterol.

A capacidade antioxidante do fruto mana-cubiu (Solanum sessiliflorum) foi
estudada por Barriuso et al. (2016) em solugdo padrdo de colesterol aquecida. Apo6s
aquecimento (180 °C por 7 min), a amostra de colesterol com o extrato vegetal apresentou
0 teor de oxidos de colesterol de 25 pg/ mg de colesterol, teor muito menor do que na
amostra sem o extrato de mana-cubiu, que apresentou 227 pg/ mg de colesterol.

Tarvainen et al. (2016), investigaram o efeito de trés diferentes extratos na
protecdo da oxidacdo do colesterol em salméo do Atlantico filetado durante o preparo
térmico. O salméao foi aquecido na temperatura de 180 °C durante 20 minutos. Os extratos

utilizados foram: extrato de folhas de alecrim, extrato de folhas de orégano e uma mistura
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de extratos de sete ervas aromaticas (acgafrdo, orégano, lupulo, cravo, salva, ajowan e
alcaguz). Apo6s o processamento térmico foi quantificado o total de 14 ug/g de POCs nas
amostras controle e valores inferiores foram quantificados em todas as amostras contendo
os extratos naturais (<I pg/g), confirmando o potencial dos antioxidantes naturais na
inibicdo da formacéo de 6xidos de colesterol.

Os efeitos de ervas frescas (salsa, cebolinha e cheiro-verde brasileiro) como
antioxidantes naturais foram estudados por Ferreira et al. (2017) em amostras de sardinhas
termicamente preparadas em fritadeira “Air Fryer”. Os autores concluiram que o
processamento térmico diminuiu significativamente o teor de acidos graxos essenciais e
aumentou os niveis de 6xidos de colesterol de 61,2% (sardinha crua) a 283 pg/g na
amostra controle. Porém, o uso das ervas como antioxidantes naturais nas concentracoes
de 2% e 4% se mostrou eficaz para a reducéo dos niveis de 6xidos de colesterol na maioria
das amostras e 0 melhor efeito protetor da oxidacéo lipidica foi observado na adicdo de
4% de cheiro verde.

De Oliveira et al. (2020) avaliaram o efeito protetor de
frutos de aroeira moida (Schinus terebinthifolius Raddi) na oxidacdo do colesterol
durante o aquecimento de 6leo de sardinha (Sardinella brasiliensis) a 150 e 180 °C em
sistema modelo. Os autores demonstraram a eficécia dos frutos de aroeira contra oxidacéo
lipidica, que apresentou efeito antioxidante protetor semelhante ao antioxidante sintético
BHT.

Assim, os antioxidantes naturais tém sido estudados devido ao potencial de aplicacao dos
extratos vegetais como uma alternativa mais saudavel ao uso dos antioxidantes sintéticos,

agregando ainda caracteristicas sensoriais geralmente apreciadas nos alimentos.

7 LIMAO TAHITI (Citrus latifolia)

Pertencente a familia Rutaceae e do género Citrus, os frutos da espécie Citrus
latifolia, sdo chamados popularmente de lim&o Tahiti, lima da pérsia ou lima acida. Os
frutos sdo geralmente de tamanho médio, apresentando uma casca lisa e fina, polpa
esverdeada ou amarelo-esverdeada, tenra e suculenta quando maduros (aproximadamente
120 dias ap6s a florada) e com raras sementes (COELHO et al., 1998). E um fruto de
origem tropical, sendo popularmente conhecido por volta de 1875, na California
(BARROS, 1986). Acredita-se que seu surgimento tenha ocorrido por meio de sementes
de frutas citricas importadas do Taiti. Como representado na Figura 8, na parte interna do

fruto encontra-se a columela e o endocarpo (composto por vesiculas de suco) e em direcdo
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a parte externa, formando a casca, encontra-se 0 mesocarpo (albedo) e o epicarpo
(glandulas de dleo e flavedo) (COELHO et al., 1998).

Columela

Figura 7: Morfologia do liméo tahiti (C. latifolia)

O suco € acido (pH entre 2 e 2,8), possui sabor citrico e representa cerca de 50%
do peso do fruto (DE MORAES BARROS; DE CASTRO FERREIRA; GENOVESE,
2012; DA SILVA et al.,2013). Na culinaria o liméo € utilizado como ingrediente de
preparacdes tanto doces como salgadas, sendo muito apreciado quando utilizado como
protagonista em tortas, sorvetes, sucos ou entdo harmonizando pratos como peixes, carnes
e saladas, sendo muito apreciado como condimento (ZIENA, 2000). Devido as
caracteristicas de temperatura para a taxa de crescimento ideal da limeira acida “Tahiti”
(entre 25 a 31°C), as floradas sdo frequentes e continuas, 0 que, por sua vez, acarretam
em diversas colheitas durante o ano (LIM, 2012). Entre 0s meses de setembro e outubro
ocorrem as floragcBes mais abundantes com picos de produgdo concentrados entre janeiro
e junho. A colheita deve ser realizada de 120 a 160 dias ap06s a florada (Figura 9), quando
o fruto estiver bem desenvolvido, porém ainda verde (CRUZ et al., 2008). No Brasil, a
espécie foi introduzida em 1824 e até hoje, devido as condi¢des climaticas e de plantio,
se destaca como um dos frutos de maior importancia econémica no pais (COELHO et al.,
1998).
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Figura 8: Flores da limeira acida “Tahiti”

O Brasil € um dos principais produtores de frutas citricas na América Latina e as
mais produzidas séo as laranjas, tangerinas e os limdes (FAO, 2017). Segundo dados da
Pesquisa de Orcamento Familiar (IBGE, 2010), a aquisicao de frutas citricas representou
25% do total de frutos adquiridos por domicilios no pais. O Brasil € considerado como o
segundo maior produtor de limdes no hemisfério sul e o liméo Tahiti (C. latifolia) é uma
variedade muito produzida, sendo a regido Sudeste a principal produtora nacional,
responsavel por 79% do total de limdo produzido no pais (IBGE, 2016; FAO, 2017).

A capacidade antioxidante do suco do limdo Tahiti é influenciada por sua
composicdo quimica e seu conteudo total de compostos bioativos, visto que pesquisas
sugerem que a capacidade antioxidante de frutas citricas, durante a peroxidacao lipidica,
esta positivamente associada com seu conteldo total de compostos fendlicos e ao seu
conteddo de acido ascorbico (FRANKE et al., 2004, RANGEL etal., 2011; DE MORAES
BARROS; DE CASTRO FERREIRA; GENOVESE, 2012; REKHA et al., 2012).

Os flavonoides (especialmente flavanonas, flavanonois e flavonas) tém
demonstrado melhor bioatividade quando comparados a outros metabdélitos secundarios
(KRIS-ETHERTON et al.,, 2002; GIL-IZQUIERDO et al., 2004; BENAVENTE-
GARCIA e CASTILLO, 2008; RAASMAJA et.al., 2013; CASQUETE et al, 2015; LV et
al., 2015).

Considerando que os flavondides sdo sintetizados naturalmente pelos organismos
vegetais em resposta a les@es fisicas, infeccles, estresse ou luz UV, sua composicéo pode
variar dependendo das mudangas ambientais (AHANGER et al., 2020). A via
biossintética geral dos fendis se inicia com a conversao de fenilalanina ou tirosina em
acido p-cumarico. Através de reacdes subsequentes, este acido pode ser transformado em
flavonoides ou outros acidos fendlicos (MARTENS; MITHOFER, 2005). Os flavondides
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sdo os compostos fendlicos mais abundantes em citros, sendo as flavanonas, a subclasse
de flavondides mais abundante nesses frutos (BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO,
2008; RAMOS-CHAN et al., 2017).

Os compostos bioativos encontrados no suco do limédo Tahiti tém sido associados
a um amplo espectro de efeitos promotores a saude como: antioxidante, anti-inflamatorio,
antitumoral, bem como efeitos cardioprotetores, neuroprotetores e hepatoprotetores
(GONZALEZ-MOLINA et al., 2010; CHENG et al., 2020; ZHAO et al. 2020).

De Moraes Barros, de Castro Ferreira e Genovese (2012) ao estudarem a
capacidade antioxidante e contetdo mineral da polpa e casca de frutas citricas do Brasil,
encontraram para o suco do limdo Tahiti 41,4 mg/100 mL de &acido ascorbico e a
capacidade redutora a partir de analises de fendlicos totais variou de 109,16 a 118,94 mg
catequina equivalente / 100 g de peso seco. Ja Rangel et. al. (2011) ao estudarem o valor
nutricional do suco, quantificaram o conteldo de acido ascorbico na concentracdo de
22.86 mg/100 mL de suco.

Ledesma-Escobar et al. (2017) identificaram o total de 72 metabolitos secundarios
no suco do limdo Tahiti. A concentracdo maxima de acidos fenolicos foi observada no
inicio dos estagios de maturacdo do fruto e a concentracdo maxima de flavanonas e
flavonas foram observadas nos estagios finais de maturagdo. A maxima concentracdo dos
flavondis ocorreu entre os dois estagios de maturacdo. Nesse estudo, houve uma relagao
inversa entre a concentracdo de flavonoides e fenilalanina (o precursor na via biosintética
dos flavonoides).

Pesquisas ja descreveram as flavanonas como a subclasse mais abundante em
frutas citricas e sua predominancia foi revisada por Gonzalez-Molina et al. (2010) e
confirmada por outros pesquisadores como Girons-Vilaplana; Moreno; Garca-Viguera,
(2014), Ledesma-Escobar et al. (2018), Cheng et al. (2020).

Ledesma-Escobar et. al. (2017) apontaram a hesperidina, seguida de
neoeriocitrina e naringenina, como os flavanonas mais abundantes no suco do liméo
Tahiti, e Da Silva et al. (2013) encontraram a concentracdo de 73,2 ug/mg de
hesperidina no suco do limao Tahiti. Os mesmos autores (LEDESMA-ESCOBAR et al.,
2018) em um estudo de analise direcionada das mudancas de concentra¢do de compostos
fenolicos durante o crescimento do limdo Tahiti, confirmaram a predominancia das
flavanonas e que, dependendo do estagio de crescimento, as flavanonas representam entre
69,5 e 80,5% do total do contelido dos compostos fendlicos quantificados. Dentre os

polifendis quantificados foram determinadas as concentragdes de hesperidina (2005 £ 254
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ug g-1), narirutina (1207 £+ 315 pg g-1) e eriocitrina (1171 =392 pug g — 1). As flavonas
foram a segunda subclasse mais abundante dos compostos fendlicos analisados,
constituindo entre 7,8 e 17,7% do contetdo de compostos fendlicos totais.

Contini et al. (2014) demonstraram como a acdo de um antioxidante contendo
extrato citrico foi efetivo na reducéo da oxidagéo lipidica em carne de peru cozida durante
0 armazenamento e na manutencdo de caracteristicas sensoriais, prolongando a vida de
prateleira do produto. A reducgdo na oxidacdo lipidica pode ser observada com o aumento
da maciez da carne armazenada na embalagem ativa. O acido citrico foi o principal
promotor da atividade antioxidante entre os componentes do extrato, que era composto
por uma mistura que continha, entre outros componentes, as flavanonas, &cido citrico,
naringenina e neohesperidina. Os compostos utilizados ja foram identificados no suco do
limdo Tahiti, o que indica o seu potencial como antioxidante natural em outras matrizes
alimentares.

Desta forma, 0 emprego dos compostos antioxidantes em alimentos esté associado
ao seu mecanismo de acdo, j& que os mesmos podem atuar nas fases de iniciagcdo ou de
propagacdo da oxidacdo lipidica. A utilizacdo de antioxidantes naturais permite manter
ou melhorar a qualidade dos alimentos e suas caracteristicas sensoriais durante o
processamento e armazenamento dos mesmos. O desenvolvimento de técnicas para
utilizacdo de antioxidantes naturais em detrimento dos sintéticos é uma demanda dos
consumidores e da legislacdo, sendo cada vez maiores as restricdes ao uso de substancias

artificiais.
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CAPITULO 11

ARTIGO ENVIADO A REVISTA
“Food Chemistry”

EVALUATION OF TAHITI LEMON JUICE (CITRUS LATIFOLIA)
AS ANATURAL ANTIOXIDANT ON THE CHOLESTEROL
OXIDATION IN SARDINES (SARDINA PILCHARDUS)
PREPARED USING CONVENTIONAL COOKING METHODS
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ABSTRACT

Lemon juice is used to enhance the flavor of dishes prepared with fish, which is more
prone to oxidation than other muscle food. This study evaluated the impact of adding
Tahiti lemon juice to sardine fillets (Sardina pilchardus) submitted to air fryer, grill and
deep-fat fryer, regarding the oxidation of unsaturated fatty acids and cholesterol. The
juice extract was characterized by its antioxidant capacity and bioactive constituents by
UHPLC-MS. Cooking caused the degradation of unsaturated fatty acids and increased the
cholesterol oxides level. However, for most treatments, lipid oxidation was more
pronounced in samples with juice. Lemon juice induced cholesterol oxidation, mainly in
air-fried sardines where the total content of cholesterol oxides increased from 699.75 +
3.9 (control) to 1333.51 £ 5.2 pg/g (10% lemon juice). Thus, the overall data suggest that
potential antioxidant compounds may have degraded during heating and the acid
environment may have induced oxidative reactions.

Keywords: Tahiti lemon (Citrus latifolia), bioactive compounds, UHPLC-MS, thermo-
oxidation, cholesterol oxides, fatty acids degradation.
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1 INTRODUCTION

Fish and fish products are extremely prone to oxidation, since their lipid fraction
presents high content of unsaturated compounds such as fatty acids and cholesterol
(Saldanha, Benassi, & Bragagnolo, 2008; Ferreira et al., 2017). Polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) of the n-3 series, mainly eicosapentaenoic (EPA, C20:5) and
docosahexaenoic acid (DHA, C22:6), exert structural and regulatory physiological
functions in the human body, being crucial to the neurological development and
protecting against cardiovascular diseases (Calder, 2018). Cholesterol is also recognized
as a key component of several biological processes (Sottero, Leonarduzzi, Testa,
Gargiulo, Poli, & Biasi, 2019).

Although these unsaturated compounds play an important role in human health,
they may undergo oxidative reactions when exposed to favorable factors such as oxygen,
light and high temperature (Barriuso, Ansorena, & Astiasaran, 2017). Oxidative changes
caused by heating compromise not only relevant fatty acids, but also result in the
formation of mono- or polyoxygenated compounds, known as cholesterol oxidation
products (COPs) or cholesterol oxides (Barriuso et al., 2017; Ferreira et al., 2017; de
Oliveira et al., 2020).

Many cooking methods, commonly applied to prepare fish culinary dishes, have
shown a strong impact on the dietary intake of COPs (Saldanha et al., 2008; Ferreira et
al., 2017), which are associated with the development of inflammatory processes, cell
death, atherosclerosis, carcinogenesis, and neurodegenerative diseases (Sottero et al.,
2019; Anderson, Campo, Fulton, Corwin, Jerome, & O'Connor, 2020).

Consumption of COPs is a subject of remarkable importance in the food safety
area. Therefore, in order to prevent or minimize lipid oxidation in food, antioxidants are
widely used by the industry. Nonetheless, due to the growing consumer concern about
the safety of synthetic additives, natural sources of antioxidants have been investigated
as alternatives to limit oxidative reactions (de Oliveira et al., 2018).

Tahiti lemon (Citrus latifolia) has been reported due to its antioxidant potential
that is related to the presence of bioactive compounds such as vitamin C, flavones and
flavanones (Ledesma-Escobar, Priego-Capote, & Luque de Castro, 2015; Dominguez &
Ordofiez, 2018). Its juice is extensively used in culinary procedures involving fish.

Regarding the bioactive constituents and antioxidant potential of lemon juice, it

may be added to food matrices not only due to its sensory effects but also to act as a
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natural antioxidant. However, there are no available studies on the effects of lemon juice
addition on the lipid fraction of fish such as sardines (Sardina pilchardus), which are
largely commercialized and consumed in Brazil.

In this context, the present study aimed to evaluate the cholesterol and PUFASs
oxidation in sardines prepared using conventional cooking techniques (grill, deep-fat
fryer, air fryer), as well as the impact of lemon juice addition on oxidative processes. The
pH, soluble solids content, phenolic content, and antioxidant capacity of the lemon juice
were analyzed. Additionally, the identification of some bioactive compounds of the

lemon juice extract was performed by UHPLC-ESI-MS.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals, standards, and reagents

Tween-40, monobasic sodium phosphate and chloroform were obtained from
Synth (Sao Paulo, Brazil), and AAPH (2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride),
Fluorescein was from Merck (Darmstadt, Germany). Linoleic acid, p-carotene, Folin-
Ciocalteu reagent, Trolox, and gallic acid were acquired from Sigma-Aldrich (S&o Paulo,
Brazil). All other chemicals were purchased from Vetec (Sigma, S&o Paulo, Brazil). All
cholesterol oxide standards were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.,
U.S.A)), except 7a-hydroxycholesterol and cholesterol (Steraloids, Wilton, N.H.,
U.S.A.). Undecanoic methyl ester was from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., U.S.A))
and the standard fatty acid mixtures were from Supelco TM 37 (FAME Mix 18919,
Bellefonte, Pa., U.S.A). HPLC grade solvents were acquired as follows: formic acid
(Synth, Séo Paulo, Brazil), methanol (Merck, Darmstadt, Germany), n-hexane and 2-

propanol (Vetec, Sigma, Séo Paulo, Brazil).

2.2. Tahiti lemon (Citrus latifolia)

Five kilograms of Tahiti lemon (Citrus latifolia) were obtained from a local supply
center (CEASA) located in Rio de Janeiro, Brazil, in February 2019. The lemons were
selected considering their appearance (green color, smooth and uniform peel, absence of

injuries) and washed in running water. The juice was obtained using a domestic fruit
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juicer (Mondial Premium, Model E-02). Then, 3 L (60% vyield) of juice was filtered
through a 24 TY mesh sieve and stored in polypropylene packages (15 mL) at -18 °C, in
the absence of light. The juice was stored for a maximum of one week. Then, it was used
to determine pH, total soluble solids content, bioactive compounds, and antioxidant

capacity, as well as to prepare the sardine samples.

2.2.1. pH and total soluble solids content of lemon juice

The pH was determined using a pH meter (PHS-3E, IONLAB, ISRAEL) and the
total soluble solids (TSS) with a refractometer (GT427, LORBEN, SINGAPORE)
according to AOAC (2016).

2.2.2. Extract preparation

The juice was centrifuged (NI 1813, Nova Instruments, Brazil) at 34,200 rpm for
20 min at 4 °C. Then, the supernatant was filtered through paper, transferred to a 50 mL

volumetric flask.

2.2.3. Total phenolic compounds

The total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method as
described by de Oliveira et al. (2020). The Folin—Ciocalteu reagent (1mL) was mixed
with the extract (1 mL) and distilled water (10 mL). After 3 minutes, a 10% sodium
carbonate solution (1.5 mL) was added to the mixture and this solution was left to rest for
2 hours at room temperature in the dark. The absorbance was measured at 725 nm and
the results were expressed as mg gallic acid equivalent (mg GAE)/mL of juice.

2.2.4. In vitro antioxidant capacity

2.2.4.1. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay

The extract (50 pL, in 0.09 uM phosphate buffer) was incubated with the
fluorescein solution (150 pL) at 37 °C. After 15 minutes, AAPH radical (50 uL) was

added and fluorescence detection (ex. 485 nm/em. 535 nm) was measured every minute
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for 1 hour (Ou, Hampsch-Woodill, & Prior, 2001). A curve of relative fluorescence
intensity was used and ORAC values were expressed as Trolox equivalents (umol TE/100
mL of juice).

2.2.4.2. p-Carotene/linoleic acid assay

B-carotene (20 mg) was dissolved in 1 mL of chloroform. Then, B-carotene
methanolic solution (28 puL; 20 mg/mL) was homogenized with linoleic acid (28 pL) and
Tween40 (200 mg). The chloroform was evaporated and distilled water saturated with
oxygen was added. Readings were performed every 15 min at 50 °C and 470 nm (Miller,
1971). The percentage of oxidation inhibition (%l) was determined as described in the
following equations (1, 2, and 3), where Ac and As are the absorbance of the control and

samples, respectively:

Ac = Initial absorbance - final absorbance (1)
As = Initial absorbance - final absorbance (2)
%I = (Ac — As/ Ac) x 100 (3)

2.2.5. Identification of bioactive compounds by UHPLC-ESI-MS

Aliquots (1 mL) of lemon juice were mixed with 1 mL of ethanol. The mixture
was centrifuged (NI 1813, Nova Instruments, Brazil) at 34,200 rpm for 20 min at 4 °C.
Then, the supernatant was filtered through a filter (0.22 pum) and the bioactive compounds
of lemon juice extract were determined by chromatographic analyses performed with an
UHPLC Acquity chromatographer coupled to a triple-quadrupole mass spectrometer
(Micromass, Waters, Manchester, England), with electrospray ionization (ESI) in the
positive and negative ion modes. The conditions were established as reported by de
Oliveira et al. (2020), with data acquisition between m/z 100 and 900. MS/MS of selected
peaks were acquired via collision-induced dissociation (CID) with collision energy of 30 V.
For chromatographic separation, a C18 BEH Waters Acquity (2.1 mm x 50 mm x 1.7 pm)
column at 30 °C was used. Regarding the mobile phases, phase A (0.1% formic acid) and
B (methanol) were applied at a flow rate of 0.2 mL/min with a linear gradient starting at
5% B and increasing to up 100% methanol in 7.5 min, before holding until 9 min, and

returning to the initial conditions, followed by column re-equilibration until 10 min.
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2.3. Sardines and samples preparation

Ten kilograms of fresh sardines (Sardina pilchardus) (SIF/DISPOA Registration
N0.0003 / 5042, lot 007) were donated by Nova Piracema (Niteroi, Rio de Janeiro,
Brazil), in March 2019. The sardines were transported in a refrigerated truck to UFRRJ
(Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil).

The sardines were thawed and washed. Tail, fin, and head were removed, resulting
in two fillets per sardine. Then, the fish samples were weighed and separated into 13 lots.
A sample was analyzed the same day the sardines were obtained, corresponding to raw
sardines. The other samples were packed in polyethylene films and stored at -18 °C until
samples preparation at the next day.

For each cooking method, 4 batches of 5 sardine fillets were separated. The
samples were prepared as follows: sardines without the addition of lemon juice (control)
and sardines with the addition of lemon juice at concentrations of 5%, 10%, and 15%.
The percentage of lemon juice was calculated according to the weight of each fillet. The
lemon juice was added to the sardines, which were then turned over every 20 seconds for
3 min to guarantee the complete immersion and contact of the whole fillet with the juice.

Then, the sardines were thermally prepared.

2.3.1. Cooking methods

The cooking methods were applied immediately after sample preparation. The
samples were cooked following the equipment instructions. For the Air fryer (George
Foreman AF 2000, U.S.A), the samples were heated at 220 °C for 20 min without oil. For
the grill (George Foreman GR20, U.S.A), the samples were heated at 175 °C for 5 min
without oil. For the deep-fat fryer (Britania, Brazil), the samples were heated at 180 °C
for 7 min and soybean oil was used. The internal temperature (72 °C + 1°C) was
monitored using a digital thermometer (Incoterm 6132, Brazil). The cooked samples were

ground and homogenized in a domestic processor, then aliquots were taken for analyses.
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2.4. Analyses of the sardine samples

2.4.1. pH, moisture and total lipids

The pH, moisture, and total lipids were determined according to the AOAC
procedures (AOAC, 2016).

2.4.2. Fatty acid composition

The lipid fraction of samples was trans-esterified and converted into methyl esters
(Zhu, Svendsen, Jaepelt, Moughan, & Rutherfurd, 2011). The chromatographic analyses
were conducted using a gas chromatographer (Shimadzu GC 2010, Tokio, Japan) with a
flame ionization detector and a fused silica CP-SIL 88 capillary column (100 m x 0.25
mm i.d., 0.20 um film thickness) (Chrompack, Middelburg, The Netherlands), operating
in the split mode (1:50). The chromatographic conditions were established as described
by de Oliveira et al. (2020).

2.4.3. Determination of cholesterol and cholesterol oxides

Cholesterol and cholesterol oxides were obtained by direct saponification
(Saldanha, Sawaya, Eberlin, & Bragagnolo, 2006). Chromatographic analyses were
performed using a Waters device (Milford, MA, EUA), equipped with PDA/RID
detectors, a tertiary solvent delivery system (Waters 600), and a software (Empower 2).
The column was a CN Hyperchrome 250 mm x 4.3mm % 5.0 um (Phenomenex, Colorado,
USA) and the chromatographic conditions were established according to Ferreira et al.
(2017).

The cholesterol oxides were confirmed using a UHPLC-MS-PDA (Shimadzu
LCMS-2020, Tokyo, Japan), equipped with an autoinjector, Hypersil Cyano column (250
mm X 4.6 mm) (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), and Photodiode Array Detector
(PDA). The chromatographic conditions were determined as reported by de Oliveira et
al. (2020).
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2.5 Statistical analysis

All analyses were carried out in triplicate and the results were expressed as mean
* standard deviation. One-way variance analysis (ANOVA) and Tukey test were applied
in variables that statistical differences were detected (p<0.05). Pearson’s correlation test
was used to evaluate the relation among variables (Teles et al., 2019). Finally, Principal
Component Analysis (PCA) was carried out to evaluate variable-variable and variable-
sample relationships and Hierarchical Clustering of Principal Components (HCPC) to
group similar samples. PCA was conducted after data standardization to avoid the
influence of variables with different magnitudes. All statistical analyses were performed

using software R language.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Lemon juice analyses

3.1.1. pH and total soluble solids

Lemon juice presented a pH value of 2.18 £+ 0.02 (Table 1), which is similar to
that found by de Moraes Barros, Castro Ferreira, and Genovese (2012) that reported 2.32.
Regarding the total soluble solids content, 11.37 + 0.50 °Brix was determined (Table 1).
Previous studies described lower results such as 9.8 °Brix (de Moraes Barros et al., 2012)
and 9.0 °Brix (Kieling & Prudencio, 2019). These differences may be due to the
maturation stage of fruit that greatly influences their soluble solid content and pH value
(McAtee, Karim, Schaffer, & David, 2013).

3.1.2. Total content of phenolics and antioxidant capacity

The total level of phenolics and antioxidant capacity determined by ORAC and -
carotene/linoleic acid assays of the lemon juice extract are shown in Table 1. The amount
of total phenolics was 23.33 + 0.18 mg GAE/mL extract. Similar levels were reported by
Ramos, Sanchez, Pérez, and Villafafia (2012), who found 25.85 and 27.07 mg GAE/mL
for methanolic and ethanolic extracts of lemon juice, respectively. On the contrary, a
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much lower value was determined by Duzzioni, Franco, Duzzioni, and De Sylos (2010),
with a total phenolic content of 4.55 mg GAE/mL.

The lemon juice extract exhibited an ORAC value of 309.30 + 3.97 pumol TE/100
mL of juice. Seeram et al., (2008) analyzed different commercial ready-to-drink and the
ORAC values (umol TE/100 mL of juice) showed were: Concord grape juice (2590);
blueberry juice (2060); orange juice (740.0); iced green tea (170.0); iced black tea (50.0),
and apple juice (120.0).

Table 1: pH value and total soluble solids of lemon juice. Total phenolics content and
antioxidant capacity determined by ORAC and B-carotene/linoleic acid assays of lemon

juice extract.

Method Value
pH 2.18 +0.02
Total soluble solids °Brix 11.37 £ 0.50
Total phenolics mg GAE/mL of juice 23.33£0.18
ORAC pmol TE/ 100 mL of juice 309.30 + 3.97
B-carotene/linoleic acid % oxidative inhibition 6.90 £1.21

Results presented as mean * standard deviation, n=3.

B-carotene/linoleic acid assay showed a percentage of oxidative inhibition of 6.90
+ 1.21%. Haraoui, Allem, Chaouche, and Belouazni (2019) evaluated ten varieties of
Citrus juice fruits and reported percentages varying from 44.44 (Citrus Clementine) to
80.55% (Citrus aurantium).

Most studies concerning the antioxidant capacity of Citrus latifolia species are
carried out on its peel and pulp. Although the methods applied herein are widely used in
natural extracts, there is a lack of literature describing results obtained by ORAC and B-
carotene/linoleic acid assays in Tahiti lemons. Numerous authors evaluated different
Citrus species, as well as performed analyses under different conditions, making it
difficult to compare the results found in the current study. Moreover, variable results may
be due to the influence of the extraction procedure (solvent, time of extraction,
temperature) and other aspects such as the plant origin, degree of maturation, environment
conditions, and harvest time (Mcharek & Hanchi, 2017)

56



3.1.3. Identification of bioactive compounds of lemon juice extract by UHPLC-ESI-
MS

The MS/MS spectra in the negative and positive ion modes of the compounds
identified in lemon juice extract can be seen in Figure 1. Eleven compounds representing
varied classes such as organic acids, phenolic acids, flavanols, flavones, and flavanones
were found. Most of them were determined in the negative ion mode; however, two
compounds were observed in the positive ion mode (Table 2).

Five flavones were identified in lemon juice extract. Three of them were detected
in the negative ion mode, apigenin-6-8-di-C-glucoside (m/z 593), luteolin-glucoside-
rhamnoside (m/z 595), and diosmetin-7-O-glucoside (m/z 461), while diosmetin-
glucoside-rhamnoside (m/z 609) and apigenin-7-O-neohesperidosis (m/z 579) were found
in the positive ion mode. Previous studies also reported the presence of these components
in citrus fruits (Mencherini et al., 2012; Ledesma-Escobar et al., 2015; Spinola, Pinto, &
Castilho, 2015).

The flavanols, rutin (m/z 609) and isorhamnetin-3-O- neohesperidoside (m/z 623)
were found in the negative ion mode, which is in agreement with Ledesma-Escobar et al.
(2015) that also determined these compounds in Tahiti lemon. The flavanone Eriodictyol
7-O-rutinoside (eriocitrin) was identified at m/z 595 in the negative ion mode (Spinola et
al., 2015).

Malic and citric acids were detected in the negative ion mode at m/z 133 and 191,
respectively (Spinola et al., 2015). In addition, the phenolic acid dihydroferulic acid-
glucoside (m/z 357) was also determined, as described by Ledesma-Escobar et al. (2015).

Most of the identified compounds belong to the flavonoid group. Higher amounts
of glycosylated flavonoids have been described in citrus fruits, being associated with
many health benefits, such as protection against cardiovascular diseases and cancers
(Testai & Calderone, 2017; Sharma et al., 2018). Moreover, flavonoids are extensively
studied showing potential antioxidant properties (Nile, Keum, Nile, Jalde, & Patel, 2018).

Considering the presence of such bioactive compounds in lemon juice extract and
consequent antioxidant potential, which was also assessed in the present study, lemon
juice could be more than a flavor enhancer in fish-based dishes. Therefore, since there is
an increasing interest in new sources of natural food additives, it is of great importance

to investigate the effect of lemon juice addition on oxidative reactions in fish.
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Figure 1. MS/MS spectra in the negative and positive ion mode of selected compounds

identified in lemon juice extract.

Mallic acid
133.0

4
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

2:Daughters of 133£S-2.25e5

<>%

Y T T T T T T T ™ m/z
450 475 S00 S25 S50 575 600 625 650

Citric acid 3:Daughters of 191E5-6.03¢5
190.9

ml {129.0 1

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

T T T T T T T T ™ m/z
450 475 500 525 S50 S75 600 625 650

Apigenin-6-8-di-C-glucoside

wa .1311"2 214.4 2808 344.1 3805
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

8:Daughters of 593E5-1.5%e4

569.6 ﬂ
SSD 575 600 625 650

4587 4984
450 475 500 525

mfz
Isorhamnetin-3-O-neoherperidoside

l°¢q1139 155.1 191.1 1 244.9276.5 315.3 3862 429.4 4?‘37 514.8
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 SOO 525

9:Daughters of 623ES-7.85e3

622.

272-7604.84
S50 575 600 625 650
Dihydroferulic acid-glucoside

g5 1408 [ 26505970 3571
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

6:Daughters of 357ES-3.26e4

T T T T ™ m/2
S50 575 600 625 650

Luteolin-glucoside-rhamnoside

287.3
1
9:] 172.1 206.1 248.1 425.5 482.2
00 125 150

175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 SO0

7:Daughters of 595€5-1.19¢5

595.7
551.8. 4

$25 550 575 600 625 650

m/z

Diosmetin-glucoside-rhamnoside

‘°°] 127.3
lOD 125 lSD

6:Daughters of 60%ES+4.25¢4

1769 2215 2672 3012 346.4 4238 4534
175 200 225 250 275 :m 5 30 s 40 435 40 475 500

366.6 4 d
525 550 575 600 625 650

Diosmetin-7-0-glucoside

%1 1209 1616 204.9
100 125 150

11:Daughters of 461€5-6.16e3
461.2 ’ :

269.0 3412 3835 4196, 4479.0
175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

———r—Tr— Tz

525 550 575 600 625 650

Eriodictyol-7-0-rutinoside (eriocitrin) 7:Daughters of S95ES-9.72e4
595.2

10
;3’] 153.0 287.3 377.1 455.5487.3 5474 | e
700 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 S50 575 600 625 650

Apigenin-7-0-neohesperidose (rhoifolin)
0oy 1332 1869 268.3 357.7
gfo:l A |

8:Daughters of 579ES+1.82e4
580.0

LA

236.1 . A 433.4 230.2
100 125 150

Rutin

301.2

121.5 234.9 265.0° | a1p4 515.3

175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 S00 525 S50 575 600 625 650

miz

10:Dauvghters of 609ES-6.07e4

562.2

ur T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 5S00 525

T T T T ™ m2
550 575 600 625 630

58



Table 2: Proposed identification of bioactive compounds of lemon juice extract by UHPLC-ESI-MS.

ESl ion RT . . . e -
Main ion (m/z) Fragment ions (m/z) Proposed identification References
mode (min)

- 0.850 133 133 Malic acid V. Spinola et al. (2015)

- 1.080 191 190.9 Citric acid V. Spinola et al. (2015)

- 3.351 593 353.4 Apigenin-6-8-di-C-glucoside V. Spinola et al. (2015)

- 3.485 623 622.8; 315.3 Isorhamnetin-3-O-neohesperidoside  Ledesma-Escobar et al. (2015)

- 3.727 357 195.1 Dihydroferulic acid-glucoside Ledesma-Escobar et al. (2015)

- 3.912 595 287.3 Luteolin-glucoside-rhamnoside Ledesma-Escobar et al. (2015)

+ 4.060 609 463.4; 301.2 Diosmetin-glucoside-rhamnoside  Ledesma-Escobar et al. (2015)

- 4.123 461 341.2 Diosmetin-7-O-glucoside Ledesma-Escobar et al. (2015)

i 4.164 595 287.3 Eriodictyol 7-O-rutinoside V. Spinola et al. (2015)
(eriocitrin)

+ 4527 579 433.4 Apigenin-7-O-neohesperidose Mencherini et al. (2012)
(rhoifolin)

- 4.534 609 301.2 Rutin Ledesma-Escobar et al. (2015)

*RT=RETENTION TIME.
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3.2. Sardines analyses

3.2.1. pH, moisture, and total lipid

The pH of raw sardines decreased as follows: control (6.23 £ 0.12) > 5% lemon
juice (5.61 £ 0.02) > 10% lemon juice (5.40 = 0.02) > 15% lemon juice (5.39 + 0.01)
(Supplementary material Table 1), which is explained by the low pH value of lemon juice
described in item 3.1.1.

After cooking, the pH of the control sardines varied from 6.26 + 0.01 to 6.41 +
0.02. In samples with the lemon juice, the pH values ranged from 5.87 + 0.06 to 6.04 +
0.03. However, in most samples, no significant differences were determined among
samples treated with different levels of addition, as well as among the cooking methods
(p>0.05).

The moisture level of raw sardines was 71.07 + 0.10 g/100 g (Supplementary
material Table 2), which was close to the one determined by Zotos, Gotsis, and Tsolakis
(2016) (74.00 g/100 g). Cooking caused a reduction in the moisture level. Contents of
48.55 + 0.89 g/100 g (deep-fat fryer), 50.91 + 1.22 g/100 g (air fryer), and 53.31 + 0.51
9/100 g (grill) were determined in control samples. Air-fried samples presented a loss of
approximately 29% of water in this study, while a decrease of 20% in the moisture level
was assessed by Ferreira et al. (2017) in sardine fillets after air frying. These differences
may be due to the different equipment and operating conditions used.

A similar trend was noticed in sardines treated with lemon juice, where values
varied from 41.00 £ 0.05 to 46.90 + 0.56 g/100 g, from 55.18 + 0.36 to 56.39 + 0.64 g/100
g, and from 46.09 + 0.39 to 50.33 £ 0.19 ¢/100 g in air-fried, grilled, and deep-fried
sardines, respectively.

The total lipid amount of raw sardines was 27.11 + 0.15 g/100 g (dry basis)
(Supplementary material Table 2). Bandarra, Marcalo, Cordeiro, and Pousdo-Ferreira
(2018) compared the lipid fraction of wild and captive sardines and assessed levels
ranging from 14 to 24.8 ¢g/100 g. Variable values of lipid and moisture levels in raw
samples may be expected, since the fish composition may be influenced by feeding and
environmental conditions, age, catching season, fishing location, among other factors
(Saldanha et al., 2008; Bandarra et al., 2018).

Thermally processed control sardines presented contents of 15.91 + 0.94, 23.24 +
1.32, and 28.95 + 1.51 ¢g/100 g (dry basis) for air-fried, grilled, and deep-fried sardines,
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respectively. Air frying caused a greater reduction in lipid levels (41.32%) in comparison
with grilling (14.28%). Percentages in the same range were previously determined in air-
fried sardines, where losses ranged from 15.6% to 49% (Ferreira et al., 2017). Deep-fat
frying caused an increase in the lipid level; however, no significant difference was
observed between these samples and the raw ones (p>0.05).

In samples treated with the lemon juice, the lipid contents varied from 18.16 +
0.46 to 20.68 + 0.53 g/100 g after grilling and from 29.82 + 0.42 to 36.26 +£ 0.33 g/100 g
after deep-fat frying, where most samples were not significantly affected by the lemon
addition (p>0.05). The air-fried sardines had the lowest values, ranging from 16.37 + 0.88
to 34.38 £ 1.87 ¢g/100 g, showing the protective effect of the juice against lipid losses.

Contents obtained by both analyses did not present significant statistical
differences among juice concentrations for most samples (p>0.05). This indicates that the
cooking method applied was more relevant than the added lemon juice concentration

when considering its influence on the levels of moisture and total lipids.

3.2.2. Fatty acids

The main fatty acids determined in raw sardines were palmitic (C16:0, 29.68 +
0.45 g/100 g oil), eicosapentaenoic EPA (C20:5n3, 17.67 £ 0.7 g/100 g oil), oleic (C18:1
n9c, 15.74 + 0.3 g/100 g oil), and myristic (C14:0, 11.69 + 0.9 oil) (Table 3). The sum
fatty acid levels of raw sardines increased in the following order: polyunsaturated (PUFA)
(20.53 + 0.6 /100 g oil) < monounsaturated (MUFA) (28.30 £ 0.4 g/100 g oil) < saturated
(SFA) (47.96 = 1.4 g/100 g oil).

Heating modified the fatty acids concentration in control sardines. After air frying,
the SFAs, MUFAs, and PUFAs contents decreased and reached concentrations of 44.7 £
0.57,26.11 £ 0.0, and 17.06 + 0.8 g/100 g, respectively.

In grilled sardines, cooking increased SFAs (52.24 + 0.1 g/100 g), while PUFAs
decreased in approximately 63% (7.48 + 0.5 g/100 g). No significant differences were
observed when comparing the MUFAs contents of raw and grilled sardines (p>0.05).
Deep-fat frying significantly reduced the levels of SFAs (19.63 £+ 0.3 g/100 g oil) and
MUFAs (25.23 £ 0.1 g/100 g oil), and increased the amount of PUFAs (46.04 + 0.7 g/100
0). The levels of PUFAs in the fried samples were influenced by the absorption of soybean

oil, mainly n6-fatty acids such as linoleic acid (C18:2 n6).
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Changes in the fatty acid contents of sardines after grilling were previously
reported in a study developed by Saldanha et al. (2008), where losses varied from 18% to
24% in PUFAs contents and minor losses were determined for SFAs and MUFAs.
Heating also affected SFAs and MUFAs after air frying by increasing their levels;
however, air frying resulted in PUFAs degradation (approximately 70.2%) (Ferreira et al,
2017).

Cooking causes a disruption of cell membranes, promoting the exposure of fatty
acids to pro-oxidants factors such as heat and oxygen that induce the loss of important
fatty acids, mainly unsaturated fatty acids that are more susceptible to oxidation (Saldanha
et al., 2008). Moreover, it is well known that high temperatures reduce the activation
energy necessary for hydrogen abstraction and lead to the formation of radicals that
accelerate the chain reaction of lipid oxidation (Barriuso et al., 2017). However,
reductions in fatty acid concentrations may not only be associated to oxidative processes,
since the temperatures applied affect the fish musculature leading to the release of lipids.

In the present study, grilling presented a greater reduction of PUFAs levels when
compared with air frying. The strongest effect on the amount of PUFAs was found after
deep-fat frying, where PUFAs contents increased substantially. This may be due to the
interaction and exchange between fish fatty acids and fatty acids of the frying oil (Nieva-
Echevarria, Goicoechea, Manzanos, & Guillén, 2016).

Cooking also altered the EPA and DHA contents showing the following
degradation percentages: air fryer (24.4%), grill (69.2%), and deep-fat fryer (79.1%).
These results demonstrate that high temperatures may affect the nutritional value of fish,
leading to the degradation of relevant fatty acids that are related to several benefits to
human health (Calder, 2018).
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Table 3: Fatty acid composition (g/100 g oil) of raw and cooked sardines (control and with
lemon juice at 5%, 10%, and 15%).

Air fryer
Raw Control 5% 10% 15%
C4:0 0.05+0.0b 0.04 £0.0b 0.16 £ 0.0a 0.01£0.0c -
C6:0 0.03+£0.0a 0.13+£0.0b 0.03+£0.0a 0.03+£0.0a 0.03+0.0a
C8:0 0.05+0.0c 0.35+0.0a 0.14£0.0b - -
C10:0 0.10 £0.0a 0.03+0.0b 0.10£0.0a 0.03+0.0b 0.01+£0.0c
C12:0 0.23+0.0a 0.17 £ 0.0b 0.15+0.0b 0.14 £ 0.0b 0.26 £ 0.0a
C14:0 11.69+0.9bc  10.77 £ 0.0bc 12.99 £ 0.2a 13.12 + 0.4a 9.89+0.1c
Cl4:1 0.40 £ 0.0b 0.09 £ 0.0c 0.47 £0.0a 0.50 £ 0.0a 0.40 £ 0.0b
C16:0 29.68 £ 0.4c 27.24 +0.4d 32.90+0.8b 3457+09a  30.61+0.4c
Cl6:1 8.94+£0.9c 10.29 £ 0.0ab 11.17£0.2a 10.60 £ 0.2ab  9.70 £ 0.0bc
C17:0 0.29 £ 0.0a 0.14 £0.0c 0.30 £ 0.0a 0.36 £ 0.0b 0.24£0.0d
Cl7:1 1.24 +0.0a 1.16 £ 0.0a 1.06 + 0.0b 0.73+£0.0d 0.93+0.0c
C18:0 5.45 £ 0.5c 5.50 £ 0.0c 6.20 + 0.0b 7.55+0.1a 6.05 + 0.1bc
C18:1n9t 1.43+0.1a 0.07 £ 0.0b 0.82 £0.0c 0.46 = 0.0d 0.93+0.0c
C18:1n9c 15.74 +0.3a 14.04 £ 0.1b 16.47 + 0.2ac 16.96 +0.2c  18.23+0.1d
C18:2 n6c¢ 0.70 £0.0a 2.09 £ 0.0b 0.62 £ 0.0a 0.53+0.0c 1.30 £ 0.0d
C20:0 0.39+0.0b 0.41+0.0b 0.44 £ 0.01b 0.63+0.0a -
C18:3n6 0.16 £ 0.0a 0.17 £0.0a - - 0.36 £ 0.0b
C20:1n9 - - - - -
C18:3n3 - - - - -
C20:2n6 - - - - -
C20:3n6 - - - - -
C22:1n9 - - - - -
C20:3n3 0.41+0.0a 0.08 +0.0b 0.26 £ 0.0c 0.44 +0.0a 0.36 £ 0.0d
C20:4n6 1.37+£0.1a 1.17 £0.0a 0.55+0.0b 0.22 £0.0c 0.47 £ 0.0b
C20:5n3 17.67 £0.7a 13.07 £0.8b 5.68 £ 0.2c 1.69 +0.2d 6.13 £ 0.5c
C24:1n9 0.55+0.0c 0.46 £ 0.0d 0.67 £0.0b 0.81+£0.0a 0.54 £ 0.0cd
C22:6 n3 0.23+£0.0b 0.47 £0.0a 0.22£0.0b 0.13+£0.0c 0.11+£0.0c
> SFA 47.96 = 1.4¢c 44,78 + 0.5d 5343+ 1.1b 56.45+14a 47.08+0.7cd
>MUFA 28.30 £ 0.4b 26.11 +0.0c 30.67 £ 0.0a 30.06+0.3a 30.73%0.2a
> PUFA 20.53 + 0.6¢ 17.06 + 0.8a 7.33+0.2b 3.01+0.2d 8.73 £ 0.6b
>3 18.31+0.7a 13.63 £ 0.8b 6.15+ 0.2c 2.26 +0.2d 6.60 + 0.5c
> ®6 2.23+0.1a 3.43+0.0b 1.17 £0.0c 0.75+0.0d 2.13+0.1a
03/ ®6 8.25+0.7a 3.97+0.1c 5.25+0.2b 3.01+0.3d 3.09+0.1d
> Trans 1.43 +0.1a 0.07 £0.0b 0.82 +£0.0c 0.46 £ 0.0d 0.93+0.0c
EPA + DHA 17.90 £0.7a 13.54 £ 0.8b 5.90 £ 0.2c 1.82+0.2d 6.24 + 0.5¢c
> UFAs 48.83 £0.7a 43.17 £0.8b 38.00 £ 0.2¢c 33.07+0.2d 39.46 +£0.8c
Grill
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Raw Control 5% 10% 15%

C4:0 0.05+0.0a 0.05+0.0a 0.02 £ 0.0b - -
C6:0 0.03+0.0a 0.07 £0.0c 0.09 £0.0c 0.08 £0.0c 0.11+0.0b
C8:0 0.05+0.0a 0.05+0.0a 0.04 £0.0a 0.05+0.0a 0.06 £ 0.0a
C10:0 0.10£0.0a 0.02 +0.0b 0.02 +0.0b 0.03+0.0b 0.03+0.0b
C12:0 0.23 £0.0a 0.29 +0.0b 0.20 £ 0.0a 0.16 £ 0.0c 0.17£0.0c
C14:0 11.69 + 0.9b 14.12 £ 0.2a 13.92 £ 0.7a 11.62 +0.7b 11.13+0.0b
Cl4:1 0.40 £ 0.0a 0.42 £0.0a 0.41 +£0.0a 0.41£0.0a 0.43 +£0.0a
C16:0 29.68 £ 0.4b 31.44£0.1a 31.42 £ 1.0a 28.62+0.3b  28.19+0.4b
Cl6:1 8.94 +0.9c 11.16 £ 0.1a 10.38 + 0.5ab 9.68 = 0.3bc 9.77 £ 0.0bc
C17:0 0.29 £ 0.0b 0.07 £0.0c 0.27 £ 0.0b 0.49 £ 0.0a 0.53+0.0a
Cl7:1 1.24 £0.0a 0.43+0.0c 0.45+0.0c 0.46 + 0.0e 1.06 £ 0.0b
C18:0 5.45 £ 0.5a 6.08 +0.1b 5.74 £ 0.5¢ 5.77+£0.1c 5.63+0.1d
C18:1n9t 143+0.1a 0.74 £ 0.0b 0.70 £ 0.0b 1.08 £ 0.0d 0.82 £0.0c
C18:1 n9c 15.74 £ 0.3a 15.02 + 0.2ab 14.19 £ 0.4b 13.13+0.3c 12.40 £ 0.4c
C18:2 n6c¢ 0.70 £ 0.0a 1.30 £ 0.0b 1.41 £ 0.0b 2.02 £ 0.0c 1.75+0.0d
C20:0 0.39 + 0.0bc 0.03+0.0a 0.30 £ 0.0d 0.45+0.0b 0.35+0.0cd
C18:3n6 0.16 £ 0.0b 0.19+0.0b 0.54 £0.0a 0.51+0.0a 0.56 £ 0.0a

C20:1n9 - - - - -

C18:3n3 - - - - -

C20:2n6 - - - - -

C20:3n6 - - - - -

C22:1n9 - - - - -

C20:3n3 0.41£0.0a - - - -
C20:4 n6 1.37£0.1b 0.49 £0.0c 1.17+£0.2b 1.23+0.1b 2.24 £0.0a
C20:5n3 17.67 £0.7a 5.31+0.5b 5.78 £ 0.6b 10.65 + 0.0c 10.88 + 0.4c
C24:1n9 0.55+0.0b 0.42 +0.0c 0.75+0.0a 0.53+0.0b 0.68 £ 0.0a
C22:6 n3 0.23+0.0a 0.19+0.0a 0.20 £0.0a 0.41+0.0b 0.39+0.0b
> SFA 47.96 £ 1.4a 52.24 £ 0.1b 52.02+1.3b 47.27+03a  46.20+0.6a
>MUFA 28.30 £ 0.4b 28.19+£0.1b 26.89 £ 0.1a 25.29 £ 0.1c 25.16 + 0.5¢
> PUFA 20.53 + 0.6¢ 7.48 £ 0.5a 9.10+£0.8a 14.82+0.2b 15.83+0.5b
> o3 18.31 +0.7a 5.50 + 0.5b 5.98 + 0.6b 11.06 = 0.0c 11.27 £0.5¢
> ®6 2.23+0.1a 1.97 £ 0.0a 3.12+0.2b 3.76 £0.1c 4,56 +0.1d
03/ 06 8.25+0.7a 2.79+£0.2b 1.92£0.0c 2.94+£0.1b 2.47 +£0.0d
> Trans 1.43+£0.1a 0.74 £ 0.0b 0.70+0.0b 1.08 £ 0.0c 0.82 £ 0.0b
EPA+DHA 17.90 £ 0.7a 5.51+0.5b 5.97 £ 0.6b 11.06 £ 0.0c 11.26 + 0.5¢
> UFAs 48.83 £ 0.7c 35.67 £0.3b 35.99+£0.8b 40.11 £0.3c 40.99 £0.7¢c

Deep-fat fryer
Raw Control 5% 10% 15%

C4:0 0.05+0.0a 0.02 +0.0b 0.01+0.0b - -
C6:0 0.03+0.0b - 0.01£0.0a 0.01+0.0a 0.04 +0.0b
C8:0 0.05+0.0a 0.04 +0.0b 0.01 +£0.0c 0.02 £0.0c 0.11+0.0d
C10:0 0.10 £ 0.0a 0.02 +0.0b 0.02 +0.0b - 0.02 +0.0b
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C12:0
C14:0
Cil4:1
C16:0
Cil6:1
C17:0
Cl7:1
C18:0
C18:1n%t
C18:1 n9c
C18:2 n6¢
C20:0
C18:3n6
C20:1n9
C18:3n3
C20:2n6
C20:3n6
C22:1n9
C20:3n3
C20:4 n6
C20:5n3
C24:1n9
C22:6 n3
> SFA
> MUFA
> PUFA
> ®3
> ®6
03/ ®6
> Trans

EPA+DHA

YUFAs

0.23+0.0e
11.69 £ 0.9a
0.40 £0.0a
29.68 + 0.4a
8.94 £ 0.9a
0.29 £ 0.0b
1.24 £ 0.0a
5.45+0.5b
1.43+0.1a
15.74 £0.3a
0.70+£0.0c
0.39+0.0a
0.16 £0.0a

0.41+£0.0a
1.37+£0.1a
17.67 £0.7a
0.55+0.0b
0.23+£0.0a
47.96 + 1.4c
28.30 £ 0.4b
20.53 £ 0.6¢
18.31+0.7a
2.23+0.1c
8.25+0.7a
1.43 +0.1a
17.90 £0.7a
48.83 +0.7c

0.52 £ 0.0b
1.85+0.1b
0.08 £ 0.0b
13.77 £ 0.3b
1.52+0.1b
0.11+0.0a
0.20 £ 0.0b
3.30 £ 0.0a
0.27 £0.0b
18.27 £ 0.1b
41.38 £ 0.6b
0.28 £ 0.0b
483 +0.1a
0.05+0.0a
0.26 £ 0.0a

0.32+£0.0b
3.67£0.0b
0.13+£0.0a
0.07 £0.0b
19.63 £ 0.3d
25.23+0.1a
46.04 + 0.7a
3.74 £ 0.0b
42.29 +0.7a
0.09 £ 0.0b
0.27 £0.0b
3.74£0.0b
71.41+£0.8a

0.39 £ 0.0c
3.48 £ 0.4c
0.12+0.0b
15.43 £ 0.3c
2.77£0.3c
0.12 £0.0a
0.32+£0.0c
3.49+0.1a
0.42 +0.0c
17.41 £ 0.6b
3410+ 1.2a
0.28 £ 0.0b
4.42 +0.1ab
0.07 £0.0a
0.23+£0.0a
0.55+0.0b
0.36 £ 0.0b
6.56 = 0.4c
0.16 £ 0.0a
0.14 £0.0c
22.96 + 0.5a
25.63 £ 0.7ad
42.31+£0.9b
7.26 £ 0.3c
35.04 +1.2b
0.21 +0.0c
0.42 +0.0c
6.71 £ 0.4c
67.94 + 0.2b

0.61 £0.0a
3.35+0.0c
0.13+£0.0b
15.78 £ 0.1c
2.84 £ 0.0c
0.12+£0.0a
0.36 £ 0.0c
3.67 £0.0a
0.43+£0.0c
17.97 £0.1b
33.53+0.3a
0.32+£0.0b
4.39 £ 0.0b

0.26 £ 0.0a
0.15+0.0c
0.51+£0.0c
6.38 £ 0.2c
0.20 £ 0.0a
0.09 £ 0.0d
23.56 +0.2ba
26.32 £ 0.2cd
41.23+0.6b
6.62 + 0.2c
34.61+£0.3b
0.19+0.0c
0.43+0.0c
6.47 £ 0.2c
67.55+0.7b

0.27 £ 0.0d
3.22+0.0c
0.37 £0.0a
15.46 + 0.0c
2.66 £0.2c
0.26 £ 0.0b
0.93+0.0d
5.92+0.2b
0.73+0.0d
18.20 £ 0.3b
34.84 £ 0.8a
0.34 £0.0a
0.27 £0.0b
3.33+0.2c
0.17+£0.0b
0.15+0.0b
0.43+0.0a
0.36 £ 0.0b
5.84 +0.5c
0.54 +0.0b
0.12 + 0.0cd
25.65+0.2b
26.77 £ 0.3c
42.18 £ 0.4b
6.39 £ 0.5¢
35.78 £ 0.9b
0.18 £ 0.0c
0.73+0.0d
5.96 + 0.5c
68.95 + 0.6b

Results presented as mean * standard deviation, n=3. Different letters in the same row

indicate significant difference by Tukey test (p<0.05). 5%, 10%, and 15% correspond to

the treatments with addition of lemon juice at 5%, 10%, and 15 %, respectively.
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The addition of lemon juice significantly decreased PUFAs content after air
frying, showing reductions around 64, 85, and 57% in samples treated with 5, 10, and 15
% of lemon juice, respectively. On the contrary, higher levels of SFA (from 47.08 + 0.7
to 56.45 = 1.4 g/100 g oil) and MUFA (30.06 £ 0.3 to 30.73 + 0.2 g/100 g oil) were
observed in comparison with the control samples.

After deep frying, an increase was observed in MUFASs levels in most sardines
treated with lemon juice (p>0.05). Regarding the SFA levels, an increase was found with
values ranging from 22.96 + 0.5 to 25.65 + 0.2 g/100 g oil. However, sardines treated
with the juice presented lower contents of PUFASs than control samples. These results
concerning the PUFAs levels and their degradation suggest a correlation with the acidic
conditions of samples, since changes in pH affect lipid oxidation (Mozuraityte,
Kristinova, Rustad, & Storrg, 2016). Mozuraityte et al. (2016) reported that lipid
oxidation is most remarkable at pH about 3.3, followed by pH 5.3 and 7.0. Thus, as
discussed above in item 3.2.1, the addition of lemon juice reduced the pH of sardines,
creating a pro-oxidant environment.

In addition, pH is an important parameter that modulates protein conformation
and interactions. The lower pH value observed in samples treated with lemon juice may
lead to the liberation of water to the fish surface due to the reduction of protein-protein
interaction (Liu et al., 2010). Thus, the increased contact of water molecules and the
myofibrillar proteins may result in the protein solubilization, causing a greater exposure
of lipids to pro-oxidant factors.

However, grilled samples presented a distinct trend. The addition of 10 and 15%
lemon juice protected PUFAs against oxidation (p<0.05). Grilled samples with lemon
juice presented the following contents of PUFAs: 9.10 + 0.8 g/100 g (5% lemon juice),
14.82 £ 0.2 g/100 g (10% lemon juice), and 15.83 £ 0.5 g/100 g (15% lemon juice). The
levels of SFAs and MUFAs were affected in most samples treated with juice, showing
lower values (p<0.05).

The protective effect of lemon juice in grilled sardines could be due to the
presence of bioactive compounds and the antioxidant capacity determined in its extract.
This protection was not observed in air frying and deep-fat frying probably due to the
thermal degradation of such antioxidant constituents. Slighter time/temperature binomial
(175 °C for 5 min) was applied during grilling, which probably allowed these compounds

to remain active (loannou, Chekir, & Ghoul, 2019).
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PUFAs are commonly the main fatty acids studied when considering lipid
oxidation due to their high susceptibility to the oxidative process. Thus, the results
assessed demonstrated that, in general, the addition of juice induced PUFAs degradation.
A protective effect was only observed in grilled samples treated with 10 and 15% of juice.
Moreover, the use of varied juice concentrations did not lead to significant changes in

fatty acids amounts in most sardine samples (p>0.05).

3.2.3. Cholesterol and cholesterol oxides

Table 4 shows the cholesterol and cholesterol oxide contents of raw and cooked
sardines (control, 5%, 10%, and 15% lemon juice). The raw sardines presented a
cholesterol content of 322.77 + 3.0 mg/100 g (dry basis), which is higher than the one
determined by Zotos et al. (2016) (206.7 mg/100 g) in Sardina pilchardus and Ferreira et
al. (2017) (237.2 mg/100 g) in Sardinella brasiliensis.

Heating caused a reduction of cholesterol levels. Contents of 134.78 + 3.9 mg/100
g (58.24% of degradation), 114.23 + 1.3 mg/100 g (64.10% of degradation), and 181.58
+ 1.9 mg/100 g (43.74% of degradation) were found in air-fried, grilled, and deep-fried
sardines, respectively.

Previous studies have also shown the thermal degradation of the cholesterol
molecule, reducing cholesterol levels of food matrices (Saldanha & Bragagnolo, 2010;
Ferreira et al., 2017; de Oliveira et al., 2020). Saldanha and Bragagnolo (2010)
determined a loss of approximately 22% in sardines after grilling (175 °C for 4 minutes).
A loss of 34.9% was noticed in air-fried sardines (Ferreira et al., 2017). de Oliveira et al.
(2020) reported reductions around 44 and 66% in sardine oil heated in an oven for 7
minutes at 150 and 180 °C, respectively.

In samples treated with lemon juice, the cholesterol levels ranged from 141.81 +
1.1 to 166.38 = 1.7 mg/100 g (air fryer), from 103.37 + 3.8 to 134.68 £ 2.9 mg/100 g
(grill), and from 143.14 + 2.1 to 145.32 £2.7 mg/100 g (deep-fat fryer). The addition of
lemon juice minimized the cholesterol degradation in most samples submitted to air
frying and grilling. However, deep-fried samples treated with the juice showed lower
amounts of cholesterol than the control samples, demonstrating that the juice did not
present a protective effect on cholesterol molecule.
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Table 4: Cholesterol (mg/100 g, dry basis) and cholesterol oxides (ug/g, dry basis)

contents of raw and cooked sardines (control and with lemon juice at 5%, 10%, and 15%).

\ Air fryer
Raw Control 5% 10% 15%
200-OH ] - - 38.97 + 1.5b 78.80 + 2.5a
5 60-EP 9.82+0.1e 508.86 + 1.1d 545.42 +2.3c 909.42 + 2.4a 763.61 + 3.0b
5,6B-EP 179.24 + 3.0d 227.74 £1.8c 332.01 +£3.0a 432.19+1.2b
99R-OH ] - 3.19+0.2a - 3.13+0.1a
995-OH . - 3.20+0.2a - 3.22+0.1a
25R-OH ] : 2.78 + 0.06a 6.15 + 0.51b 421+0.23¢
7-Keto 1.34 +£0.0d 2.14+0.0d 18.39+0.1a 7.38 £ 0.0b 10.58 + 0.8¢c
74-OH ] 220 +0.0d 9.63+0.2a 5.87 £0.3c 7.73+0.3b
7B-OH 0.31+0.0d 7.31+0.4e 40.59 £ 1.2a 33.69+£1.7b 1594 + 1.6¢
cT;gtSI 1147+01c  699.75+39d  850.94+52b  133351+52a 1319.41+85a
Cholest:rol 322.77 £ 3.0a 13478 +3.9c  141.81 +1.1cd 148.29 + 0.5d 166.38 + 1.7b
Grill
Raw Control 5% 10% 15%
200-OH ) 14.10 £ 1.0b 9.78 + 0.5a 31.78 + 2.0c 7.52 £0.4a
5 60-EP 9.82+0.12 17413 +2.2b 217.82 £ 2.0c 231.51+1.0d 161.64 + 0.7e
5.6p-EP 34440+35a  302.83+3.1b  14560+35c  368.45+3.0d
29R-OH ] 0.76 + 0.0c 0.880.0c 4.54 +0.4b 7.25+0.4a
995-0O4 . 0.60 + 0.0d 0.09 % 0.0b 3.84+0.2a 2.18+0.1c
95R-OH ) - - 1.22 +0.03a 0.71+0.06a
7-Keto 1.34+£0.0a 13.13+0.4b 9.90 £0.2c 10.51 + 0.5¢ 10.56 + 0.4c
74-OH ] 5.00 + 0.1a 4.39+0.2a 6.46 + 0.2b 5.77+0.1c
7B-OH 0.31+0.0a 18.04 £ 1.0b 12.90 +0.8¢c 28.12 £ 0.4d 33.93 +2.0e
ggtsl 1147+01d  57015+50a 55858+09a  46358+53b  598.02%5.8¢
Cholest:rol 322.77 £ 3.0a 11423 +1.3b 134.68 + 2.9 103.37 + 3.8d 128.82 + 3.3c
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Deep-fat fryer

Raw Control 5% 10% 15%
200-OH - ) B - :
5 6a-EP 9.82+0.1a 439.64 +0.1b 188.41 + 2.8¢ 370.58 + 2.0d 11457 + 2.8¢e
5,6p-EP ) 31.14+1.3a 569.04 + 2.3b 59.01 +0.2¢c 271.68 + 2.4d
22R-OH - - B } -
225-OH - ) B ) -
25R-OH - ) B - :
7-Keto 1.34 +£0.0e 0.94 +0.0d 4.88 +0.1b 17.88 £ 0.2a 8.28 £ 0.0c
70-OH ) 0.14 £ 0.0a 2.28 £0.0b 4.45 + 0.4c 1.26 + 0.1d
7B-OH 0.31+0.0a 0.48 £ 0.0a 4.40+0.1b 7.35+0.0c 419+0.3b
Total 11.47 + 0.1a 47234 +1.2b 769.01 +5.1c 459.27 +1.8b 399.98 + 5.6d
COPs T
Cholesterol 322.77 + 3.0a 181.58 +1.9b 145.32 +2.7¢ 143.18 + 3.2¢ 143.14 + 2.1c

Results presented as mean * standard deviation, n=3. Different letters in the same row
indicate significant difference by Tukey test (p<0.05). 5%, 10%, and 15% correspond to
the treatments with addition of lemon juice at 5%, 10%, and 15 %, respectively.

The cholesterol content of air-fried sardines increased in the following order: 5%
lemon juice (141.81 £+ 1.1 mg/100 g) < 10% lemon juice (148.29 £+ 0.5 mg/100 g) < 15%
lemon juice (166.38 £ 1.7 mg/100 g). These values showed that higher the concentration
of juice, lower the cholesterol degradation. However, no significant differences were
noticed among samples treated with 5 and 10% of juice (p>0.05).

In grilled sardines, the addition of 5% and 15% of juice contributed to maintain
the cholesterol levels; however, these results were not statistically different (p>0.05). On
the contrary, a degradation percentage around 9% was found in samples treated with 10%
lemon juice, where the amount of cholesterol determined was 103.37 + 3.8 mg/100 g
(<114.23 + 1.3 mg/100 g, control samples).

The addition of lemon juice did not show a protective effect against cholesterol
degradation in deep-fried sardines, since the contents determined were lower than in
control samples (181.68 £ 1.9 mg/100 g). The levels of cholesterol were 145.32 £ 2.7
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mg/100 g (5%), 143.18 + 3.2 mg/100 g (10%), and 143.14 + 2.1 mg/100 g (15%). No
significant differences were found among these samples (p>0.05).

The degradation of cholesterol during heating may occur not only by oxidative
reactions but also through other routes that lead to the formation of hydrocarbons,
aldehydes, ketones, and alcohols (Smith, 1987). Therefore, COPs are not the only
products of this degradative process.

Regarding the cholesterol oxides, the presence of 5,6a- epoxycholesterol (9.82 £
0.1 pg/g), 7-ketocholesterol (1.34 + 0.0 pg/g), and 7B- hydroxycholesterol (0.31 + 0.0
ug/g) was determined in raw sardines (Table 4). In fact, these compounds are commonly
found in raw fish samples and are originated from enzymatic processes of the fish
metabolism (Osada, Kodama, Cui, Yamada, and Sugano, 1993).

However, nine cholesterol oxides were identified after cooking: 20a-
hydroxycholesterol (20a-OH), 5,6a-epoxycholesterol (5,6a-EP), 5,63-epoxycholesterol
(5,6B-EP), 22R-hydroxycholesterol (22R-OH), 22S-hydroxycholesterol (22S—-OH), 25R-
hydroxycholesterol (25R-OH), 7-ketocholesterol (7-keto), 7a-hydroxycholesterol (7a-
OH), and 7B-hydroxycholesterol (7p-OH).

Among the COPs cited above, 22R-OH, 22S-OH, 25R-OH, and 20a-OH were not
detected in air-fried and deep-fried control samples. The total COPs levels of control
samples after each cooking method increased as follows: deep-fat fryer (472.34 + 1.2
ug/g) < grill (570.15 £ 5.0 pg/g) < air fryer (699.75 + 3.9 ug/g).

Heating induced the cholesterol oxides formation and higher levels of COPs were
observed when higher temperatures were applied (air fryer, grill). In addition, it is
important to consider the longer exposure of sardines to heat and oxygen and the different
mechanism of heat transfer. The minor COPs content assessed in deep-fried samples may
be due to their dissolution in the frying oil.

The main COP found in air-fried and deep-fried samples was 5,6a-EP (508.86 +
1.1 and 439.64 = 0.1 ug/g, respectively), followed by 5,6B8-EP (179.24 + 3.0 and 31.14 +
1.3 pg/g, respectively). Grilled control samples presented 5,6B-EP as the most prominent
COP (344.40 + 3.5 ng/g), followed by 5,60-EP (174.13 £ 2.2 ng/g) and 73-OH (18.04 +
1.0 ug/g).

The addition of juice led to different consequences in the formation of COPs. The
total amount of COPs in air-fried samples ranged from 850.94 + 5.2 to 1333.51 £ 5.2
pg/g. These values were higher than those found in control samples, pointing out the pro-

oxidant effect of the juice when considering the cholesterol oxidation. The negative effect
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of the juice addition on COPs formation decreased in the following order: 10% lemon
juice > 15% lemon juice > 5% lemon juice. However, results assessed in samples treated
with 10% and 15% lemon juice were not statistically different (p>0.05).

For grilled sardines, the COPs levels varied from 463.58 + 5.3 to 598.02 + 5.8
pg/g. The lemon juice induced the COPs formation when added at 15 %, where total
COPs content increased from 570.15 + 5.0 (control) to 598.02 + 5.8 pg/g. Addition of 5%
juice did not affect the total COPs level (558.58 + 0.9 nug/g) (p>0.05), while the treatment
with 10% juice limited the formation of COPs (463.58 + 5.3 nug/g).

In deep-fried sardines treated with lemon juice, the total COPs contents ranged
from 399.98 £ 5.6 to 769.01 £ 5.1 pg/g, showing that the addition of 5% juice induced
COPs formation. On the contrary, the addition of 15% juice protected cholesterol from
oxidation and the treatment with 10% of juice did not present significant effects on total
COPs levels (p>0.05).

The great variation observed in COPs levels may be explained by the influence of
factors such as the temperature applied, pH changes in the fish muscle, time of exposure
to heat, direct contact with oxygen and light, presence of antioxidants and pro-oxidants,
among others. Therefore, cholesterol oxidation may occur by distinct pathways, leading
to the formation of different oxides in different concentrations (Smith, 1987; Barriuso et
al., 2017).

As presented in Table 4, high contents of epoxides were determined after heating
in all samples. Formation of epoxide occurs by the epoxidation route and 5,6a-EP and
5,6B-EP are identified as products of cholesterol oxidation by air. Therefore, the exposure
of samples to atmospheric oxygen and heat during the cooking promoted the formation
of relevant contents of 5,6a-EP and 5,6B-EP. Cholesterol oxides derived from the
oxidation of C-7 (7-keto, 78-OH, and 70a-OH) are commonly reported in thermo-
oxidation process and were also determined in this study, although in minor amounts.
Besides, the formation of cholesterol oxides originated from the side-chain oxidation,
mainly 200-OH, was also remarkable (Smith, 1987).

The literature has reported the antioxidant potential of lemon juice and its
bioactive compounds, which is in agreement with the findings determined herein (items
3.1.2 and 3.1.3). However, regarding the cholesterol oxidation, the addition of juice
induced the COPs formation in air-fried sardines (5, 10, and 15%), grilled sardines (15%),

and deep-fried sardines (5%). A protective effect against cholesterol oxidation was
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noticed just in grilled samples treated with 10% lemon juice and in deep-fried sardines
treated with 15% lemon juice (p<0.05).

Most of the bioactive compounds identified in the juice belong to the flavonoid
class. The stability of flavonoids may be affected by heating, resulting in the degradation
of these compounds. Nevertheless, the flavonoid degradation varies according to the
heating temperature applied and the flavonoid structure (loannou, Chekir, & Ghoul,
2019).

loannou et al. (2019) demonstrated that the higher the time and the temperature,
the greater the degradation rates of flavonoids. Therefore, since a higher temperature and
time were applied during air frying, following the manufacturer’s instruction, a greater
degradation of these bioactive compounds can be expected.

On the contrary, previous studies have related that even after flavonoid
degradation by heating, their products may still showing free radical scavenging activity
(Murakami, Yamaguchi, Takamura, & Atoba, 2004; loannou et al., 2019), explaining the
antioxidant effect of lemon during grilling (10% lemon juice) and deep-fat frying (15%
lemon juice).

In addition, the stability and activity of flavonoids before and after heating also
depends on the pH. As described by Mozuraityte et al. (2016), changes in pH may impact
the droplet surface charge and the activity of pro-oxidants and antioxidants. Therefore,
the reduction of pH values due to juice addition may also be considered. Besides the effect
of pH on flavonoids, the pro-oxidant potential of acid mediums is well established,
promoting COPs formation.

The results obtained for the fatty acids are also associated with the pro-oxidant
effect of the acid medium and possible thermo-degradation of bioactive compounds
present in the lemon juice. For most treatments, the juice treatment compromised the level
of important fatty acids. In addition, it also increased the formation of COPs, mainly in
air-fried samples.

Taking into account these considerations, strategies to limit oxidation in fish are
of great importance, mainly the ones that suggest the use of natural antioxidants. Although
lemon juice has been widely applied in culinary procedures and recognized as a rich
source of bioactive compounds with antioxidant capacity, this is the first study that aimed
to evaluate its effect on lipid oxidation in cooked fish and the results obtained do not

indicate the use of lemon as a natural antioxidant.

72



3.3. PCA analysis

PCA (Figure 2a and 2b) is a reduce dimensionality technic that allows the easy
visualization of complex tables in a single two or two dimensionality maps. The first two
PCs explain approximately 71% of the data variability (Dim 1: 39.6%, Dim 2: 31.8%),
which is considered adequate to explain the variance of experimental data. All samples
submitted to deep-fat frying (Figure 2a) were closely placed and were characterized by
higher amounts of PUFAs, UFAs (PUFA + MUFA), and fatty acids from the n6-serie
(Figure 2b and Table 3). Air-fried samples with addition of lemon juice (Figure 2a)
presented the highest values of total COPs (Figure 2b and Tables 4). On the other hand,
raw sample presented the highest values for moisture, fatty acids from the n3-serie, and
the sum of EPA and DHA (EPA+DHA).

Regarding correlations, £n6 vs PUFA (r = 0.96) and EPA+DHA vs Zn3 (r = 1.00)
had a very positive strong correlation. PUFA had a strong negative correlation with SFA
(r =-0.98) and a moderate negative correlation with MUFA (r = -0.60) (Figure 2c).

Figure 2d shows four groups of samples that were formed according to their
similarities by applying HCPC. All samples submitted to deep-fat frying formed the first
group and the second group is composed of air-fried samples treated with 10 and 15%
juice. The third group presents just the raw samples, while the last group is formed by the
grilled samples (control, 5, 10, and 15%) and the other air-fried samples (control and 5%
lemon juice). These results demonstrate that the different cooking methods promoted
distinct effects on the lipid composition of sardines, since the groups are mainly divided
according to the cooking procedure. Just in air-fried samples, the different treatments
were not all grouped together. Moreover, one group is composed only by the raw samples,

showing the great influence of heating.

73



Figure 2: Multivariate analyses. Principal component analyses for treatments (a) and
variables (b). Correlogram, where negative or positive correlation are represented by red

or blue numbers, respectively (c). Hierarchical clustering from principal components (d).
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4 CONCLUSION

This study demonstrated that air-frying, grilling, and deep-fat frying significantly affected the
amount of polyunsaturated fatty acids and led to the formation of cholesterol oxides in sardine fillets.
Considering the PUFAs degradation, the most pronounced effect was observed in grilled samples,
where the PUFAs contents significantly decreased. The highest total COPs level was formed in air-
fried sardines. Despite the antioxidant potential determined in the lemon juice extract and the bioactive
compounds identified, the addition of lemon juice induced the oxidative reactions in most samples.
The results suggest that the high temperatures applied during cooking led to the degradation of potent
antioxidants such as flavonoids. Besides, the juice addition seems to favor lipid oxidation, probably
due to the pro-oxidative effect generated by the pH reduction. Therefore, the results obtained do not
suggest the use of lemon as a natural antioxidant and further studies should be conducted to better
understand the mechanisms that may explain the effects of lemon addition on lipid oxidation in fish.
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6 SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table 1: pH values of raw and cooked sardines (control and with lemon juice at 5%, 10%, and 15%).

Treatments Raw Air Fryer Grill Deep-fat fryer
6.23° 6.382 6.412 6.26°
Control (0.12) (0.04) (0.02) (0.01)
- 5.61f 6.04% 6.03° 6.00
0)
5% lemon juice (0.02) (0.03) (0.06) (0.01)
- 5.409 5.94¢de 5.93¢de 5.91¢%
10% lemon juice (0.02) (0.01) (0.01) (0.02)
- 5.399 5.87¢ 5.92¢de 5.93¢de
0,
15% lemon juice (0.01) (0.06) (0.01) (0.01)

Results presented as mean + standard deviation, n=3. Different letters in the same row indicate significant difference by

Tukey test (p<0.05).
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Table 2: Moisture (g/100 g) and total lipids contents (g/100 g, dry basis) of raw and cooked sardines (control and with lemon juice at 5%, 10%,
and 15%).

Air fryer Grill Deep-fat fryer
Raw Control 5% 10% 15% Control 5% 10% 15% Control 5% 10% 15%
Moisture  71.072¢  50.91¢ 46.419  46.90"  41.00 53.31° 5526 56.39° 55.18°  4855¢F  50.33% 46.099 46.899
(9/100 g) (0.10) (1.22) (1.63) (0.56) (0.05) (0.51) (0.10) (0.64) (0.36) (0.89) (0.19) (0.39) (0.39)
Total )
linid 27.11°  15.919 26.62°  16.379  34.38? 23.24% 18167  23.49 20.68%F  28.950¢ 29.82° 36.26 30.91°
P (0.15) (0.94) (0.29) (0.88) (1.87) (1.32) (0.46) (0.40) (0.53) (1.51) (0.42) (0.33) (0.75)
(9/100 g)

Results presented as mean + standard deviation, n=3. Different letters in the same row indicate significant difference by Tukey test (p<0.05). 5%, 10%, and 15% correspond to
the treatments with addition of lemon juice at 5%, 10%, and 15 %, respectively.
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