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RESUMO

DE OLIVEIRA, Vanessa Sales. Utilizacdo das ervas aromaticas salsa (Petroselinum
crispum Mill.), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e orégano (Origanum vulgare L.)
como antioxidantes naturais em omeletes preparadas por diferentes métodos de coccao.
135p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

O ovo é um constituinte essencial da dieta humana, principalmente devido a biodisponilidade
de seus nutrientes, bem como a acessibilidade e versatilidade no preparo culinério. Entretanto,
0s ovos sdo ricos em acidos graxos poli-insaturados e colesterol, compostos altamente
susceptiveis a oxidacao lipidica quando expostos a tratamentos térmicos empregados durante
0 preparo para 0 consumo humano, acarretando a formagdo de produtos de oxidagdo do
colesterol (POCs) ou oOxidos de colesterol. Os POCs, quando ingeridos a partir da dieta,
apresentam diversos efeitos deletérios a sadde, como aumento do risco para O
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, doengas inflamatdrias e cancer. Assim, estudos
sobre estratégias alternativas baseadas no emprego de fontes naturais de compostos
antioxidantes sdo necessarios para contribuir com a qualidade e seguranca destes alimentos.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito protetor da adicdo de ervas
aromaticas, como a salsa (Petroselinum crispum Mill.), o manjericdo (Ocimum basilicum L.)
e 0 orégano (Origanum vulgare L.), em ovos preparados por diferentes métodos de cocgdo na
forma de omeletes. As ervas foram previamente caracterizadas quanto aos teores totais de
compostos fendlicos e flavonoides, assim como a capacidade antioxidante in vitro (DPPH,
ORAC e sistema B-caroteno/acido linoleico). O extrato do orégano apresentou os teores mais
elevados de fenolicos totais (11,21 + 0,20 mg EAG/g) e flavonoides (34,25 + 0,21 mg EQ/qg).
A maior capacidade antioxidante também foi determinada para o orégano, exceto pelo método
ORAC, onde o orégano e o manjericdo apresentaram resultados similares (p > 0,05). As
ervastambém foram caracterizadas quanto a presenca de compostos bioativos, os quais foram
identificados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Assim,
compostos com propriedades antioxidantes como &cidos fenolicos e seus derivados (acido p-
coumarico, acido p-coumarico 4-O-hexosideo, acido rosmarinico, &cido vanilico, &cido
cafeico) e flavonoides (apigenina 7-glicosideo, quercetina-O-pentosil-hexosideo, diosmetina
7-apiosilglicosideo) foram identificados nas ervas. Na salsa foi observada a predominancia de
flavonoides, enguanto os acidos fendlicos foram os principais compostos determinados no
manjericdo e no orégano. O aquecimento induziu a oxidacdo lipidica durante o preparo
térmico para todos os métodos utilizados, resultando na degradacdo de &cidos graxos poli-
insaturados e na oxidacao do colesterol. Foi observado um aumento nos teores de POCs nas
omeletes controle, de 40,69 + 2,26 pg/g (amostra crua) para 821,05 £+ 13,77 ug/g (air fryer),
805,21 + 14,50 nug/g (micro-ondas) e 311,07 + 13,84 pg/g (fogao) (p < 0,05). A formacdo dos
oxidos de colesterol foi mais pronunciada nas amostras tratadas em air fryer e micro-ondas, as
quais apresentaram maiores temperaturas internas ap0s a coccdo (138 e 95 °C,
respectivamente), destacando o maior impacto do aquecimento quando condi¢bes mais
extremas de processo foram utilizadas. No entanto, a adi¢cdo das ervas provou ser eficaz na
reducdo da formacdo de POCs para todos os meétodos de coccdo, principalmente nos
tratamentos com 0,75% de erva, que foi a maior concentragdo empregada. Teores inferiores
foram determinados nas amostras contendo as ervas, de 72,76 + 7,73(0,75% orégano/fogéo) a
670 £ 8,77 ng/g (0,25% salsa/micro-ondas), quando comparados as amostras controle (311,07
+ 13,84 - 821,05 + 13,77 png/g). A salsa e o orégano apresentaram a melhor protegdo frente a



formacdo de POCs para o tratamento em air fryer. O manjericdo foi mais eficaz nas amostras
preparadas em micro-ondas, enquanto para o fogdo, 0 manjericdo e o orégano apresentaram
maior potencial referente a oxidacdo do colesterol. Além disso, analises cromatogréficas
revelaram a possivel degradacdo térmica dos constituintes bioativos das ervas, principalmente
na salsa, visto que alguns compostos que foram encontrados nas ervas ndo foram detectados
nas amostras de omeletes que continham as ervas apds a cocgdo. No entanto, os resultados
deste estudo indicam a potencial aplicacdo da salsa, do manjericdo e do orégano como
inibidores naturais da oxidacdo lipidica e do colesterol durante o preparo térmico de omeletes.
Ademais, esta estratégia também pode ser considerada pela indUstria de alimentos para
substituir ou reduzir o emprego de antioxidantes sintéticos na producdo de alimentos.

Palavras-chave: ovos, antioxidantes naturais, termo-oxidacao.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Vanessa Sales. The use of the aromatic herbs parsley (Petroselinum
crispum Mill.), basil (Ocimum basilicum L.) and oregano (Origanum vulgare L.) as
natural antioxidants in omelets prepared by different cooking methods. 135p. Thesis
(Doctoral program in Food Science and Technology). Institute of Technology, Food
Technology Department, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The egg is an essential constituent of the human diet, mainly due to the bioavailability of its
nutrients, as well as accessibility and versatility in culinary preparation. However, eggs are
rich in polyunsaturated fatty acids and cholesterol, compounds highly susceptible to lipid
oxidation when exposed to heat treatments employed during the preparation for human
consumption, leading to the formation of cholesterol oxidation products (COPs) or cholesterol
oxides. COPs, when ingested through the diet, present several deleterious health effects, such
as the increased risk for the development of cardiovascular diseases, inflammatory diseases,
and cancer. Thus, studies about alternative strategies based on the use of natural sources of
antioxidant compounds are necessary to contribute to the quality and safety of these foods.
Therefore, this work aimed to evaluate the protective effect of adding aromatic herbs, such as
parsley (Petroselinum crispum Mill.), basil (Ocimum basilicum L.), and oregano (Origanum
vulgare L.), in eggs prepared by different cooking methods as omelets. The herbs were
previously characterized by their total contents of phenolic compounds and flavonoids, as
well as their antioxidant capacity in vitro (DPPH, ORAC, and B-carotene/linoleic acid assay).
Oregano extract showed the highest levels of total phenolics (11.21 + 0.20 mg GAE/g) and
flavonoids (34.25 + 0.21 mg QE/g). The highest antioxidant capacity was also determined for
oregano, except by the ORAC method, where oregano and basil presented similar results (p >
0.05). The herbs were also characterized by the presence of bioactive compounds, which were
identified by liquid chromatography coupled to mass spectrometry. Thus, compounds with
antioxidant properties such as phenolic acids and their derivatives (p-coumaric acid, p-
coumaric acid 4-O-hexoside, rosmarinic acid, vanillic acid, caffeic acid) and flavonoids
(apigenin 7-glucoside, quercetin-O-pentosyl-hexoside, diosmetin 7-apyosilglucoside) were
identified in herbs. In parsley, the predominance of flavonoids was observed, while the
phenolic acids were the main compounds determined in basil and oregano. Heating induced
lipid oxidation during the thermal preparation for all methods used, resulting in the
degradation of polyunsaturated fatty acids and the oxidation of cholesterol. An increase in the
total contents of COPs was observed in control omelets, from 40.69 + 2.26 ug/g (raw sample)
to 821.05 £ 13.77 pg/g (air fryer), 805.21 + 14.50 ug/g (microwave), and 311.07 + 13.84 ug/g
(pan frying) (p < 0.05). The formation of cholesterol oxides was more pronounced in samples
treated in air fryer and microwave, which showed the highest internal temperatures after
cooking (138 and 95 °C, respectively), highlighting the greatest impact of heating when more
extreme processing conditions were used. However, the addition of the herbs proved to be
effective in reducing COPs formation for all cooking methods, mainly for the treatments with
0.75% herb, which was the highest concentration applied. Lower levels were determined in
samples containing the herbs, from 72.76 + 7.73 (0.75% oregano/pan frying) to 670 + 8.77
ug/g (0.25% parsley/microwaving), when compared to control samples (311.07 + 13.84 —
821.05 £ 13.77 ng/g). Parsley and oregano presented the best protection against COPs
formation for the treatment in air fryer. Basil was the most effective in samples prepared in
the microwave, while for pan frying, basil and oregano presented the highest potential
regarding the cholesterol oxidation. In addition, chromatographic analyses revealed the
possible thermo-degradation of bioactive constituents of herbs, principally in parsley, since



some compounds that were found in the herbs were not detected in omelet samples containing
the herbs after cooking. Nonetheless, the results from this study indicate the potential
application of parsley, basil, and oregano as natural inhibitors of lipid and cholesterol
oxidation during the thermal preparation of omelets. Moreover, this strategy may also be
considered by the food industry to substitute or reduce the use of synthetic antioxidants in
food production.

Keywords: eggs, natural antioxidants, thermo-oxidation.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ovo é um alimento primordial na composicdo da dieta humana. Rico em nutrientes
como proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas e minerais, 0s ovos também apresentam
elevados teores de compostos bioativos como carotenoides e uma fragdo lipidica rica em
elementos tais como acidos graxos insaturados. Os ovos se destacam devido a caracteristicas
como a conveniéncia, a acessibilidade e a versatilidade, apresentando ampla disponibilidade e
facil aquisicdo, uma vez que sdo comercializados a precos inferiores aos de outros alimentos
de origem animal. Além disso, 0s ovos proporcionam diversas possibilidades de preparo para
consumo.

Ovos comercializados in natura podem ser consumidos apés diferentes preparacdes
culinérias ou utilizados como ingredientes de receitas, enquanto 0s ovos processados sao
comumente empregados pela industria de alimentos no preparo de produtos como massas,
biscoitos, pdes, entre outros. De fato, as pesquisas demonstram um aumento na producdo e
consumo de ovos. Assim, as diversas aplicacdes e a importancia deste alimento indicam a
necessidade de estudar os processos oxidativos em sua fracdo lipidica.

A fracdo lipidica de ovos € composta principalmente por acidos graxos essenciais e
apresenta elevados niveis de colesterol. Apesar das fungdes vitais exercidas por estes
compostos no organismo humano, a presenca de lipidios insaturados torna 0s 0vOS
particularmente suscetiveis a oxidagdo, o que leva a perdas nutricionais e sensoriais, aléem de
comprometer a integridade e seguranca deste alimento devido a formacdo de compostos
potencialmente toxicos.

O colesterol tem reconhecida sua instabilidade, que é influenciada pela propria
estrutura quimica, temperatura, pH, oxigénio, luz, presenca de ions metalicos, entre outros
fatores. Assim, o emprego de elevadas temperaturas durante o preparo térmico de ovos pode
determinar alteracbes oxidativas na molécula do colesterol, acarretando a formacdo de
produtos da oxidacéo do colesterol (POCs).

Embora os POCs tenham origem enddgena e exercam funcdes biolégicas importantes
no organismo humano, quando obtidos através da dieta, principalmente pelo consumo de
alimentos processados de origem animal, sdo associados a efeitos adversos a saude. A
literatura evidencia a relacdo entre POCs exOgenos e a citotoxidade, aterogénese,
carcinogénese e doencas neurodegenerativas, além de alteracfes das propriedades das
membranas celulares e no metabolismo do colesterol.

Desta forma, torna-se indispensavel o controle das reacfes de oxidacdo do colesterol
durante o preparo de alimentos, o que pode ser alcancado por meio do emprego de
antioxidantes. A utilizacdo de antioxidantes sintéticos é a principal estratégia empregada pela
industria para controle da oxidacdo lipidica. Entretanto, devido ao potencial toxico e
carcinogénico destes aditivos, é crescente o interesse por antioxidantes encontrados em fontes
naturais como as ervas.

A salsa (Petroselinum crispum Mill.), o manjericdo (Ocimum basilicum L.) e o
orégano (Origanum vulgare L.) sdo ervas aromaticas populares e tradicionalmente
consumidas no Brasil. Além de agregar sabor, cor e aroma aos alimentos, apresentam
aspectos nutricionais benéficos a saude e propriedades antioxidantes que destacam a
funcionalidade destas como conservantesnaturais, representando alternativas viaveis e seguras
durante o preparo térmico de alimentos e também para a inddstria.

O efeito do preparo térmico sobre a composicdo lipidica de alimentos ja foi
esclarecido por pesquisadores e evidenciam a formacdo de compostos que representam riscos
a saude dos consumidores. Entretanto, ndo existem estudos sobre as possiveis alteracdes na
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composicdo lipidica e formacdo de Oxidos de colesterol durante o preparo térmico por
diferentes métodos de coccéo de ovos na forma de omeletes. Embora o preparo em fogéo (por
conducdo) ainda seja 0 método mais utilizado, outros métodos mais praticos de preparo como
0 air fryer e o micro-ondas tem apresentado uma crescente popularizagdo, o que reflete
habitos alimentares comuns a populacdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do emprego de ervas aromaticas (salsa, manjericdo e orégano) como antioxidantes naturais
durante o preparo térmico de omeletes em air fryer, micro-ondas e fogao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Consumo e producédo de ovos

Conforme o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), entende-se por “ovos”, sem outra especificagao, os ovos de galinha em
casca (BRASIL, 2020). O ovo é um alimento primordial para a dieta e manutencao da satde,
cujo consumo e producdo tém apresentado um incremento significativo nas Gltimas décadas.

Segundo a FAO (Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura), a
producdo mundial de ovos alcangcou 83 milhdes de toneladas em 2019, onde a China se
destacou como o principal produtor com 35% do mercado (FAO, 2021). No Brasil, os dados
divulgados pela Associagdo Brasileira de Proteinas Animais (ABPA) demonstram que a
producéo de ovos brasileira foi de 54,973 bilhdes de unidades em 2021, sendo que 99,54% da
producdo foram destinadas para atender o mercado interno. Tais valores indicam um
acréscimo de aproximadamente 11% em comparacdo com a producdo total no ano de 2019,
mesmo durante um periodo desafiador para o setor devido a crise econémica mundial que se
iniciou em 2020 com a chegada da pandemia do COVID 19 (ABPA, 2022). Além disso, 0
consumo de ovos registrado no Brasil em 2021 foi de 257 unidades por habitante, 27 ovos a
mais do que em 2019 (Figura 1).

2014 182

Ano

2017 192

o

) =

2

Umnidade/ano

Figura 1: Consumo per capita de ovos no Brasil durante o periodo de 2010 a 2021 (ABPA,
2022).

O aumento no consumo de ovos pode ser atribuido a diversos fatores. A populagédo
esta cada vez mais preocupada com os alimentos que consome, uma vez que 0s tipos de
alimentos presentes na dieta refletem diretamente na satde. Assim, a realizagdo de estudos e
circulacdo de informagbes concretas e relevantes contribui para o melhor entendimento por
parte do consumidor dos beneficios associados ao consumo deste alimento devido a sua rica
composicdo em nutrientes (REHAULT-GODBERT, GUYOT e NYS, 2019; SANLIER e
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USTUN, 2021).

Os ovos representam uma alternativa acessivel e versatil para a populacdo, alem de
ampla disponibilidade, uma vez que é um alimento de facil aquisicdo principalmente pelo
baixo custo, quando comparado a outros alimentos de origem animal (REHAULT-
GODBERT, GUYOT e NYS, 2019; SASS et al.,, 2020; MANARINI, 2021). Os ovos
apresentam maltiplas possibilidades de consumo, podendo ser preparados térmicamente a
partir de diversos métodos de coc¢do e técnicas culinarias que resultam em alimentos com
caracteristicas sensoriais variadas (RUHLMAN, 2014; MANARINI, 2021). O aumento no
namero de pessoas que adotaram o vegetarianismo também reflete no consumo de ovos, visto
que o ovo é consumido nas principais refeicdes como uma opcdo de fonte proteica
(MANARINI, 2021).

Em um estudo realizado por Sass et al. (2020), os autores avaliaram dados de redes
sociais para entender a percepcdo dos consumidores acerca de ovos e constataram que entre
os termos utilizados em publicagdes referentes a este alimento a categoria mais reportada foi
“Refeigdes didrias”, com aproximadamente 60% do contetido analizado. Além disso, 4% do
contetdo foram postagens referentes a dietas veganas e tratavam da dificuldade dos
consumidores em substituir o ovo, seja porque simplesmente gostavam deste alimento ou
porque nao encontravam uma proteina adequada para a subtituicdo. A categoria “preco”
tambémfoi citada, principalmente nos paises onde a lingua oficial era o Portugués, oque foi
associado ao fato destes serem paises pobres e em desenvolvimento, onde 0s pregos
impactavam mais a populacao.

Quanto a comercializagcdo, 0s ovos podem ser encontrados in natura ou na forma
industrializada. Os ovos processados sdo utilizados como produtos liquidos, congelados ou
desidratados, principalmente pela industria alimenticia na producdo de produtos de
panificacdo, sobremesas, massas, maioneses, entre outros. O emprego de 0v0osS COMO
ingrediente obrigatorio e multifuncional em uma variedade de alimentos deve-se
principalmente as suas propriedades tecnologicas como a capacidade formadora de espuma e
acdo emulsificante, assim como seus atributos de cor e aroma (LAMAS et al., 2016; LI et al.,
2021; LOPEZ-MARTINEZ, MORENO-FERNANDEZ e MIGUEL, 2021). Assim, 0 0vo esta
amplamente presente na dieta cotidiana como uma fonte acessivel de nutrientes.

2 Importancia nutricional e lipidios em ovos

Entre os alimentos que fornecem nutrientes essenciais para o0 corpo humano, 0S ovos
caracterizam-se por conter uma grande variedade de compostos bioativos com atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, imunomodulatéria, anticarcinogénica e antidiabética
(REHAULT-GODBERT, GUYOT e NYS, 2019; XIAO et al., 2020; SANLIER e USTUN,
2021).

Os ovos contém proteinas de facil digestdo e elevado valor biolégico (presenca de
todos 0s aminoacidos essenciais), vitaminas (A, D, E, K e do complexo B) e minerais (célcio,
ferro, magnésio, fosforo, sodio, potassio), sendo ainda caracterizados como fonte moderada
de calorias (aproximadamente 140 kcal/100 g) (LESNIEROWSKI e STANGIERSKI, 2018;
REHAULT-GODBERT, GUYOT e NYS, 2019). As proteinas sdo distribuidas na gema e na
clara, enquanto os lipidios, as vitaminas e 0s minerais sdo essencialmente concentrados na
gema (REHAULT-GODBERT, GUYOT e NYS, 2019). A composicio bésica da gema e da
clara do ovo é apresentada na Figura 2.



Lipidios (0,19%)

Carboidratos (0.85%) Cinzas (1,68%)

Cinzas (0.42%)
Proteinas (10,82%) Lipidios
26.71%)

Carboidratos X
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Proteinas
(15,50%)

Agua (87.72%)
(a) (b)
Figura 2: Composicdo do ovo: a) clara. b) gema. Adaptado de Réhault-Godbert, Guyot e Nys
(2019).

Estudos reportam elevados teores de carotenoides como a luteina e a zeaxantina em
gemas de ovos. Estes carotenoides dietéticos, também denominados pigmentos maculares, se
acumulam na retina e estdo associados a prevencado e tratamento de doencas oculares como a
degeneragdo macular relacionada com a idade, além de catarata (MROWICKA et al., 2022).
A gema ainda compreende a fracdo lipidica que inclui triacilglicerdis, fosfolipidios e
colesterol (XIAO et al., 2020).

Diversas propriedades bioldgicas séo atribuidas aos acidos graxos presentes em ovos,
onde predominam 0s componentes insaturados, os quais exercem fung¢fes como atividade
anti-inflamatoria, protecdo cardiovascular e regulacdo de funcdes celulares, além do balango
homeostatico fisioldgico, o que acarreta diretamente em melhoras ao sistema neurologico
(XIAO et al., 2020). Os principais &cidos graxos insaturados comumente encontrados em
gemas de ovos sdo os &cidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e araquidénico (C20:4),
enquanto 0s acidos graxos saturados predominantes sdo os &cidos palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0) (ATTIA etal., 2015; MELO et al., 2019; BATKOWSKA et al., 2021).

Ao avaliar o perfil de &cidos graxos de ovos convencionais, Batkowska et al. (2021)
determinaram o0s 4acidos oleico (39,17 g/100 g) e palmitico (25,67 ¢/100 g) como
componentes majoritarios. Quanto aos diferentes grupos de acidos graxos, 0s teores
decresceram na seguinte ordem: acidos graxos monoinsaturados > acidos graxos saturados >
acidos graxos poli-insaturados.

A fracdo lipidica dos ovos tambeém é caracterizada por niveis elevados de colesterol.
O colesterol (C27H460) € um esterol de origem animal e constitui-se como o principal
composto da fracdo insaponificavel de 6leos e gorduras. E um componente estrutural das
membranas celulares e das lipoproteinas plasmaticas, onde modula a fluidez e participa do
transporte e metabolismo de lipidios, aléem de ser precursor da sintese de hormdnios
esteroides, acidos biliares e vitamina D (MORZYCKI, 2014; AGUILAR- BALLESTER et
al., 2020). Quanto as fontes de colesterol, este pode ser sintetizado endogenamente no corpo
humano e absorvido a partir dos alimentos de origem animal (AGUILAR-BALLESTER et al.,
2020).

Os teores de colesterol das gemas de ovos podem variar de 11 a 15 mg/g de gema,
representando cerca de 5% do total de lipidios das mesmas (SUN et al., 2015). Batkowska et
al. (2021) determinaram um teor de colesterol de 10,10 mg/g de gema em ovos obtidos de
animais tratados com dieta convencional. Os autores também avaliaram os efeitos da adicdo
de 6leo de soja e linhaga, no entanto, teores similares foram encontrados. Quanto aos
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acidos graxos, a alimentacdo diferenciada com os 06leos acarretou no aumento do teor de
acidos graxos da série d6mega 3.

De acordo com Abdalla e Ochi (2018), o teor de colesterol é reduzido em ovos de
poedeiras com idade mais avangada. Alteracdes no perfil de &cidos graxos e nos niveis de
colesterol de ovos devido ao emprego de diferentes sistemas de criagdo com mudangas de
dieta também foram observadas por Islam et al. (2021). As varia¢Ges reportadas na literatura
demonstram que a composicao lipidica de ovos pode ser influenciada por diversos fatores
como a genética, a idade, a dieta, condicdes ambientais e praticas de criagdo, entre outros
(ABDALLA e OCHI, 2018; BATKOWSKA et al., 2021; ISLAM et al., 2021; ZITA et al.,
2022).

Apesar das funcdes vitais exercidas pelo colesterol no organismo humano, durante
anos o contetido de colesterol presente na gema dos ovos contribuiu para a forte publicidade
negativa acerca do consumo destes, devido a associacdo dos elevados teores de colesterol
sérico com o aumento do risco de doengas cardiovasculares. Entretanto, diversas pesquisas
apresentam resultados controversos e os dados obtidos ndo suportam a correlacdo entre o
consumo de ovos e a incidéncia de doencas cardiovasculares em individuos saudaveis
(MARVENTANO et al., 2020; HAHN et al., 2021; MA et al., 2022). Além disso, ao contrario
de outros alimentos de origem animal, 0s ovos contém menores teores de &cidos graxos
saturados em detrimento aos insaturados, perfil caracteristico de uma dieta direcionada para a
reducdo de disturbios cardiovasculares (VALENZUELA et al., 2016; KIM e REBHOLZ,
2021).

Desta forma, a problematica relacionada ao colesterol em ovos ndo esta propriamente
relacionada aos teores, mas sim a forma como este alimento é preparado e consumido. A
presenca de lipidios insaturados, como os acidos graxos e o colesterol, torna 0s ovos, assim
como alimentos que os contém, particularmente suscetiveis aos processos oxidativos, que
levam a perdas nutricionais e sensoriais, além de comprometer a integridade e seguranca por
meio da formacdo de compostos potencialmente toxicos (INNOSA et al., 2019; VERARDO
et al., 2020).

3 Oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica é um fendmeno complexo que pode ocorrer por meio de trés

mecanismos: a foto-oxidacdo, a oxidacdo via enzimatica e a auto-oxidacdo. Em alimentos, a
oxidacdo é a principal forma de degradacdo de lipidios e ocorre principalmente via auto-
oxidagdo (LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007; KUMAR et al., 2015).
A auto-oxidacdo ocorre na presenca de oxigénio e iniciadores como luz, calor,
fotossensibilizadores, metais e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. E associada a
reacdo de oxigénio com &cidos graxos insaturados através de um mecanismo de reacdes em
cadeia de radicais (espécies quimicas instaveis e de alta reatividade que contém um ou mais
elétrons ndo pareados). O processo de auto-oxidacdo lipidica é dividido em trés etapas
consecutivas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo (RAMALHO e JORGE, 2006;
LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007; KUMAR et al., 2015).

Na etapa de iniciacdo, um hidrogénio é abstraido de um &cido graxo, deixando um
elétron ndo pareado no carbono e gerando assim um radical alquil. A abstracdo de hidrogénio
ocorre preferencialmente em acidos graxos insaturados, pois quando um atomo de carbono é
adjacente a uma ligacdo dupla, a ligacdo covalente C-H torna-se mais fraca e requer menor
energia de dissociacdo (GORDON, 2004).



A suscetibilidade dos &cidos graxos a oxidacdo lipidica aumenta com o grau de
insaturacdo. A abstracdo de hidrogénio de um grupo metileno de um sistema 1,4-pentadieno
ocorre mais facilmente do que em um simples grupamento alilico, além de que o radical 1,4-
dieno gerado é estabilizado de modo mais eficiente por ressonancia, isto é, pelo deslocamento
de elétrons pelos cinco &omos de carbono (LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE,
2007; DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Apo6s a abstracdo do hidrogénio, a energia do radical alquil formado € reduzida por
isomerizacdo devido a formacdo de ligagcdes duplas conjugadas. Desta forma, o radical alquil
reage rapidamente com o oxigénio atmosférico gerando novas espécies radicais, os radicais
peroxidos. Este radical peroxil tem energia suficiente para promover a abstracdo de
hidrogénio de outro &cido graxo, formando outro radical alquil e produtos primarios da
oxidacdo (peroxidos e hidroperoxidos) (LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007,
KUMAR et al., 2015).

Durante a fase de terminagéo ocorre a interrupacao das rea¢oes de propagagdo com o
acumulo de radicais perdxidos que reagem entre si formando moléculas estaveis como
dimeros de acidos graxos, trimeros e oligdmeros (BARDEN e DECKER, 2016). Produtos
secundarios sdo formados na terminacdo através da decomposicdo de hidroperdxidos
formando aldeidos, hidrocarbonetos, alcoois, cetonas volateis e outroscompostos ndo volateis
(LAGUERRE, LECOMTE e VILLENEUVE, 2007). A figura 3apresenta o esquema geral
para as etapas da auto-oxidacéo lipidica.
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e 3
¥
Re + 0O2 — ROOe

A (radical peréxido)

Propagacao
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|
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|
|
|
|
|
|
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(produtos estaveis)
Re P

Terminacao

Figura 3: Esquema geral para a auto-oxidacdo lipidica. Adaptado de GAVAHIAN et al.
(2018).

4 Oxidacéo do colesterol e formacao de 6xidos de colesterol

O colesterol apresenta-se em sua forma livre, combinado com acidos graxos de cadeia
longa ou como ésteres de colesterol em células, tecidos, fluidos e alimentos. Em sua forma
livre, o colesterol apresenta uma cadeia longa de alcool policiclico com um anel tetraciclico
que possui um grupo hidroxila no carbono 3 e uma insaturacéo entre os carbonos 5 e 6, assim
como uma cadeia lateral alifatica (MCCLEMENTS e DECKER, 2010; VICENTE et al.,
2012).

A oxidacdo do colesterol em alimentos ocorre de forma similar & oxidacdo dos &cidos
graxos insaturados, via mecanismo de auto-oxidagdo, e acarreta a formagdo de compostos
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conhecidos como Oxidos de colesterol ou produtos da oxidacdo do colesterol (POCs)
(SMITH, 1987).

Os oOxidos de colesterol possuem uma estrutura semelhante a do colesterol,
apresentando uma hidroxila adicional, um grupo cetona ou epdxido no ndcleo central, ou
ainda uma hidroxila na cadeia lateral (KIM e NAWAR, 1993). A ligacdo dupla entre os
carbonos 5 e 6 torna a molécula altamente suscetivel a oxidacao, sendo o carbono 7 o centro
reativo. Os carbonos 4 e 7 apresentam-se no mesmo plano, entretanto, o impedimento estérico
provocado pelo grupo hidroxila do carbono 3 dificulta as reagdes oxidativas no carbono 4. O
mesmo impedimento estérico ocorre no carbono 5, devido ao substituinte trialquil (TAI,
CHEN e CHEN, 1999). A figura 4 apresenta as posicdes mais susceptiveis a oxidacdo na
molécula de colesterol.

HO via quimica

v
4 5 7 2 = -
T .T ; > via enzimatica

Figura 4: Posi¢cdes da molécula de colesterol susceptiveis ao ataque oxidativo (SMITH,
1987).

A fraca energia da ligacdo C-H no carbono 7 favorece a reacdo, pois demanda uma
menor energia de ativacdo para a abstracdo do hidrogénio (TAI, CHEN e CHEN, 1999). A
auto-oxidacdo do colesterol se inicia com a formacdo de um radical no carbono 7 acarretando
na formacdo simultanea de 7a- e 7B-hidroperéxidos, predominando o 7B-hidroperdxido por
ser termodinamicamente mais estavel devido a sua forma equatorial. Posteriormente, estes
compostos sdo reduzidos aos seus alcoois correspondentes (7a- ¢ 7B- hidroxicolesterol) ou
podem originar o 7-cetocolesterol (TAI, CHEN e CHEN, 1999).

A epoxidacdo acarreta a formacdo de 5,60- e 5,6B-epoxicolesterol, formados
principalmente em condi¢bes de elevada concentra¢do de oxigénio. Produtos da oxidacdo da
cadeia lateral do colesterol também podem ser formados, onde a oxidacdo predominante dos
carbonos terciarios C20 e C25 acarreta a formacdo de 20-hidroxicolesterol e 25-
hidroxicolesterol, respectivamente, podendo ainda haver a ocorréncia de 24-, 26- e 27-
hidroxicolesterois. O colesterol também pode ser degradado por outras vias e desencadear o
desenvolvimento de outros produtos como hidrocarbonetos de cadeia curta, aldeidos, cetonas
e alcoois (SMITH, 1987).

A figura 5 apresenta as vias de formacdo dos principais O0xidos de colesterol. No
entanto, a auto-oxidacdo do colesterol € um mecanismo complexo onde o perfil dos 6xidos de
colesterol e suas concentragcdes sdo influenciados por fatores como a atividade de agua, pH,
exposicdo a luz e a irradiacdo, temperaturas elevadas, a presenca de oxigénio e compostos
antioxidantes, ions metalicos, o estado fisico do colesterol e a composicdo do alimento
(BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).
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Figura 5: Vias de formacdo dos principais 6xidos de colesterol. Adaptado de Medina-Meza e
Barnaba (2013).

5 Efeitos dos 6xidos de colesterol a satide

Considerando as fontes de 6xidos de colesterol, estes podem ser formados de forma
enddgena no organismo humano, basicamente no figado e nos tecidos geradores de horménios
esteroides, e também serem obtidos de forma exdgena por meio do consumo de alimentos de
origem animal, principalmente quando processados (HUR, PARK e JOO, 2007; KULIG et
al., 2016; GARCIA-LLATAS et al., 2021).

Os POCs formados endogenamente apresentam efeitos bioldgicos relevantes. Estes
compostos participam ativamente de processos como a homeostase e o metabolismo de
biomoléculas (colesterol, lipidios, glicose, hormonios esterdides e vitamina D) (KULIG et al.,
2016; CHOI e FINLAY, 2020). Atuam como marcadores da oxidacdo lipoproteica e
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moduladores da permeabilidade celular (KULIG et al., 2016), assim como em respostas
imunoldgicas e mecanismos de defesa contra infecgdes (KULIG et al.,, 2016; CHOI e
FINLAY, 2020; REINMUTH et al., 2021). Ademais, os 6xidos de colesterol ainda podem ser
empregados como biomarcadores para diagnosticar e/ou monitorar a progressdo de cancer e
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (ZMYSLOWSKI ¢ SZTERK, 2019;
KLOUDOVA- SPALENKOVA, HOLY e SOUCEK, 2021).

Entretanto, os POCs obtidos a partir de dietas ricas em lipidios oxidados apresentam
efeitos deletérios a salde, sendo associados ao desenvolvimento de processos inflamatérios,
ao estresse oxidativo e a morte celular (DE MEDINA, SILVENTE-POIROT e POIROT,
2022). Assim, inumeras pesquisas relacionam a ingestdio de POCs exd6genos com o0
desencadeamento de patologias como doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas,
osteoporose, diabetes, artrite reumatoide, além de alteraces fisioldgicas como inflamagdes e
apoptoses (WATANABE et al., 2018; MCCOMB et al., 2021; GARCIA-LLATAS et al.,
2021; NURY et al., 2021; LIU et al., 2022). As vias de absorgdo de POCs em condigdes in
vivo ainda ndo foram completamente elucidadas. Entretanto, os 6xidos de colesterol podem
ser absorvidos dos alimentos para a corrente sanguinea e, assim, acumularem nos tecidos e
orgaos humanos, representando um risco concreto a saude humana (GARCIA-LLATAS et al.,
2021).

O 7-cetocolesterol, principal POC encontrado nos alimentos, ativa mondcitos e
macrofagos induzindo o estresse oxidativo que pode acarretar alteragdes na membrana
plasmética, disfungdes de organelas, danos ao DNA e secre¢do de citocinas levando a morte
celular (NURY et al., 2017; BRAHMI et al., 2018; WANG et al., 2021a; MAHALAKSHMI
et al., 2021). Os POCs causam injurias ao intestino (IAIA et al., 2020) e o desenvolvimento
de patologias oculares (WANG et al., 2021a). Um estudo de revisdo da literatura abordou a
relacdo do 27-hidroxicolesterol com o desenvolvimento de canceres, onde o 0xido apresentou
efeitos adversos no desenvolvimento do céancer de mama, colon, cérebro e tiredide
(BIASI et al., 2021).

InflamacGes em niveis neuronais induzidas por PCs podem levar ao desenvolvimento
de doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, doenca de Huntington e
esclerose maltipla (MALAGUTI et al., 2019; MAHALAKSHMI et al., 2021; VEJUX et al.,
2021). Os oOxidos de colesterol também sdo associados a aterogénese e constantemente
encontrados no plasma de individuos hipercolesterolémicos e em placas ateroscleréticas
(DIAS et al., 2018; ANDERSON et al., 2020). O quadro 1 apresenta alguns estudos recentes
presentes na literatura que reportam efeitos adversos dos 6xidos de colesterol a satde.
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Quadro 1: Estudos referentes aos 6xidos de colesterol e seus efeitos deletérios a saude.

Oxido de colesterol Efeito Referéncia
7-cetocolesterol Induz alteragBes peroxissomais morfoldgicas, [Nury et al.
topograficas e funcionais associadas a |[(2018)
disfuncdes graves e leves em mitocondrias.
7-cetocolesterol Aumenta a expressdo do mRNA de citocinas |Watanabe et
pré-inflamatérias  em células mesangiais j@l. (2018)
humanas contribuindo para a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na fisiologia de
nefropatias diabéticas.
25-0OH Promove a calcificagdo vascular (comum em |Dong et al.
pacientes com doenca renal, diabetes e |(2020)
aterosclerose) em células musculares lisas
vasculares in modelos in vivo e in vitro por
meio do extresse do reticulo endoplasmatico.
7-cetocolesterol Efeito mutagénico em células ovarianas em |Wang et al.
hamsters. (2020)
7-cetocolesterol e 73-OH Associacdo com lesGes neuroaxonais em Mccomb et
esclerose multipla. al. (2021)
Misturas de POCs (24-OH, 27-OH, 7- |Induz a reatividade de astrdcitos e a liberacdo [Staurenghi
cetocolesterol, 7a- e 7B-OH, 5,6a- e |de mediadores que afetam a satde neuronal e [et al. (2021)
5,6B-epoxicolesterol) em quantidades  |sinapses em camundongos.
encontradas em  cérebros com
Alzheimer em nivel leve e grave
7-cetocolesterol Induz a transi¢do endotetial-mesenquimal em |Wang et al.
células  endoteliais coroidais e promove |(2021a)
fibrose causando implicacdes na
neovascularizacdo durante a degeneragdo
macular relacionada a idade.
25-OH Induz a morte celular apoptética em células |You et al.
L.929 de fibroblastos em camundongos. (2021)
27-OH Contribui para a fosforilacdo da proteina tau, Wang et al.
abundante em neur6nios do sistema nervoso |(2022)
central, prejudicando a autofagia, a memoria
e 0 aprendizado em camundongos.

*25-OH = 25-hidroxicolesterol; 7p-OH = 7B-hidroxicolesterol; 24-OH = 24-hidroxicolesterol; 27-OH = 27-

hidroxicolesterol.

6 Preparo térmico de alimentos e oxidacao lipidica

A formacdo de 6xidos de colesterol em alimentos € inevitavel, sendo atribuida
principalmente ao binbmio tempo-temperatura de processamento, condicBes de
armazenamento, manuseio e embalagem. Ademais, 0os POCs também podem ser formados
involuntariamente durante o preparo domeéstico (GARCIA-LLATAS et al., 2021).

Dentre os fatores que induzem o0s processos oxidativos em alimentos, a termo-
oxidacdo é um dos mais relevantes. Temperaturas elevadas atuam diminuindo a energia de
ativacdo necessaria para a abstracdo do hidrogénio que leva a formacg&o de radicais, iniciando
assim as reacdes da auto-oxidacdo em cadeia (BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN,
2017).
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O impacto do aquecimento na formacdo de POCs em ovos e produtos preparados com
ovos foi demonstrado em estudos anteriores. Elevados teores de 7-cetocolesterol, 7a-
hidroxicolesterol e 7p-hidroxicolesterol foram determinados em ovos enriquecidos com
acidos graxos da série 6mega 3 apos fervura e fritura (MAZALLI e BRAGAGNOLO, 2009;
REN et al., 2013). Zardetto, Barbanti e Dalla Rosa (2014) mostraram que a concentracdo de
POCs em massas preparadas com ovos pasteurizados aumentou de 66,44 ng/g para 117,90
ug/g apds o cozimento a 100°C por 120 minutos. Biscoitos formulados com ovos
pasteurizados apresentaram maiores teores de Oxidos de colesterol do que amostras
formuladas com ovos em pd, o que foi atribuido ao fato da secagem por pulverizacao ter
ocasionado menos danos oxidativos em relacdo ao método de pasteurizacdo (VERARDO et
al., 2020).

O preparo térmico de alimentos por diferentes métodos de coccdo € associado a
ocorréncia de processos oxidativos. Embora sejam poucos 0s estudos acerca do preparo
térmico de ovos e estes ndo abordem a oxidacdo do colesterol, estudos reportaram o efeito do
air fryer durante o preparo térmico de sardinhas (FERREIRA et al., 2017; DE CARVALHO
et al., 2021). De acordo com de Carvalho et al. (2021) e Ferreira et al. (2022), o cozimento em
grill também acarretou a oxidagéo lipidica e formacéo de o0xidos de colesterol em sardinhas,
assim como a fritura em 6leo (DE CARVALHO et al, 2021). Min et al. (2016)
demonstraram os efeitos de diferentes metodos de cocg¢do, como 0 micro-ondas, vapor, grill e
fogdo convencional, na formacdo de 6xidos de colesterol durante o preparo térmico de lombo
suino. Desta forma, devido aos efeitos deletérios associados a ingestdo de POCs é notavel a
importancia de controlar a formagdo destes compostos em alimentos, onde o emprego de
antoxidantes € a principal estratégia para minimizar os danos decorrentes da oxidacéo lipidica.

7 Antioxidantes sintéticos x antioxidantes naturais

Antioxidantes sdo substancias sintéticas ou naturais que mesmo em baixas
concentracfes sdo capazes de retardar ou inibir as reacGes oxidativas. Este efeito pode ser
observado devido a interrupcdo da oxidacao lipidica durante a fase de propagacao por meio da
doacdo de elétrons ou atomos de hidrogénio e estabilizacdo dos radicais ou pela acgéo
protetora dos antioxidantes frente aos iniciadores destas reacdes (LAGUERRE, LECOMTE e
VILLENEUVE, 2007; FERNANDES, TRINDADE e DE MELO, 2018; ADMASSU, 2019).

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados na inddstria de alimentos, onde
0s principais sdo o butilidroxianisol (BHA), butilidroxitolueno (BHT), galato de propila (GP)
e terc-butilidroguinona (TBHQ) (ADMASSU, 2019; XU et al., 2021). Embora esta seja uma
estratégia eficaz no controle dos processos oxidativos, nos ualtimos anos é notavel a
preocupacdo da populacdo em relacdo aos alimentos que consomem e a busca por produtos
isentos de aditivos sintéticos (FERNANDES, TRINDADE e DE MELO, 2018; VERMA e
THAKUR, 2021). Além disso, a ingestdo de antioxidantes sintéticos pode causar efeitos
adversos a saude, devido ao potencial toxico e carcinogénico destes (WANG et al., 2021b;
XU et al., 2021).

De acordo com Kamemura et al. (2018), o BHT pode aumentar a concentracao
intracelular de Ca?* e Zn?* e induzir o estresse oxidativo, aumentando a letalidade celular em
ratos. Sun et al. (2021) demonstraram que a exposicdo ao BHT pode comprometer a
decidualizacdo endometrial durante o inicio da gestacdo em camundongos, 0 que pode ser
atribuido a disturbios dos horménios reprodutivos e alteracbes nos sinais dos receptores
hormonais. O BHA apresentou potencial citotdéxico frente a astrocitos humanos devido ao
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acumulo de célcio citosdlico e estresse do reticulo endoplasmético, o que pode resultar em
danos cerebrais (PARK et al., 2019).

Desta forma, é crescente a tendéncia pela substituicdo dos antioxidantes sintéticos por
antioxidantes naturais, que compreendem uma diversidade de substancias bioativas
distribuidas na natureza (DE OLIVEIRA et al., 2018; FERNANDES, TRINDADE e DE
MELO, 2018; FERREIRA et al., 2022). Além de minimizar os processos oxidativos e reduzir
a ingestdo de aditivos sintéticos, o emprego dos antioxidantes naturais também proporciona
beneficios extras a saude, visto que estes compostos podem ser efetivamente assimilados pelo
organismo e apresentam diversas propriedades bioldgicas (SILVA et al., 2019; VERMA e
THAKUR, 2021).

Mitterer-Daltoé et al. (2020) utilizaram uma técnica chamada “Word Association”
para explorar a avaliagdo cognitiva de antioxidantes em alimentos por consumidores.
Socilitou-se aos consumidores que escrevessem quatro palavras que vinham a mente ao ler
“Antioxidantes alimentares” e “Antioxidantes alimentares naturais”. Os resultados revelaram
a percepcdo negativa associada a salde para o estimulo “Antioxidante alimentar”, uma vez
que a categoria “prejudicial a saude” foi citada por 39,6% dos participantes. Ja para
“Antioxidantes alimentares naturais”, a percepcao dos consumidores apontou para pontos
positivos a saude, conforme demonstrado pelas categorias “saudavel” e “bem estar”.

O reino vegetal representa a principal fonte de antioxidantes naturais, 0s quais sao
caracterizados principalmente por pigmentos ou produtos do metabolismo secundério das
plantas, geralmente derivados de reacdes de defesa contra agressdes ambientais. Vegetais,
frutas, ervas e especiarias apresentam uma grande variedade de fitoquimicos que podem atuar
tanto individualmente como em sinergia (OROIAN e ESCRICHE, 2015; EMBUSCADO,
2019; KUMAR et al., 2021).

Os antioxidantes naturais presentes em maior quantidade no reino vegetal sdo 0s
compostos fendlicos, dentre os quais 0s principais sdo os acidos fenolicos, os flavonoides, as
lignanas e os estilbenos. Os fendlicos variam estruturalmente de uma unica molécula fendlica
a complexos polimeros de alto peso molecular, que possuem um anel aromatico com uma ou
mais hidroxilas, podendo também apresentar outros grupos substituintes como ésteres, ésteres
metilicos e glicosideos (OROIAN e ESCRICHE, 2015; SHAHIDI e AMBIGAIPALAN,
2015).

A propriedade antioxidante do composto fendlico esta associada principalmente a
facilidade com a qual um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila do anel aromético €
doado para um radical, assim como a habilidade do composto fendlico em suportar um elétron
ndo emparelhado por meio do mecanismo de ressonancia (MCCLEMENTS e DECKER,
2010). O potencial antioxidante do composto fendlico depende da estrutura molecular deste,
pois a quantidade, a localizacdo e atividade dos grupamentos hidroxila podem variar alterando
assim a capacidade de inativacdo dos radicais reativos (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN,
2015).

Os antioxidantes sintéticos utilizados pela industria apresentam o mesmo principio de
acdo dos compostos antioxidantes presentes na natureza, chamando a atencdo para pesquisas
que envolvam novas fontes naturais de compostos antioxidantes e sua aplicacdo em produtos
alimenticios. Quanto ao preparo doméstico de alimentos, o emprego destas fontes naturais,
Como ervas e especiarias, representa uma alternativa viavel, préatica e acessivel.

8 Uso de ervas aromaticas como antioxidantes naturais
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As ervas aromaéticas sdo plantas utilizadas para conferir e realgar caracteristicas como
sabor, cor e aroma dos alimentos. A atividade antioxidante, comumente reportada em ervas,
possibilita ndo sé a melhora da saude por meio da dieta, mas também sugere 0 emprego destas
como conservantes naturais. Amplamente cultivadas e seguras para consumo, as ervas
apresentam funcionalidade tanto no controle de processos oxidativos como na deterioracao
microbiana (FERNANDES, TRINDADE e DE MELO, 2018; EMBUSCADO, 2019; JIANG,
2019; VEENSTRA e JOHNSON, 2019; SHARIFI-RAD et al.,, 2021). Dentre as ervas
mundialmente conhecidas que apresentam constituintes antioxidantes pode-se citar a salsa
(Petroselinum crispum Mill.), o manjericdo (Ocimum basilicum L.) e o0 orégano (Origanum
vulgare L.). A figura 6 apresenta cada uma destas ervas, assim como a estrutura quimica de
alguns compostos antioxidantes identificados nas mesmas.

OH

Acido rosmarinico OH
OH

B (0]
HO
OH

Apigenina 7-O-glicosideo

Isoquercitrina

HO

Figura 6: Ervas arométicas e estrutura quimica de compostos antioxidantes identificados nas
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folhas das ervas. a) salsa (Petroselinum crispum Mill.), b) manjericdo (Ocimum basilicum L.),
c) orégano (Origanum vulgare L.).

8.1 Salsa (Petroselinum crispum Mill.)

A salsa (Petroselinum crispum Mill.), também conhecida como salsinha, é originéria
das regibes mediterraneas da Europa e pertence a familia Apiaceae (FARZAEI et al.,
2013). Euma planta herbacea bienal que desenvolve um pendio floral com até 75 cm de
altura. Possui caule estriado e ramoso e suas folhas sdo serrilhadas, verde-escuras brilhantes
e divididas em longos peciolos (HEREDIA et al., 2003). E uma cultura que apresenta
melhores condicGes de crescimento em solos areno-argilosos e em regifes de clima
temperado, entretanto, é de facil adaptacdo e pode ser cultivada durante todo o ano
(HEREDIA et al., 2003, CORREA FILHO et al., 2018).

Folhas de salsa frescas e secas sdo comercializadas sendo empregadas como
condimento, guarni¢io e ingredientes aromatizantes (ALVES, 2019; DOBRICEVIC et al.,
2019; DE OLIVEIRA, 2021). O oleo essencial extraido das folhas e das sementes atua como
agente aromatizante ou fragrancia na indastria de cosméticos. Esta planta também &
empregada pela medicina popular devido a propriedades como acgdo anticoagulante,
antiplaquetaria, antidiabética, analgesica, diurética, gastroprotetora, antimicrobiana,
antioxidante, entre outras (FARZAEI et al., 2013; CHAUHAN e AISHWARYA, 2018;
ALVES, 2019; DE OLIVEIRA, 2021).

Compostos bioativos como &cidos fendlicos, flavonoides e carotenoides sustentam o
potencial valor biolégico da salsa (FARZAEI et al, 2013; SALEH et al, 2018;
DOBRICEVIC et al., 2019; PROZ et al., 2021; FERREIRA et al., 2022). Em estudo realizado
por Liberal et al. (2020), sete compostos fendlicos da classe dos flavonoides foram
identificados, incluindo compostos derivados da apigenina e kaempferol. Além da apigenina,
flavonoides glicosideos como isorhamnentina, diosmetina e seus derivados também foram
encontrados em extratos da salsa por El-Zaeddi et al. (2016) e Slimestad, Fossen e Brede
(2020).

Saleh et al. (2018) identificaram os &cidos galico, p-coumarico, ferulico e siringico
como os principais acidos fendlicos presentes em folhas de salsa. Quanto a classe dos
flavonoides, quercetina e rutina foram os compostos predominantes. Ao avaliar o perfil
fitoquimico de folhas frescas de salsa, Andrei et al. (2018) quantificaram teores de 2,15 mg/g,
69 ng/g e 216,4 pg/g para polifenois, clorofilas totais e carotenodides totais, respectivamente.
Dobri¢evi¢ et al. (2019) avaliaram seis cultivares diferentes de salsa e verificaram que todas
as amostras estudadas apresentaram elevado potencial antioxidante devido as quantidades
significativas de clorofilas, carotenoides, fendlicos e vitamina C.

Compostos das classes dos carotenoides (luteina e p-caroteno) também foram
identificados por Proz et al. (2021), assim como compostos derivados de flavonoides
(apigenina, kaempferol, diosmetina) e acidos fendlicos (acido p-coumarico). Ferreira et al.
(2022) reportaram a presenca dos acidos protocatequinico, clorogénico, p-coumarico e cafeico
em extrato etanolico da salsa, assim como flavonoides (apigenina e seus derivados). De
acordo com o0s autores, 0 extrato da salsa também apresentou potencial antioxidante ao ser
avaliado por métodos in vitro (DPPH, B-caroteno/&cido linoleico, ORAC) e in vivo.
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8.2 Manjericao (Ocimum basilicum L.)

Dentre as mais de 150 espécies que compreendem o género Ocimum, familia
Lamiaceae, o0 manjericdo (Ocimum basilicum L.) tem se destacado devido ao seu grande
potencial de exploragio e uso (PEREIRA e MOREIRA, 2011; ROCHA, 2021). E originario
do sudoeste da Asia e da regido central da Africa, disperso por regides tropicais e subtropicais
da Asia, Africa, América Central e América do Sul (PEREIRA e MOREIRA, 2011;
ABRAMOVIC et al., 2018). No Brasil, onde também é conhecido como alfavaca, alfavaca-
doce, alfavaca-cheirosa, basilico ou manjericdo comum, foi introduzido pela colonia italiana e
é cultivado pincipalmente por pequenos produtores, 0 que gera a escassez de dados oficiais
com relacdo a producdo (ROCHA, 2021; SOUZA, 2021).

A espécie caracteriza-se por apresentar ciclo anual ou perene, dependendo do local
onde é cultivada e das caracteristicas agrondmicas. Classificado como um subarbusto
ramificado, o manjericdo pode atingir de 50 a 100 cm. Suas folhas possuem coloragéo
variada, a partir de tons de verde ou roxo, e as flores sdo pequenas com coloragdo que variam
do branco ao avermelhado (FAVORITO et al., 2011).

O manjericdo € reconhecido por suas propriedades aromatizantes, culinarias,
ornamentais e medicinais (PURUSHOTHAMAN et al., 2018; ROCHA, 2021). Suas folhas
aromaticas sdo utilizadas secas ou frescas como condimento (PEREIRA e MOREIRA, 2011,
ROCHA, 2021). O oleo essencial extraido desta planta pode ser empregado como aditivo
alimentar, bem como na industria farmacéutica e de cosméticos (SUNDARARAJAN et al.,
2018; SHAHRAJABIAN, SUN e CHENG, 2020; DHAMA et al., 2021; KACANIOVA et al.,
2022).

As folhas sdo tradicionalmente usadas pela medicina popular no tratamento de
disturbios intestinais e digestivos, além de dores de cabeca, tosse, resfriados, pressao alta,
insonias e disfuncdes renais (PURUSHOTHAMAN et al., 2018; ROCHA, 2021). Além disso,
0 manjericdo apresenta constituintes biologicamente ativos com caracteristicas antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatodrias, inseticidas e larvicidas (PURUSHOTHAMAN et al.,
2018; SUNDARARAJAN et al., 2018; AHMED et al., 2019; DHAMA, 2021; RUBAB et al.,
2021; KACANIOVA et al., 2022).

Analises dos componentes fitoquimicos presentes no manjericdo indicam os acidos
fendlicos e os flavonoides como principais constituintes antioxidantes desta erva (PRINSI et
al., 2019; IBRAHIM, MANSOUR ¢ ELKADY, 2020; TEOFILOVIC et al., 2021). De acordo
com Ahmed et al. (2019), elevados niveis de compostos fendlicos sdo diretamente
correlacionados com a capacidade antioxidante do manjericéo.

Ibrahim, Mansour e Elkady (2020) identificaram a apigenin 7-O-glicosideo (7,53%)
como o principal flavonoide presente no extrato de manjericdo, seguido pela luteolina
(5,94%). Quanto aos &cidos fendlicos, foi observada a predominancia dos acidos rosmarinico
(15,76%) e caftarico (9,39%). Os teores totais de compostos fendlicos (146,31 mg/g) e
flavonoides (28,63 mg/g) também foi determinado por analises espectrofotométricas. Estas
classes de compostos também foram reportadas em extratos de manjericao preparados de
diferentes formas (variando o solvente, método e tempo de extracdo, totalizando 100
extratos), onde além do acido rosmarinico, também foram encontrados os acidos clorogénico,
cafeico, feralico, vanilico, p-hidroxibenzoico e cindmico. Flavonoides como a quercetina, a
naringenina e a rutina também foram identificados (TEOFILOVIC et al., 2021).

Em estudo realizado por Al Jaouni et al. (2018), os principais compostos fendlicos
encontrados nos extratos da erva foram (em base seca): acido galico (13,52 mg/g), acido
feralico (2,75 mg/g), acido p-coumarico (1,40 mg/g) e quercetina (1,19 mg/g). Os extratos em
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questdo também apresentaram capacidade antioxidante para os métodos de DPPH e FRAP.
Ao avaliar as concentracbes de acidos fenolicos de forma individual, Prinsi et al. (2019)
mostraram que o acido rosmarinico foi determinado em maior quantidade nas folhas de
manjericdo, correspondendo a mais de 80% da soma de todos os compostos identificados,
seguido pelos &cidos chicorico e caftarico. Além dos acidos fendlicos, flavonoides e
antocianinas também foram identificados. Carotenoides e clorofilas também estdo presentes
no manjericdo. Contetdos totais de clorofila e carotenoides em folhas de manjericdo foram
determinados por Stagnari et al. (2018), sendo encontrados teores variando de 685 a 1330
ug/g e de 124 a 158 ug/g, respectivamente.

8.3 Orégano (Origanum vulgare L.)

O orégano (Origanum vulgare L.) é uma erva perene originaria dos paises
mediterraneos, sendo também encontrada nas zonas temperadas da Asia e América. Membro
da familia Lamiaceae, caracteriza-se como uma planta que pode atingir até 90 cm de altura,
apresentando folhas em formato oval e minusculas flores terminais com coloragéo variando
do rosa ao roxo dipostas em pequenos ramos compactos (KINTZIOS, 2002). Esta erva €
conhecida por seu aroma caracteristico e confere sabor e fragancia a diversas receitas
culinérias (KINTZIOS, 2002; NUNES, 2021). Pode ser comercializada na forma fresca ou
seca, além de possibilitar a extracdo do 6leo essencial que desfruta de extensa demanda pela
industria farmacéutica e cosmética (NI et al., 2021; BORA et al., 2022).

O orégano é utilizado pela medicina popular devido as suas propriedades terapéuticas
(NUNES, 2021). Estudos reportam importantes atividades bioldgicas como efeito
antioxidante, antimicrobiano, inseticida, analgésico, antifungico e antisseptico (FIKRY,
KHALIL e SALAMA, 2019; VEENSTRA e JOHNSON, 2019; IQUBAL, 2020; KHAN,
2020; OLEYNIKOV, 2020). O orégano é fonte de compostos bioativos como antocianinas,
flavonoides, acidos fendlicos, taninos, terpenos, entre outros, aos quais sdo atribuidos o
potencial antioxidante desta erva (VEENSTRA e JOHNSON, 2019; SLIMESTAD, FOSSEN
e BREDE, 2020; ZENGIN et al., 2020).

Os acidos fendlicos e flavonoides sdo contantemente identificados em extratos de
orégano. Em um estudo realizado por Parra et al. (2021), o &cido rosmarinico foi determinado
como o composto fendlico predominante nesta espécie (76,01 mg/100 g, base seca), seguido
pelos acidos protocatequinico (61,99 mg/100 g, base seca) e galico (43,60 mg/100 g, base
seca). Também foram identificados compostos como rutina, luteolina, naringenina e
apigenina, observando-se o maior teor de luteolina (27,31 mg/100 g, base seca) dentre 0s
flavonoides.

Gongalves et al. (2017) estudaram extratos metandlicos de orégano e outras trés
espécies (Calamintha nepeta L., Helichrysum italicum, Mentha spicata L.), onde o orégano
apresentou a maior capacidade antioxidante para os métodos de DPPH (ICso 4,65 pg/mL) e
ABTS (1479,56 pumol equivalente Trolox/g extrato). No mesmo estudo, analises
cromatograficas identificaram o acido rosmarinico como marjoritario. Oniga et al. (2018)
também determinaram o acido rosmarinico como o principal constituinte do orégano, assim
como os acidos clorogénico e p-coumarico, e os flavonoides rutina, isoquercitrina, quercetina,
luteonina e quercitrina.

Jafari Khorsand et al. (2021) demonstraram a diversidade natural em componentes
fendlicos de diferentes acessos de orégano cultivados sob as mesmas condigdes. Anélises
cromatograficas apontaram o acido rosmarinico como predominante, com teores variando de
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659,6 a 1646,9 mg/100 g (base seca). Outros compostos como a luteolina, o acido chicdrico,
cumarina e quercetina também apresentaram concentraces significativas. Variagdes nos
teores de fendlicos e flavonoides totais também foram observadas nos diferentes acessos e
subespécies avaliadas apresentando os seguintes valores: de 20,3 a 35,3 mg/EAG g (base
seca) para fendlicos totais e de 7,7 a 22,2 mg EQ/g (base seca) para flavonoides totais.

A literatura reporta a presenca de inumeros compostos bioativos, bem como a
capacidade antioxidante de ervas aromaticas culinarias como as abordadas acima. A presenca
de 6xidos de colesterol em ovos e alimentos contendo ovos sugere algumas questdes sobre a
seguranca potencial na ingestdo dos mesmos. Desta forma, a utilizagdo de ervas apresenta
uma alternativa no sentido de minimizar a formagao de compostos oxidados. Assim, avaliar o
efeito protetor decorrente do emprego de ervas tradicionais em alimentos comumente
consumidos como ovos na oxidacdo lipidica, demonstrou ser uma forma viavel de contribuir
para 0 seu cConsumo seguro.
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CAPITULO |

SALSA (Petroselinum Crispum Mill.): FONTE DE COMPOSTOS
BIOATIVOS COMO ESTRATEGIA DOMESTICA PARA MINIMIZAR
A OXIDACAO DO COLESTEROL DURANTE O PREPARO TERMICO

DE OMELETES

Capitulo referente ao artigo publicado na revista Food Research International (Anexo)
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ABSTRACT

This study evaluated the protective effect of parsley (Petroselinum crispum Mill.) against
lipid and cholesterol oxidation in omelets prepared by air frying, pan frying, and
microwaving. The bioactive composition and in vitro antioxidant capacity of parsley extract
was characterized. Compounds such as phenolic acids and their derivatives (p-coumaric acid,
p-coumaric acid 4-O-hexoside) and flavonoids (apigenin 7-glucoside, quercetin-O-pentosyl-
hexoside) were identified in parsley by UHPLC-ESI-MS. Moreover, the presence of these
bioactive constituents was investigated in the omelets. Cooking induced lipid oxidation and
increased the levels of cholesterol oxidation products (COPs) in control omelets, which was
more pronounced after air frying and microwaving. The total content of COPs increased from
40.69 = 2.26 pg/g (raw) to 821.05 = 13.77 pg/g (air frying), 805.21 + 14.50 ng/g
(microwaving), and 311.07 + 13.84 ug/g (pan frying). The addition of parsley proved to be
effective reducing COPs formation, mainly in air-fried samples with 0.75% parsley (81.73%
of protection). Chromatographic analyses revealed the thermo-degradation of parsley
compounds, since only two flavonoids detected in parsley were found in omelets containing
the herb after cooking. Nonetheless, these findings indicate the potential application of
parsley as a natural inhibitor of cholesterol and lipid oxidation in food systems such as
omelets.

Keywords: Petroselinum crispum Mill., culinary herb, natural antioxidant, eggs, thermo-
oxidation, cholesterol oxides, lipidomic analysis.
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito protetor da salsa (Petroselinum crispum Mill.) frente a oxidacdo
lipidica e do colesterol em omeletes preparadas em air fryer, fogdo e micro-ondas. Os
compostos bioativos e a capacidade antioxidante in vitro do extrato da salsa foram
caracterizados. Compostos como &cidos fendlicos e seus derivados (&cido p-coumarico, &cido
p-coumarico 4-O-hexosideo) e flavonoides (apigenina 7-glicosideo, quercetina-O-pentosil-
hexosideo) foram identificados na salsa por UHPLC-ESI-MS. Além disso, a presenca destes
constituintes bioativos foi investigada nas omeletes. O cozimento induziu a oxidacao lipidica
e aumentou os teores de produtos da oxidacao do colesterol (POCs) nas omeletes controle, o
que foi mais pronunciado apés o tratamento em air fryer e micro-ondas. O teor total de POCs
aumentou de 40,69 + 2,26 pg/g (cru) para 821,05 = 13,77 ng/g (air fryer), 805,21 +
14,50 pug/g (micro-ondas) e 311,07 = 13,84 pg/g (fogdo). A adi¢do da salsa provou ser eficaz
na reducdo da formacgdo de POCs, principalmente nas amostras tratadas em air fryer com
0,75% de salsa (81,73% de protecdo). Analises cromatogréficas revelaram a degradacéo
térmica dos compostos da salsa, visto que apenas dois flavonoides detectados na salsa foram
encontrados nas omeletes contendo a erva apos a cocc¢do. No entanto, estes resultados indicam
a potencial aplicacdo da salsa como um inibidor natural da oxidag&o lipidica e do colesterol
em sistemas alimentares como omeletes.

Palavras-chave: Petroselinum crispum Mill., erva culinaria, antioxidante natural, ovos,
termo-oxidacéo, 6xidos de colesterol, analise lipidomica.
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1 INTRODUCAO

Os ovos séo alimentos basicos amplamente difundidos na dieta humana e de elevado
valor nutricional, apresentando diversas atividades biol6gicas como a atividade
antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensiva e anti-inflamatéria (REHAULT-GODBERT,
GUYOT e NYS, 2019; XIAO et al., 2020). Além disso, 0s ovos sdo disponiveis para compra
a precos baixos, quando comparados com outros alimentos de origem animal, servindo como
recursos nutricionais de baixo custo e alta qualidade (REHAULT-GODBERT et al., 2019;
SASS et al., 2020).

Os ovos sdo comumente consumidos durante as refeicGes diarias e como ingredientes
de diversas receitas culinarias (REHAULT-GODBERT, GUYOT e NYS, 2019; SASS et al.,
2020). Ademais, sdo amplamente utilizados pela inddstria na formulagdo de inimeros
produtos alimenticios devido suas desejaveis propriedades tecnoldgicas (AFRAZ et al., 2020).

Por outro lado, o consumo de ovos tem sido tema de intensos debates devido aos
elevados teores de colesterol deste alimento. No entanto, estudos recentes demonstram que
ndo existem evidencias concretas acerca da associa¢do do consumo de ovos e 0 aumento dos
niveis de colesterol no plasma sanguineo (DROUIN-CHARTIER et al, 2020;
MARVENTANO et al., 2020; MA et al., 2022).

A fracdo lipidica de ovos, a qual contem acidos graxos insaturados e colesterol, é
extremamente susceptivel a oxidacdo quando exposta a luz, temperaturas elevadas e oxigénio.
Assim, o preparo térmico de ovos pode comprometer sua qualidade devido a degradacao de
acidos graxos e a formacdo de compostos oxidados deletérios a saude como os 6xidos de
colesterol (REN et al., 2013; INNOSA et al., 2019; VERARDO et al., 2020).

Estudos anteriores envolvendo alimentos que contém ovos e ovos processados
reportam a presenca de produtos da oxidacdo do colestesrol (POCs) (INNOSA et al., 2019;
VERARDO et al.,, 2020; CHUDY e TEICHERT, 2021), cujo consumo tem apresentado
correlacdo com processos patolégicos, incluindo inflamac6es, carcinogenese, morte celular,
neurodegeneracdo e aterosclerose (KLOUDOVA-SPALENKOVA et al, 2020; LIU et al.,
2021; NURY et al., 2021). Assim, devido aos efeitos do consumo de POCs a saude
humana, é importante considerar estratégias que vizem minimizar a formacao
destes compostos durante o preparo de alimentos, especialmente as estratégias com
base no emprego de antioxidantes naturais.

A salsa (Petroselinum crispum Mill.) é uma das principais ervas usadas para atribuir
cor, sabor e aroma aos alimentos na culinaria. No entanto, esta erva também tem chamado a
atencdo de pesquisadores devido ao seu valor nutricional e potencial como agente
promovedor de salde. Tais atributos sdo associados a presenca de compostos bioativos como
os polifendis, que incluem acidos fenolicos, flavonas, biflavonoides, entre outros (SECZYK
et al., 2016; FRATTANI et al., 2021; FERREIRA et al., 2022).

O consumo de polifendis tem sido relacionado a reducdo dos riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e de mortalidade (SHARIFI-RAD et al., 2020;
PONTIFEX et al., 2021). As propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes dos compostos
polifendlicos mediam o papel destes na saude cerebral e intestinal (ARAVIND et al., 2021;
PONTIFEX et al., 2021). Além disso, considerando seu potencial antioxidante, a adicdo da
salsa em preparacGes alimenticias pode reforcar o sistema antioxidante endégeno humano
por meio da dieta minimizando os danos decorrentes do extresse oxidativo no organismo,
assim como proteger os constituintes lipidicos dos alimentos da oxidacdo (FERREIRA et al.,
2017, 2022).

Os ovos sdo alimentos extremamente versateis, mas que sdo frequentemente
preparados na forma de ovos mexidos, popularmente conhecidos como omeletes. As omeletes
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sdo consumidas no mundo inteiro mediante diferentes métodos de preparo térmico.
Entretanto, ndo existem estudos na literatura acerca da formagéo de POCs em omeletes. Desta
forma, visto que a salsa tem demonstrado um potencial antioxidante promissor, este estudo
avaliou sua eficacia em inibir a oxidacdo do colesterol em omeletes preparadas em air fryer,
fogéo e micro-ondas.

O extrato da salsa foi caracterizado quanto a composicao bioativa e a capacidade
antioxidante. Em seguida, a salsa foi adicionada a omeletes em diferentes niveis (0,25, 0,5 e
0,75%). A salsa e as omeletes também foram analisadas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-ESI- MS) a fim de identificar os compostos bioativos da
erva presentes nas omeletes e que poderiam apresentar propriedades antioxidantes,
contribuindo assim para o efeito protetor da mesma.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes, solventes e padroes

Os reagentes utilizados no experimento foram: tricloreto de aluminio, quercetina,
acido gélico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox), 2,2-difenill-1-
picril-hidraliza (DPPH), reagente de Folin—Ciocalteu, acido linoleico, p-caroteno, Tween-40,
butilidroxitolueno (BHT) e metoxido de sédio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
fluoresceina e 2,2’-azo-bis(2-amidinopropano) diidrocloreto (AAPH) (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Todos os outros reagentes usados foram obtidos da Vetec (Sdo Paulo, Brasil).
Para as analises cromatograficas foram utilizados os seguintes solventes de grau
cromatografico: acido formico (Synth, S&o Paulo, Brasil), hexano (Scharlau, Barcelona,
Espanha), acetonitrila (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 2-propanol (St. Louis, MO, USA). O
éster metilico do acido undecanoico foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e
0 FAME mix de acidos graxos da Supelco (Supelco TM FAME Mix 18919, Bellefonte, PA,
USA). Os padrdes de colesterol e dos oxidos de colesterol (20a-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol  7B-hidroxicolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

2.2 Analises da salsa (Petroselinum crispum Mill.)

2.2.1 Material vegetal

A salsa orgéanica (Petroselinum crispum Mill. var. neapolitanum) foi doada por um
produtor local da cidade de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil (latitude 22°76'19.31"S;
longitude 43°67'16.99"W). As amostras frescas, aproximadamente 1 kg, foram coletadas em
setembro de 2020. Foram preparadas exsicatas do material vegetal para o registro e
tombamento no Herbario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde o
comprovante do espécime (RBR 37741) foi depositado. As folhas da salsa foram selecionadas,
lavadas em d&gua corrente, cortadas, embaladas em sacos de polietileno com baixa
permeabilidade ao oxigénio e armazenadas a 4 °C.

30



2.2.2 Preparo do extrato

O extrato utilizado para a determinacdo dos teores totais de compostos fendlicos e
flavonoides e para as analises de capacidade antioxidante in vitro (DPPH, ORAC e sistema [3-
caroteno/acido linoleico) foi preparado de acordo com os seguintes procedimentos. As folhas
maceradas da salsa fresca, aproximadamente 2 g, foram homogeneizadas com 40 mL de
solugdo etanol/agua (80:20 % v/v) durante 30 minutos. Em seguida, a mistura foi sonificada
por 20 minutos em ultrassom com frequéncia de 40 kHz (Elmasonic P, Elma Schmidbauer
GmbH, Singen, Alemanha) e posteriormente centrifugada (NI 1813, Nova Instruments, Sdo
Paulo, Brasil) a 18,000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, transferido para um
frasco ambar volumétrico (50 mL) e o extrato foi avolumado com a solugdo etanol/agua. O
preparo do extrato foi realizado a temperatura ambiente e na auséncia de luz.

2.2.3 Determinacéo do teor total de compostos fenolicos

Os fendlicos totais foram determinados utilizando o reagente de Folin—Ciocalteu, de
acordo com Swain e Hillis (1959), com modifica¢des. Em tubos, foram adicionados 10 mL de
agua destilada e 1 mL do extrato. Em seguida, adicionou-se o reagente de Folin—Ciocalteu (1
mL), deixando reagir por 3 minutos, com posterior adi¢do de 1,5 mL da solucdo de carbonato
de sodio (10 % m/v). Apos homogeneizacao, a mistura permaneceu em repouso por 2 horas a
temperatura ambiente e auséncia de luz. Em seguida, a absorbancia foi mensurada a 725 nm
em espectrofotdmetro (WUv-m51, Weblabor, Sdo Paulo, Brasil). A curva de calibracdo foi
preparada utilizando-se o &cido galico como padrdo em concentragdes de 5 a 40 pg/mL
(r=0,9989), e os resultados foram expressos em mg de equivalente acido galico equivalente
(EAG)/g de amostra.

2.2.4 Determinacéo do teor total de flavonoides

O conteudo de flavonoides totais foi determinado através do método colorimétrico
descrito por Scapin et al. (2016). Uma aliquota de 250 uL do extrato foi misturada com 1250
uL de agua destilada e 75 uL de solugdo de nitrito de sédio (5%). Apds 5 minutos, uma
aliquota de 150 pL de solucéo de tricloreto de aluminio a 10% foi adicionada, deixando-se a
mistura descansar por mais 5 minutos e seguindo com a adicdo de 500 uL de solucdo de
hidroxido de sédio (1 M) e 775 pL de agua destilada. A mistura foi homogeneizada e a
absorbancia medida em espectrofotometro (WUv-m51, Weblabor, Sdo Paulo, Brasil) a 510
nm. O contetdo total de flavonoides foi determinado utilizando-se uma curva padrdo de
quercetina com concentragdes variando de 0 a 4x10™* g/mL (r=0,9901). Os resultados foram
expressos em mg equivalente quercetina (EQ)/g de amostra.

2.2.5 Capacidade antioxidante in vitro

2.2.5.1 DPPH
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A atividade antioxidante foi determinada utilizando-se o radical 2,2-difenill-1-picril-
hidrazila (DPPH) como descrito por Rufino et al. (2010). Uma solugdo metandlica contendo
0,06 mM DPPH foi preparada. Em seguida, uma aliquota de 100 pL do extrato foi adicionada
a 3,9 mL da solucdo de DPPH. A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso a
temperatura ambiente e auséncia de luz. Apos 60 minutos, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (WUv-m51, Weblabor, Sdo Paulo, Brasil) a 517 nm. O percentual de
inibicdo (%l) foi calculado da seguinte forma: %l = (Ao - A) / Ao) x 100, onde Ao € a
absorbancia do controle (sem extrato) e A é a absorbancia medida com a amostra.

2.2.5.2 ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Os procedimentos para a realizacdo do método ORAC foram conduzidos de acordo
com o metodo reportado por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001) com modificacdes,
utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax M5, Molecular Devices, CA, USA).
Amostras diluidas em tampé&o fosfato monossodico 75 mM (50 uL) foram incubadas a 37 °C
com 150 uL de fluoresceina (93 mM). Apos 15 minutos, 50 pL de AAPH (2,2’-azo-bis(2-
amidinopropano)diidrocloreto, 221 mM) foram adicionados ao meio reacional. Durante o
periodo de 1 hora, a queda de fluorescéncia foi mensurada a 37 °C (Aexcitagio = 493 NM, Aemissio
= 515 nm), a cada minuto. Os resultados foram comparados com a area abaixo da curva do
padrdo Trolox (20 uM). O tampdo fosfato 75 mM (pH 7,4) foi utilizado como branco. A area
abaixo da curva (AUC) foi determinada pela equacéo 1.

AUC = 1+ fL/f0 + f2/f0 + ...+ 59/0 + f60/f0 1)

Onde fo é a leitura inicial da fluorescéncia no tempo de 0 e fi é a leitura da
fluorescéncia no tempo I. O valor ORAC (equivalente Trolox) foi determinado pela equacéo
2, que considera a concentracdo de Trolox e a area abaixo da curva de decaimento da
fluoresceina. Os resultados foram expressos em uM de equivalente Trolox (ET)/g amostra.

ORAC: (AUCamostra* AUCbranco/AUCTrolox* AUCbranco)*(M 0|aridadeTro|ox/Molaridadeamostra)
)

2.2.5.3 Sistema B-caroteno/acido linoleico

O Sistema de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico foi avaliado como descrito
por Miller (1971). Um solucéo de B-caroteno/acido linoleico foi preparada dissolvendo-se 20
mg de B-caroteno em 1 mL de cloroférmio. Em seguida, 28 uL desta solugcdo foram
adicionados a 28 pL de &cido linoleico e 200 mg de Tween® 40 (agente emulsificante). O
cloroférmio foi evaporado da solucéo reativa sob nitrogénio e adicionou-se 140 mL de agua
destilada saturada com oxigénio (30 minutos, 100 mL de O2/minuto). Apos vigorosa agitacao,
5 mL da mistura reacional foram adicionados a tubos contendo 1 mL do extrato. A mistura foi
homogeneizada e em seguida incubada em microplacas a 50 °C com o intuito de acelerar a
oxidacdo e descoloragdo do B-caroteno, sendo realizada a medida a 470 nm durante 2 horas a
cada 15 minutos (SpectraMax M5, Molecular Devices, CA, USA). O padrdo (BHT) foi
preparado da mesma forma que as amostras, assim como o controle, porém este no lugar da

32



amostra foi adicionado metanol.
Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do da peroxidacao calculados
pela equacdo 3, onde Ai € a absorbancia inicial e Af é a absorbéncia final.

% inibicdo = 100 — (Ai da amostra — Af da amostra / Ai do controle — Af do controle)  (3)

2.2.6 ldentificacdo dos compostos bioativos da salsa por UHPLC-ESI-MS

As analises cromatogréaficas da salsa foram realizadas em um cromatégrafo UHPLC
Acquity (Waters, Milford, MA, USA) acoplado a espectrémetro de massas TDD Acquity
(Micromass-Waters, Manchester, Inglaterra), com fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI -
Electrospray lonization). Utilizou-se uma coluna C18 BEH Waters Acquity (2,1 mm x 50 mm
x 1,7 um) a temperatura de 30 °C. Foram empregados dois solventes para a fase movel, fase
A (0,1% de &cido férmico em agua Milli-Q® purificada) e fase B (acetonitrila). O fluxo foi de
0,2 mL/min com gradiente linear a partir de 30% de B e aumento até 100% (B) em 8 minutos,
mantendo-se até 9 minutos e retornando as condigdes iniciais, seguido de reequilibrio da
coluna até 10 minutos.

A ionizacdo por electrospray, no modo negativo, foi realizada sob as seguintes
condicdes: voltagem de 3,5 kV no capilar e 30 V no cone extrator, temperatura da fonte a 150
°C, temperatura de dissolvatacdo de 350 °C e aquisicdo de dados de m/z entre 100 e 900.
MS/MS dos picos selecionados foram adquiridos via CID (Collision-induced Dissociation)
com energia de colisdo de 20 V. Os compostos foram identificados por meio de comparacéao
com dados presentes na literatura acerca do ion precursor e dos principais fragmentos
formados.

2.3 Omeletes

2.3.1 Preparo das omeletes

Os ovos foram adquiridos em comércio local da cidade de Seropédica, Rio de Janeiro,
Brasil. Foram utilizados ovos frescos convencionais classificados como Tipo 1 — extra, 0 que
inclui ovos com peso minimo de 60 g, e com registro no Ministério da Agricultura (SIF
(Servico de Inspecdo Federal)/DIPOA (Divisao de Inspecdo de Produtos de Origem Animal)).
Os ovos apresentavam as seguintes medidas: 61 + 1,0 g de peso, 5,7 = 0,5 cm de comprimento
e 4,2 £0,5 cmde largura.

Primeiramente, foi preparado o material para as analises da amostra crua. Os ovos
(doze ovos) foram quebrados manualmente e o conteldo total do interior do ovo (gema e
clara) foi misturado em uma batedeira doméstica (Ri7000, Walita, Sdo Paulo, Brasil) na
velocidade 1 do equipamento durante 15 segundos. Esta mistura foi liofilizada e reservada
para as analises, correspondendo a amostra crua.

As omeletes foram preparadas de acordo com 0s seguintes tratamentos: omeletes sem
adicdo da salsa (controle) e omeletes com a adicdo da salsa nas concentragdes de 0,25, 0,5 e
0,75%. Visto que ndo existem estudos na literatura acerca do emprego de salsa em omeletes,
os percentuais de adicdo foram definidos por meio de testes sensoriais informais realizados
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com o grupo de pesquisa.

Para as amostras destinadas ao tratamento térmico foram preparadas trés omeletes para
cada tratamento, onde para cada omelete foram utilizados trés ovos (cada ovo com 0 peso
total da gema e clara de aproximadamente 50 g, totalizando o peso médio de 150 + 0,5 g por
omelete). As amostras foram preparadas conforme descrito para a amostra crua. Apos a
mistura da gema e da clara em batedeira doméstica, a mistura foi adicionada ao recipiente
adequado para cada método de coccédo a ser empregado, sendo realizada também a pesagem.
Para as amostras com adic¢do da salsa, a erva foi adicionada de forma homogénea a mistura e
0 percentual de adicdo foi aplicado com base no peso de cada amostra. Os recipientes
utilizados foram: a propria forma do equipamento para as amostras tratadas em air fryer,
frigideira antiaderente de material teflon para o tratamento em fogdo e forma de silicone
prépria para o tratamento em micro-ondas.

2.3.2 Coccao das omeletes

Diversas receitas culindrias com diferentes binbmios tempo-temperatura podem ser
encontradas para o preparo de alimentos. Portanto, ndo existem procedimentos padrfes para o
preparo térmico de omeletes. Desta forma, o bindmio tempo-temperatura utilizado para cada
método de coccdo neste trabalho foi definido por meio de testes informais que foram
realizados com o grupo de pesquisa.

Os testes foram realizados a partir dos parametros (tempo/temperatura) indicados pelo
fabricante do equipamento (air fryer) e em receitas encontradas em bases de busca da internet
(fogdo e micro-ondas). Assim, diferentes bindmios tempo-temperatura foram avaliados, 0s
quais foram estabelecidos de forma a simular o preparo térmico domestico das omeletes
considerando 0s aspectos caracteristicos e desejaveis de coc¢do para as omeletes em cada
método.

O preparo das amostras de forma segura também foi preconizado. Assim, a
temperatura no interior das omeletes foi mensurada com o auxilio de um termémetro digital
(Incoterm 6132, Brasil) para garantir que as amostras atingissem a temperatura interna
minima de 70°C, a qual é considerada uma temperatura segura para o preparo deste tipo de
alimento pela legislacéo brasileira (ANVISA, 2004). Todos os preparos térmicos atingiram a
temperatura interna minima estabelecida (70 °C), onde ao final de cada método de coccéo as
amostras apresentaram temperaturas internas médias de 84 °C (fogdo), 95 °C (micro-ondas) e
138 °C (air fryer).

Para o tratamento em fogdo foi utilizado um fogdo doméstico (Esmaltec, Ceara,
Brasil) e uma frigideira antiaderente. O aquecimento foi realizado durante 4 minutos, onde a
amostra foi virada em intervalos de 1 minuto, totalizando 2 minutos de aquecimento para cada
lado da omelete. Foi utilizada sempre a mesma boca do fogdo com a chama na mesma
intensidade. Para o preparo em air fryer (R19225/50, Philips Walita, Sdo Paulo, Brasil), o
equipamento foi ajustado a uma temperatura de 220°C e o aquecimento foi realizado durante
10 minutos. O micro-ondas (CCE, Séo Paulo, Brasil) foi utilizado a uma potencia de 600 W
com aquecimento por 3 minutos.

Apo0s o tratamento térmico as amostras foram resfriadas naturalmente a temperatura
ambiente. As trés omeletes preparadas para cada tratamento foram misturadas a fim de se
obter uma Unica amostra, a qual foi triturada, homogeneizada e liofilizada. Aliquotas
convenientes foram retiradas para a realizacdo das analises em triplicatas.
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2.4 Andlises das omeletes

2.4.1 Determinacao dos teores de umidade

Os teores de umidade das amostras foram determinados de acordo com o método
950.46 da AOAC (2016). As amostras foram secas por 12 horas em estufa regulada a 105 °C,
sendo periodicamente removidas da estufa, resfriadas em dissecador e pesadas até se obter
peso constante.

2.4.2 Determinacdo dos teores de lipidios totais

Os teores de lipidios totais foram determinados pelo método 991.36 da AOAC (2016).
Os lipidios foram extraidos em aparelho de Soxhlet com éter de petroleo por 8 horas, sendo o
solvente removido em evaporador rotatorio (Fisatom, S&o Paulo, Brasil) a 40 °C.

2.4.3 Determinacéao de acidos graxos

Os lipidios para a determinacdo dos acidos graxos foram extraidos a temperatura
ambiente utilizando-se o cloroférmio como solvente. Os acidos graxos presentes no 0leo
extraido foram convertidos a ésteres metilicos por transesterificacdo de acordo com Zhu et al.
(2011), com modifica¢es. Em tubos, 2 mL de solugdo metandlica de metoxido de sodio 2,5
M foram adicionados as amostras (0,05 g) e sonificados em ultrassom (Elmasonic P, Elma
Schmidbauer GmbH, Singen, Alemanha) por 10 minutos (40 kHz). Em seguida, 0,1 mL de
acido acético glacial, 2,5 mL de solucdo saturada de hidroxido de sddio e 1 mL de hexano
foram adicionados. Os tubos foram agitados em vortex e a fracdo hexanica separada. A
extracdo com 1 mL de hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo o total de 4 extracGes. Na
sequencia, tubos contendo as fracGes hexanicas separadas foram direcionados a secagem em
estufa ventilada (Solab, Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C. Antes da analise por cromatografia
gasosa, as amostras foram ressuspendidas com hexano e o padrdo interno (éster metilico do
acido undecanoico),

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram determinados de acordo com de Oliveira
et al. (2020). Utilizou-se um cromatografo gasoso (Shimadzu GC 2010, Tokio, Japéo)
equipado com injetor split (1:50), detector de ionizacdo em chamas e coluna capilar de silica
fundida CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm x 0,20 um) (Chrompack, Middelburg, Holanda). As
condicBes cromatograficas foram: temperatura inicial da coluna, 140 °C (5 minutos); taxa de
aquecimento 4 °C/min, até temperatura de 230 °C (0 minuto); taxa de aquecimento 5 °C/min,
até temperatura de 240 °C (18 minutos). As temperaturas do injetor e do detector foram
ajustadas em 250 °C e 280 °C, respectivamente. Hidrogénio foi utilizado como gas de arraste
a 1 mL/min e o nitrogénio como “make-up gas” a 30 mL/min.

Os tempos de retencdo dos padrdes de esteres metilicos de acidos graxos (Supelco TM
FAME Mix 37, Bellefonte, PA, USA) foram usados para identificar os picos cromatograficos
das amostras. A quantificacdo foi realizada por padronizagdo interna, utilizando o éster
metilico do &cido undecandico como padréo interno.
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2.4.4 Determinacao do colesterol e dos 6xidos de colesterol

O colesterol e os Oxidos de colesterol foram obtidos simultaneamente por
saponificacdo direta das amostras (SALDANHA et al., 2006). Em tubos, 4 mL de solucéo
aquosa de hidréxido de potassio (1 M) a 50% e 6 mL de etanol foram adicionados a 2 g da
amostra. A saponificacdo foi conduzida a temperatura ambiente por 22 horas na auséncia de
luz. Para a extracdo da fracdo insaponificavel, 5 mL de &gua destilada e 10 mL de hexano
foram adicionados as amostras, em seguida a mistura foi homogeneizada em vortex e a fracéo
hexanica separada. A extragdo com 10 mL de hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo um
total de 4 extracbes. Na sequencia, a fracdo hexanica foi seca em evaporador rotatdrio
(Fisatom, Sao Paulo, Brasil) a 40 °C, e o residuo ressuspendido em 3 mL de hexano, sendo
entdo transferidos para tubos que foram direcionados a secagem em estufa ventilada (Solab,
Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C. Antes da andlise cromatogréfica, as amostras foram
ressuspendidas na fase movel.

A identificacdo e a quantificacdo foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em um HPLC-PDA-IR (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com detectores de
arranjo de fotodiodos (PDA - Photo Diode Array Detector, Waters 2998) e indice de refragdo
(RI — Refractive Index, Waters, 2414), com forno aquecido a 32 °C. As analises cromatograficas
foram conduzidas conforme descrito por Ferreira et al. (2017). Foi utilizada uma coluna CN
Hyperchrome (250 mm x 4,3mm x 5,0 pm) (Phenomenex, Colorado, USA) e a fase modvel
utilizada foi composta por hexano:2-propanol (97:3, v/v) com um fluxo de 1 mL/min. Devido aos
produtos de oxidacdo 5,6a-epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol ndo possuirem ligagdes m e por
isso ndo apresentarem caracteristicas adequadas de absorcéo de luz UV, esses compostos foram
detectados apenas pelo indice de refragdo. Os compostos foram determinados por comparacéo dos
tempos de retengdo dos picos nas amostras com aqueles dos padrdes de referéncia. A
quantificacdo foi realizada por padronizagéo externa usando curvas de calibracdo dos padrdes.

As estruturas do colesterol e dos Oxidos de colesterol foram confirmadas utilizando-se
um HPLC-MS-PDA (Shimadzu LCMS-2020, Tokio, Japdo) equipado com detector de massas
(Shimadzu LCMS-2020, Tokio, Japdo) com interface de ionizagdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI - Atmospheric Pressure Chemical lonization) em modo positivo e médulo
de aquisicdo SIM (Selected lon Monitoring), conforme descrito por de Oliveira et al. (2020).
Assim, o colesterol e os 6xidos de colesterol foram confirmados por meio da comparacéo dos
tempos de retencdo determinados para os padrdes e pela razdo m/z.

2.4.5 ldentificacdo dos compostos bioativos da salsa presentes nas omeletes por UHPLC-
ESI-MS

Os compostos bioativos da salsa também foram determinados nas amostras de
omeletes, conforme descrito no item 2.2.6, a fim de determinar os componentes da salsa que
estariam presentes nas omeletes mesmo apds a cocgdo, contribuindo assim para o possivel
efeito protetor da erva.

2.5 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido por meio de fatorial completo 3x4, onde o fator A foi os
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diferentes métodos de coccdo (al: fogdo; a2: micro-ondas, a3: air fryer) e o fator B foi as
diferentes concentracdes de salsa utilizadas (b1l: 0,0%; b2: 0,25%; b3: 0,5%; b4: 0,75%).
Também foi considerado um tratamento adicional referente & amostra crua. Os dados foram
tratados por meio do teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey de comparagéo
multipla de médias, quando diferengas significativas foram encontradas entre as amostras. O
teste de Dunnet foi aplicado para avaliar as diferencas entre as amostras cruas e as amostras
controles com cada um dos tratamentos utilizados. Todas as analises foram realizadas em
triplicatas e os resultados foram expressos por meio de médias seguidas dos desvios padrdes.

Técnicas multivariadas foram empregadas para complementar e resumir as
interpretacbes de resultados: a Analise dos Componentes Principais e o Agrupamento
Hierarquico com mapa de calor. A Analise dos Componentes Principais foi realizada apds a
padronizacdo das variaveis de forma a evitar a influéncia das diferentes magnitudes. O
Agrupamento Hierarquico foi aplicado utilizando-se o principio da distancia Euclidiana para
medir as distancias e 0 método Ward para agrupar as amostras. No mapa de calor, a variacdo
da coloracdo foi empregada para representar a intensidade de cada variavel, onde o menor
valor no mapa de calor ¢ indicado pelo azul escuro, 0 maior valor pelo vermelho brilhante e
valores medianos pela coloracdo cinza clara, com uma transicdo correspondente (ou
gradiente) entre estes extremos. Todas as analises estatisticas foram realizadas a um nivel de
significancia de 5%, utilizando o software R versao 3.2.4.

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises da salsa

3.1.1 Compostos fenolicos, flavonoides e capacidade antioxidante da salsa

Os teores totais de compostos fenolicos e flavonoides, assim como as capacidades
antioxidantes determinadas pelos métodos de DPPH, ORAC e sistema [-caroteno/acido
linoleico estdo presentes na Tabela 1. O conteldo total de compostos fendlicos determinado
na salsa foi 5,12 + 0,03 mg EAG/g, enquanto teores variados podem ser encontrados na
literatura (2,10 — 12,49 mg EAG/g) (MAZZUCOTELLI et al., 2018; DOBRICEVIC et al.,
2019; EPIFANIO et al., 2020; FERREIRA et al., 2022). O teor de flavonoides totais
determinado foi 14,73 + 1,01 mg EQ/g. Resultado similar foi reportado por Epifanio et al.
(2020) (15,05 mg EQ/g), enquanto valores inferiores foram obtidos para o extrato metandlico
avaliado por Mazzucotelli et al. (2018) (1,65 mg EQ/g).
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Tabela 1: Teores totais de compostos fendlicos e flavonoides e capacidades antioxidantes in
vitro determinadas pelos métodos de DPPH, ORAC e sistema B-caroteno/acido linoleico do
extrato da salsa.

Método Valor
Compostos fendlicos totais 5,12 £ 0,03
mg EAG/g
Flavonoides totais 14,73 £ 1,01
mg EQ/g
DPPH 13,07 £ 0,64
% inibi¢do oxidativa
ORAC 54,76 £ 1,12
uM ET/g
B-caroteno/acido linoleico 12,14 + 2,89

% inibi¢do oxidativa
Resultados de andlises realizadas em triplicatas, media + desvio padréo.

O extrato da salsa apresentou uma inibi¢do oxidativa de 13,07 = 0,64 % pelo método
de DPPH, o que foi proximo aos resultados reportados por Jadczak et al. (2019) (2,16 —
14,26%) e inferior ao encontrado por Ferreira et al. (2022) (59,21%). O valor ORAC
determinado foi 54,76 + 1,12 uM ET/g, o qual foi inferior a 109,94 uM TE/g (FERREIRA et
al., 2022) e superior a 32 uM ET/g (ERTEKIN, NAZLI e GUZEL, 2017). Para o ensaio de [3-
caroteno/acido linoleico, o percentual de inibicdo oxidativa foi 12,14 + 2,89 %, enquanto
Ferreira et al. (2022) e Tiveron et al. (2012) reportaram percentuais de 40,74 e 60,70%,
respectivamente.

As diferencas entre os valores determinados neste trabalho e os valores presentes na
literatura podem ser esperadas, visto que os teores de fitoquimicos em vegetais sdo altamente
influenciados por diversos aspectos como a genética e as condigdes ambientais de cultivo.
Além disso, os métodos e procedimentos aplicados na obtencdo dos extratos e os solventes
utilizados sdo alguns dos fatores que podem influenciar o resultado final, contribuindo assim
para a varia¢io observada (DOBRICEVIC et al., 2019; JANKOVIC et al., 2021).

3.1.2 Compostos bioativos da salsa determinados por UHPLC-ESI-MS

Onze compostos bioativos foram identificados no extrato da salsa no modo negativo,
incluindo acidos organicos, acidos fenolicos e seus derivados e flavonoides (Tabela 2).
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Tabela 2: Identificagdo dos compostos bioativos presentes no extrato da salsa por UHPLC-ESI-MS no modo negativo.

TR fon Principais fragmentos
. precursor P g Identificacdo proposta Referéncia
(min) (m/2) (m/z)
0,572 191 111; 109; 87; 85; 67 Acido citrico Frattani et al. (2021)
0,603 133 115; 89; 71 Acido malico Bergantin et al. (2017)
Epifanio et al. (2020)
_ o Frattani et al. (2021)
0,861 563 465; 269 Apigenina 7-apiosilglicosideo Kaiser, Carle e Kammerer (2013)
Slimestad, Fossen e Brede (2020)
1109 Rmid i 1A ] Ferreira et al. (2022)
0,876 325 163; 119; 89 Acido p-coumarico 4-O-hexosideo Kaiser, Carle e Kammerer (2013)
Ferreira et al. (2022)
0,981 593 353; 299; 232 Diosmetina 7-apiosilglicosideo Kaiser, Carle e Kammerer (2013)
Slimestad, Fossen e Brede (2020)
1,024 595 474; 299; 199 Quercetina-O-pentosil-hexosideo Epifanio et al. (2020)
1,031 163 119 Acido p-coumérico Ferreira et al. (2022)
1,045 605 564; 545; 455; 269 Apigenina-O-acetil-pentosil-hexosideo Seczyk et al. (2016)
1,120 679 635; 593; 576; 299 Crisoeriol-7-O-malonilapiosilglicosideo B Epifanio et al. (2020)
1,648 471 427; 307; 163; 145; 119 Derivado coumarico Frattani et al. (2021)
4,541 431 311; 153 Apigenina 7-glicosideo Ferreira et al. (2022)

Slimestad, Fossen e Brede (2020)

*TR- tempo de retencao.
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O acido p-coumdrico (m/z 163) foi encontrado no extrato da salsa conforme observado
por Ferreira et al. (2022), assim como compostos derivados deste &cido fendlico: &cido p-
coumarico 4-O-hexosideo (m/z 325) e outro derivado coumarico (m/z 471) (KAISER, CARLE
e KAMMERER, 2013; FRATTANI et al., 2021; FERREIRA et al., 2022). Também
foram identificados os seguintes flavonoides: apigenina 7-glicosideo (m/z 431), apigenina 7-
apiosilglicosideo (m/z 563), diosmetina 7-apiosilglicosideo (m/z 593), quercetina-O-pentosil-
hexosideo (m/z 595), apigenina-O-acetil-pentosil-hexosideo (m/z 605) e crisoeriol-7-O-
malonilapiosilglicosideo B (m/z 679) (KAISER, CARLE e KAMMERER, 2013; SECZYK et
al., 2016; EPIFANIO et al., 2020; SLIMESTAD, FOSSEN e BREDE, 2020; FRATTANI
et al., 2021; FERREIRA et al., 2022). Os acidos citrico e malico foram determinados de
acordo com Frattani et al. (2021) e Bergantin et al. (2017), respectivamente.

Compostos naturais como 0s encontrados no extrato da salsa tém chamado a atencéo
da comunidade cientifica devido as propriedades bioldgicas apresentadas pelos mesmos.
GODARZI et al. (2020) demonstraram que aos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios do
acido p-coumarico podem exercer atividades protetoras frente lesdes de reperfusdo, danos que
ocorrem nos tecidos mediante a restauracdo do fluxo sanguineo apds um periodo de isquemia.
Diversas propriedades bioativas, como a atividade antioxidante, imunomodulatoria, anti-inflamatéria e
anticancerigena, vém sendo documentadas em flavonoides glicosilados (YANG et al., 2018; MINDA
et al., 2020), como os determinados neste estudo. De acordo com Minda et al. (2020), a apigenin 7-
glicosideo apresentou potential antiproliferativo e pré-apopt6tico in vitro frente células cancerigenas
cervicais (MINDA et al., 2020).

Tais bioatividades sdo atribuidas principalmente as propriedades antioxidantes dos
compostos fendlicos, os quais sdo formados por um ou mais anéis aromaticos hidroxilados
ligados a uma ou mais hidroxilas, sendo capazes de doar um atomo de hidrogénio e/ou um
eléetron para os radicais livres formados no estdgio inicial dos processos oxidativos
(EMBUSCADO, 2019; ZEB, 2021). A maioria dos compostos fendlicos determinados na
salsa € da classe dos flavonoides, os quais minimizam a auto-oxidacdo lipidica em alimentos
por meio da estabilizacdo de radicais. Ademais, estes compostos atuam como sequestradores
de oxigénio singlete e como agentes quelantes de metais, participando também da ativacao de
enzimas antioxidantes e da inibicio de enzimas oxidantes (PROCHAZKOVA, BOUSOVA e
WILHELMOVA, 2011; D’AMELIA et al., 2018).

Além de ser apreciada por seus atributos de cor, sabor e aroma, a salsa também € fonte
de compostos antioxidantes. Assim, destaca-se a importancia de se investigar a adicdo da
salsa como estratégia para controlar as reacGes oxidativas em sistemas alimentares como as
omeletes, as quais sdo amplamente consumidas mas pouco estudadas.

3.2 Omeletes
3.2.1 Teores de umidade e lipidios totais das amostras de omeletes

O teor de umidade determinado na amostra crua foi 76,71 + 0,14 g/100 g (Tabela 3),
conteddo similar ao encontrado em amostras de ovos frescos (gema e clara) avaliadas por
Tang et al. (2021) (76,52 g/100 g). Entretanto, o cozimento acarretou na reducdo do teor de
umidade, que atingiu valores de 73,64 + 0,17 g/100 g (fogédo), 71,40 + 0,32 g/100 g (air fryer)
e 70,61 £ 0,15 g/100 g (micro-ondas) nas amostras controle, o que corresponde as reducoes de
aproximadamente 4, 7 e 8%, respectivamente (p < 0,05). Quanto & salsa, a adi¢do da erva ndo
alterou de forma significativa os resultados obtidos quando comparados ao controle para cada
método de cocgdo (p > 0,05).
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Tabela 3: Teores de umidade (g/100 g) e lipidios totais (g/100 g, base seca) das amostras de
omeletes cruas e cozidas (controle e com adicdo da salsa a 0,25, 0,5 e 0,75%).

Air fryer

Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa

Umidade 76,71 £0,14 71,40 +£0,32B%" 7121 +0,60%%" 71,74 + 0,142B%" 7226 + 0,144%%"

L:E;g:: 520724042 28,67+0,40% 28,93+ 047% 2949 +£037% 29,67 + 0,40
Fogio
Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa

Umidade 76,71 0,14 73,64 +0,17%%" 73,15+ 0,68%%" 73,73 +£0,18%%" 74,03 £ (0,25%%"

Lipidios

totais 29,72+ 0,42 28,47 £0,36%® 28,99 +0,40"* 29,01 +0,18"* 29,16 +£0,19%*

Micro-ondas

Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa

Umidade 76,71 +£0,14 70,61 +0,15%%" 70,67 + 0,335 71,01 £0,12°%¢" 71,57 £ 0,394

Lipidios

IO 29724042 277940177 27,70 20,107 278040225 27,85+0,05%

Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre as porcentagens de salsa adicionadas para cada método de coccdo pelo teste de
Tukey. Letras mindsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os métodos de cocgéo considerando
0 mesmo percentual de adicdo da salsa pelo teste de Tukey. Air fryer - "a" indica diferenga significativa em
comparacdo com o “controle” pelo teste de Dunnett. Fogdo - "B" indica diferenca significativa em comparagio
com o “controle” pelo teste de Dunnett. Micro-ondas - "8" indica diferenca significativa em compara¢do com o

“controle” pelo teste de Dunnett. “*”indica diferenga significativa de qualquer amostra em compara¢do com o
13 2

cru .

Estudos anteriores também demostraram o efeito do tratamento térmico na umidade
em ovos. Tang et al. (2021) reportaram perdas na faixa de 4 e 12% em ovos preparados em
micro-ondas (300 W/ 4 min) e em frigideira em fogdo convencional (130 °C/ 2,5 min),
respectivamente. Su et al. (2021) mostraram que a umidade reduziu rapidamente, de
aproximadamente 75 para 10%, em ovos preparados em micro-ondas (poténcia de 800 W)
com o aumento no tempo de operacdo do equipamento, que variou de 70 a 100 segundos.

O teor total de lipidios da amostra crua foi 29,72 + 0,42 g/100 g (base seca) (Tabela 3),
concordando com os resultados reportados por Attia et al. (2015) (28,10 — 33,10 g/100 g). O
tratamento térmico determinou alteracBes significativas nos teores de lipidios apenas nas
amostras preparadas em micro-ondas, onde foram observados valores reduzidos nas amostras
controle (p < 0,05). Os contetdos totais de lipidios encontrados nas amostras controle foram:
28,67 + 0,40 g/100 g (air fryer), 28,47 £ 0,36 g/100 g (fogéo) e 27,79 £ 0,17 g/100 g (micro-
ondas). Assim como descrito para a umidade, a adi¢do da salsa ndo afetou os resultados (p >
0,05).

Um estudo realizado por Murcia et al. (1999) relatou perdas correspondentes a 1,53%
no teor de lipidios de ovos apds o cozimento em micro-ondas, enquanto Cortinas et al. (2003)
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mostrou que o cozimento em fogdo ndo afetou o contetdo de lipidios de ovos. Outros autores
reportaram o aumento nos teores de lipidios apds o tratamento de ovos em micro-ondas (Su et
al., 2021; Tang et al., 2021) e fogédo (Tang et al., 2021), o que foi possivelmente devido a
perda de &gua das amostras analisadas.

3.2.2 Efeitos da adicao da salsa frente a degradacéo de acidos graxos

Os principais acidos graxos determinados na amostra crua foram: &cidos oleico (C18:1
n9c, 38,69 + 0,09 g/100 g 6leo), palmitico (C16:0, 23,44 + 0,05 g/100 g 6leo) e linoleico
(C18:2 néc, 9,35 + 0,05 g/100 g bleo). Também foram encontrados elevados teores dos acidos
estearico e palmitoleico. Considerando o somatorio dos diferentes grupos de acidos graxos, 0s
teores aumentaram da seguinte forma: &cidos graxos poli-insaturados (AGPIs) (11,26 + 0,03
g/100 g 6leo) < acidos graxos saturados (AGSs) (32,18 + 0,12 g/100 g bleo) < acidos graxos
monoinsaturados (AGMIs) (42,60 + 0,10 g/100 g 6leo) (Tabela 4), perfil similar ao reportado
por outros autores (AL JUHAIMI et al., 2019).
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Tabela 4: Composicao de acidos graxos (g/100 g 6leo) das amostras de omeletes cruas e cozidas (controle e com adicdo da salsa a 0,25, 0,5 e

0,75%).
Air fryer
Acido graxo Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa
C14:0 0,31+0,00 0,31 +0,0142 0,29 + 0,00B:a:¢ 0,30 + 0,004B: 0,31 + 0,004B:
C16:0 23,44 + 0,05 22,80 + 0,254%" 22,81 £ 0,06%%" 22,79 £ 0,05%%" 22,80 £ 0,10%%"
C18:0 8,27+0,18 7,30 + 0,23B" 8,39 + 0,41 Ba¢e 8,44 + 0,328 8,49 + 0,038
C22:0 0,16 + 0,00 0,08 + 0,005:>" 0,13 + 0,00%3:%* 0,13 £ 0,00%3%" 0,13 + 0,00%0*
C16:1 3,09+0,01 2,56 +0,015%" 2,66 + 0,02B:8%" 2,67 + 0,02B8%" 2,72 +0,0043%"
C18:1 n9c 38,69 £ 0,09 42,67 +£0,174%" 42,22 + (), 14Am0* 42,49 +0,174%" 42,40 + 0,24%5"
C20:1 n9 0,43 + 0,00 0,38 +£0,0148:&" 0,37 +0,008%" 0,38 £ 0,0148:&" 0,40 + 0,0142
C24:1 n9 0,39+ 0,00 0,12 + 0,025:>" 0,21 +0,0343%" 0,22 +0,0148%" 0,21 + 0,02/800*
C18:2 néc 9,35+ 0,05 8,15 + 0,044%" 8,39 +£0,15%%" 8,41 + 0,124 8,47 0,194%"
C20:4 né6 1,55+ 0,00 0,61 +0,07%%" 1,19 + 0,09%3%" 1,22 +0,0148%" 1,23 £ 0,0148%"
C22:6 n3 0,36 + 0,00 0,08 +£ 0,01%>" 0,16 + 0,02B5%" 0,22 + 0,01 /480* 0,18 + 0,03AB:b:0*
XAGS 32,18 £0,12 30,49 + 0,485:%" 31,62 + 0,384 31,66 + 0,30%%¢ 31,73 £ 0,1343¢
YAGMI 42,60 + 0,10 45,73 £0,174%" 45,46 £0,10%%" 45,76 £0,16%%" 45,73 £0,2148"
YAGPI 11,26 £ 0,03 8,84 + 0,125::" 9,74 + 0,06%%%" 9,85 +(,1148%" 9,88 +(,184®%"
XAGI 53,86 £0,12 54,57 £ 0,0652 55,20 + 0,0942.5" 55,61 + 0,06%%%" 55,61 + 0,3340.%
Xn3/n6 0,03 +£0,00 0,01 + 0,00%:>" 0,02 + 0,00BCb* 0,02 + 0,00%30* 0,02 + 0,00AB:b:0*
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Fogiao

Acido graxo Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa
C14:0 0,31£0,00 0,25 + 0,008¢" 0,27 £ 0,004B:0:5:~ 0,29 £ 0,00%05 0,25 £ 0,00%%P
C16:0 23,44 + 0,05 22,63 £9,28A%" 22,69 £ 0,10%%" 22,71 £0,03%5" 22,78 £0,074%"
C18:0 8,27+0,18 7,49 £ 0,214%" 7,50 + 0,334%" 7,59 £ 0,0145" 7,67 £ 0,054¢
C22:0 0,16 + 0,00 0,11 +£0,015&" 0,15 + 0,00%%P 0,15+0,01%5%P 0,15+ 0,02%%P
Cl6:1 3,09+0,01 2,54 + 0,05%5" 2,54 +0,14%%" 2,69 + 0,024%" 2,71 £0,1748

C18:1 n9c 38,69 £ 0,09 42,81 £ 0,224%" 42,46 + 0,06555" 42,48 £ 0,0548:a5" 42,60+ 0,13 AB&"
C20:1 n9 0,43 +£0,00 0,32 +0,0145" 0,32 +0,034%" 0,32 +£0,01455" 0,37 + 0,034R"
C24:1 n9 0,39 +0,00 0,12 + 0,015~ 0,13 + 0,005:>" 0,13 + 0,008:>" 0,17 + 0,028
C18:2 néc 9,35+ 0,05 8,20 + 0,025:>:" 8,45 + 0,38AB:" 8,68 + 0,024B:" 8,77 + 0,220%B"
C20:4 né6 1,55+ 0,00 0,77 £ 0,015%" 1,01 + 0,0340:B* 1,06 + 0,06 AR 1,11 £ 0,08 A8~
C22:6 n3 0,36 0,00 0,07 £ 0,01%>" 0,22 + 0,03B:aB:" 0,25 + 0,034B:aB:* 0,27 + 0,00%%P*
XAGS 32,18 £0,12 30,48 + 0,434%" 30,59 + 0,424%" 30,74 £ 0,00%%" 30,85 + 0,1345"
TAGMI 42,60 + 0,10 45,79 £ 0,184" 45.45+0,1145" 45,62 £ 0,054" 45,85 £ 0,234"

YAGPI 11,26 £ 0,03 9,04 + 0,035:>" 9,68 + 0,3243B" 9,99 + 0,06%%B" 10,15 + 0,20%%B*
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YAGI 53,86 +0,12 54,83 +£ 0,152 55,13 £0,21BC* 55,61 £ 0,01AB:R" 56,00 + 0,434:R"
Xn3/n6 0,03 + 0,00 0,01 +0,008%* 0,02 £ 0,004k 0,03 £ 0,00%%8 0,03 £ 0,00%38
Micro-ondas
Acido graxo Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa
C14:0 0,31+ 0,00 0,29 £ 0,014 0,30+ 0,014 0,30 + 0,007 0,30 +0,0142
C16:0 23,44 + 0,05 23,11 £ 0,082 23,19 +£0,08%2 23,22 +£0,0142 23,40 £ 0,25%2
C18:0 8,27+0,18 7,38 +£0,115%" 8,09 + 0,67/B: 8,31 £ 0,124 8,33 + 0,059
C22:0 0,16+ 0,00 0,09 + 0,014 0,11 +£0,014%" 0,11 +£0,014%" 0,12 +£0,014%"
C16:1 3,09+0,01 2,61 +0,024%" 2,68 +£0,15%%" 2,70 +£0,19%%" 2,77 £0,014%"
C18:1 n9c 38,69 = 0,09 40,37 £ 1,45%5" 41,47 £0,924%" 41,09 £0,17455 41,13 £0,3345"
C20:1 n9 0,43+ 0,00 0,36 + 0,005 0,37 £ 0,0148:" 0,37 £ 0,0048:%" 0,38 £ 0,014%9"
C24:1 n9 0,39+ 0,00 0,19 +£0,015%" 0,21 +£ 0,015 0,21 £ 0,015 0,26 + 0,034%9"
C18:2 néc 9,35+0,05 8,38 £0,114%" 8,54 £ 0,174 8,60 £ 0,044 8,65 £ 0,045
C20:4 n6 1,55+0,00 0,90 +£ 0,115 0,90 + 0,038:5* 1,02 £ 0,034B:b:" 1,16 £ 0,104
C22:6 n3 0,36 £ 0,00 0,16 + 0,025 0,21 £ 0,01 AB:ab:* 0,19 + 0,024B:b:" 0,21 £ 0,0340:3:
XAGS 32,18 £0,12 30,87 £ 0,158%" 31,69 £0,714B:2 31,94 £ 0,114 32,15 £ 0,254
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TAGMI 42,60+ 0,10 43,53+ 1,43A% 44,73 £ 0,774 44,37 + 0,004 44,54 + 0,337

ZAGPI 11,26 £0,03 9,44 0,085 9,65 + 0,208 9,81 40,0548 10,02 + 0,174%5"
TAGI 53,86 +0,12 52,97 + 1,498 54,38 + 0,634Bb:" 54,18 + 0,035 54,56 + 0,481
In3/n6 0,03 % 0,00 0,02 = 0,00%" 0,02 = 0,007 0,02 = 0,004 0,02 & 0,007

AGS = 4cido graxo saturado; AGMI = 4cido graxo monoinsaturado; AGPI = 4cido graxo poli-insaturado; AGI = acido graxo insaturado. Resultados de analises realizadas em
triplicatas, média + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as porcentagens de salsa adicionadas para cada método de coccédo pelo
teste de Tukey. Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os métodos de cocgdo considerando o mesmo percentual de adicdo da salsa pelo teste de
Tukey. Air fryer - "o indica diferenga significativa em comparagdo com o “controle” pelo teste de Dunnett. Fogdo - "B" indica diferenca significativa em comparag¢do com o

“controle” pelo teste de Dunnett. Micro-ondas - "3" indica diferenca significativa em comparagdo com o “controle” pelo teste de Dunnett. “*”indica diferenga significativa de
qualquer amostra em compara¢@o com o “cru’”.
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No entanto, o aquecimento resultou em alteragcdes nas concentracdes dos &cidos graxos
nas amostras controle (Tabela 4). Ap6s o preparo térmico em air fryer, os teores de AGSs,
AGMlIs e AGPIs foram 30,49 *+ 0,48, 4573 + 0,17 e 8,84 = 0,12 @g/100 g Oleo,
respectivamente. O cozimento em micro-ondas reduziu os teores de AGSs (30,87 = 0,15
g/100 g 6leo) e AGPIs (9,44 + 0,08 g/100 g 6leo), enquanto um nivel superior de AGMIs
(43,53 £ 1,43 g/100 g 6leo) foi determinado. Comportamento similar foi observado nas
amostras preparadas em fogdo: AGSs (30,48 + 0,43 ¢g/100 g 6leo), AGMIs (45,79 + 0,18
g/100 g 6leo) e AGPIs (9,04 + 0,03 g/100 g 6leo). Entretanto, os perfis de acidos graxos
(AGMIs > AGSs > AGPIs) ndo foram alterados devido aos diferentes métodos de coccéo
aplicados.

A exposicdo a elevadas temperaturas durante o tratamento térmico acelera os
processos oxidativos em alimentos, pois reduz a energia de ativacdo necessaria para a
abstracdo do hidrogénio e formacéo dos radicais livres, que sdo precursores das reacdes de
oxidacio (BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

Visto que 0os AGPIs sdo mais susceptiveis a oxidagdo, este grupo de &cidos graxos €
comumente considerado ao se avaliar a oxidagéo lipidica em alimentos. De fato, quanto maior
0 numero de instauracdes presentes na cadeia do &cido graxo maior a susceptibilidade do
mesmo a oxidacdo (BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

Ao se avaliar o efeito da coccdo nos AGPIs, 0s seguintes percentuais de degradacao
foram determinados nas amostras controle: 21,50% (air fryer), 19,72% (fogdo) e 16,17%
(micro-ondas). Dentre os métodos de coccdo avaliados, o air fryer apresentou o maior
impacto frente aos AGPIs, enquanto um menor percentual de degradacao foi determinado nas
amostras preparadas em micro-ondas. Tal fato pode ser atribuido as condicdes mais extremas
de processamento, maior temperatura aplicada (220 °C) e tempo mais longo de cocgédo (10
minutos), empregadas neste tratamento, onde as omeletes também apresentaram a maior
temperatura interna (138 °C). Uma tendéncia similar foi observada em um estudo realizado
por Douny et al. (2015), que compararam diferentes métodos de cocgéo (fogdo, cozimento em
agua e em forno) durante o preparo térmico de ovos. De acordo com 0s autores, 0 preparo em
forno (180 °C / 45 min) foi o método que mais afetou a composicao de acidos graxos, sendo
este o0 tratamento que atingiu a maior temperatura interna nas amostras (102,6 °C).

Murcia et al. (2003) demonstraram que os teores de AGPIs reduziram em
aproximadamente 13 e 30% em ovos preparados em micro-ondas e fogdo, respectivamente.
Al Juhaimi et al. (2017) observaram a maior degradacdo do acido oleico nas amostras tratadas
em micro-ondas quando comparadas com amostras de ovos preparadas em fogdo. No entanto,
0 impacto do cozimento na composicdo de alimentos depende de diversos fatores como o
método aplicado, o equipamento, a temperatura selecionada, o tempo de coccdo, dentre
outros. Assim, diferencas entre os estudos presentes na literatura sdo esperadas, mesmo
quando comparando o mesmo método de cocgéo.

O aquecimento das amostras reduziu os teores de AGPIs. Entretanto, a degradacao dos
mesmos foi mais evidente nas amostras controle do que nas amostras adicionadas de salsa
(Tabela 4). Os teores de AGPIs nas amostras preparadas em air fryer adicionadas de salsa
(9,74 £ 0,06 — 9,88 + 0,18 g/100 g 0Oleo) foram superiores ao conteldo determinado na
amostra controle (8,84 + 0,12 g/100 g 6leo, 21,50% de degradacéo) (p < 0,05). Desta forma,
uma degradacdo inferior foi observada com a adicdo da salsa, com 12,26% de degradacéo
para o tratamento com 0,75% da erva, por exemplo.

As amostras preparadas em fogao contendo a salsa (9,68 = 0,32 — 10,15 £ 0,20 ¢/100 g
6leo) apresentaram uma menor degradacdo devido a adicdo da erva na concentracdo de 0,75%
(9,86%) comparadas com o controle (19,72%). Teores variando de 9,65 £ 0,20 a 10,02 £ 0,17
9/100 g 6leo foram encontrados nas amostras preparadas em micro-ondas, com 11,02% de
degradacdo para o tratamento com 0,75% salsa. Diferengas significativas séo foram
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detectadas devido ao emprego de diferentes concentracbes de salsa, para a maioria dos
tratamentos avaliados (p > 0,05).

O efeito protetor da salsa frente a oxidacdo lipidica e consequente degradacdo de
AGPIs destaca o potencial antioxidante da mesma. A salsa contem compostos bioativos,
principalmente flavonoides, os quais sdo comumente reportados por suas propriedades
antioxidantes devido as reacdes destes polifendis com os radicais livres formados durante os
estagios iniciais da auto-oxidacdo, assim como a a¢do protetora sobre os lipidios mediante a
presenca de pré-oxidantes como os ions metéalicos (EMBUSCADO, 2019; ZEB, 2021).

3.2.3. Efeitos da adicao da salsa frente a formagéo dos 6xidos de colesterol

O teor de colesterol da amostra crua foi 1038,41 + 4,51 mg/100 g (base seca) (Tabela
5), o qual estéa de acordo com valor reportado por Batkowska et al. (2021) (1010 mg/100 g) ao
avaliar amostras de ovos frescos (gema e clara). No entanto, devido a relevancia do colesterol
para a dieta humana, estudos tém sido realizados a fim de determinar a concentracdo do
colesterol em ovos e os diferentes fatores que podem influenciar o nivel do mesmo
(ABDALLA e OCHI, 2018; BATKOWSKA et al., 2021).
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Tabela 5: Teores de colesterol (mg/100 g, base seca) e dxidos de colesterol (ug/g, base seca) das amostras de omeletes cruas e cozidas (controle
e com adigéo da salsa a 0,25, 0,5 e 0,75%).

Air fryer
Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa
5,6a-EP - 26,67 £0,202 - - -
5,6p-EP 13,09+ 0,12 71,56 + 1,88~a" 27,63 + 3,13BC0” 37,01 + 5,915~ 22,97 + 3,36%&"
200-OH 1,57 £0,02 14,88 + 0,2145" 2,78 £ 0,038 2,52 +0,568C¢a 1,97 + 0,09Cb:
25-OH 1,63+0,30 96,86 + 0,73~&" 47 31 + 264800 48,89 + 7,13B:bsos* 22,49 + 0,98
70-OH 5,42 +0,22 28,14 + 0,620 5,03 £ 0,04B:b¢ 5,78 + 0,69B:b¢ 5,61 + 0,288«
7p-OH - - - - -
7-ceto 19,88 £2,48 582,93 + 12,73~%" 211,80 + 3,365:b:«" 165,05 * 16,57Cbe* 96,95 + 7,89Dca*
POC:s totais 40,69 + 2,26 821,05 + 13,77~4%" 294,56 + 4,298:b:%* 259,26 + 19,1655 150 + 10,94Dseio5*
Colesterol 1038,41 £ 4,51 426,21 + 5,84Pc* 732,20 + 2,015 749,11 + 6,28B:bis* 892,77 + 0,46%%%
Fogéo
Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa
5,60-EP - - - - -
5,6B-EP 13,09 +0,12 66,75 + 4,11~%" 39,78 + 3,448 38,43 +1,508" 28,27 £ 0,77¢2"
200-OH 1,57 £0,02 29,54 + 1,41~ 28,68 + 0,41~8” 26,45 +1,204%" 14,13 + 2,59B:a8*
25-OH 1,63+0,30 31,70 + 0,720 23,84 + 4,087B:c:P* 20,37 + 4,31B:eB” 17,43 + 11,6155
70-OH 5,42 +0,22 8,18 + 1,08~¢" 6,76 + 0,937Bb:™ 5,23 +1,05558 5,28 + 0,195:P
7p-OH - - - - -
7-ceto 19,88 + 2,48 174,90 + 8,99~¢” 159,33 + 1,14B:B* 155,95 + 2,67BCH:E* 144,92 + 1,156~
POC:s totais 40,69 + 2,26 311,07 + 13,8470 258,39 + 8,08B:f:* 246,44 + 6,958 210,03 + 3,97Cb:B"
Colesterol 1038,41 £+ 4,51 751,55 + 1,208C2* 747,68 + 10,63%2" 767,00 + 3,52AB:5* 771,32 + 4,384b:5*
Micro-ondas
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Cru Controle 0,25% salsa 0,5% salsa 0,75% salsa
5.60-EP - 23,37+ 0,58%" 21,58+ 1,35 - -
5,6p-EP 13,09+0,12 65,17 + 0,054%" 48,17 + 7,975 29,21 + 3,75C:" 26,44 + 1,46
200-OH 1,57 40,02 30,60 + 0,104%" 17,10 + 1,808 15,47 + 0,238C:6° 13,50 + 0,44C:=5"

25-OH 1,63+0,30 97,96 + 0,424%" 91,22 + 3,34Bid 72,55 + 0,70C" 29,20 + 0,216

20-OH 5,42 + 0,22 34,59 + 0,924 15,10 + 1,01B” 10,62 + 0,58 4,63 % 0,10Pb#

7p-OH - 4,04 +0,94* 1,66 + 0,175 - ]

7-ceto 19,88 2,48 549,48 + 13,7670 475,17 + 6,028 349,97 + 0,80C" 172,62 + 2, 45D
POCs totais 40,69 +2,26 805,21 + 14,504 670 £ 8,770 477,83 + 3,68 232,89 + 1,270
Colesterol 1038,41 + 4,51 642,60 + 7,855 651,74 + 13,69° 675,07 + 4,635 727,11 + 2,23Mei”

5,60-EP = 5,60-epoxicolesterol; 5,63-EP = 5,63-epoxicolesterol; 200-OH = 20a-hidroxicolesterol; 25-OH = 25-hidroxicolesterol; 7a-OH = 7a-hidroxicolesterol; 73-OH = 7-
hidroxicolesterol; 7-ceto = 7-cetocolesterol. Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre as porcentagens de salsa adicionadas para cada método de cocgdo pelo teste de Tukey. Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas entre
0s métodos de coccdo considerando o mesmo percentual de adigdo da salsa pelo teste de Tukey. Air fryer - "a" indica diferenga significativa em comparag¢do com o “controle”
pelo teste de Dunnett. Fogéo - "B" indica diferenca significativa em comparac¢do com o “controle” pelo teste de Dunnett. Micro-ondas - 8" indica diferenca significativa em

comparacdo com o “controle” pelo teste de Dunnett.

AT 325

indica diferenca significativa de qualquer amostra em comparacgdo com o “cru”.
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O efeito o tratamento térmico foi evidenciado nas amostras cozidas (Tabela 5). O
aquecimento reduziu significativamente (p < 0,05) os niveis de colesterol em 58,96% (426,21
+ 5,84 mg/100 g), 38,12% (642,60 + 7,85 mg/100 g) e 27,63% (751,55 + 1,20 mg/100 g) apo6s
a coccdo em air fryer, micro-ondas e fogéo, respectivamente, revelando o maior impacto do
air fryer. Embora inimeros estudos tenham descrito a degradacdo do colesterol durante o
cozimento em matrizes alimentares, poucos dados se referem a coccdo de ovos. Zardetto,
Barbanti e Rosato (2014) reportaram redugdes variando de 16 a 25% nos teores de colesterol
apos o tratamento térmico de massas frescas contendo ovo liquido pasteurizado. Os contetidos
de colesterol de ovos preparados termicamente por fervura ndo sofreram alteracGes
significativas apds 5 minutos de cocgdo (1557 - 1613 mg/100 g), no entanto, reducdes
significantivas foram detectadas nos ovos cozidos por 10 e 20 minutos (1236 e 1210 mg/100
g, respectivamente) (INNOSA et al., 2019).

O colesterol € um composto bioquimico essencial comumente presente em alimentos
de origem animal e que, devido sua estrutura quimica, é altamente susceptivel a reacbes que
acarretam na degradacdo do mesmo durante o tratamento térmico. Temperaturas elevadas
induzem as diferentes rotas de degradacéo do colesterol, como a oxidacéo e a polimerizagéo,
resultando na formagdo de POCs, cetonas, aldeidos, hidrocarbonetos, alcoois e &cidos
organicos volateis (DEREWIAKA ¢ MOLINSKA, 2015).

Embora os resultados apontem para a degradagédo térmica do colesterol nas amostras
controle, a salsa apresentou um efeito protetor frente a degradacdo do mesmo. Os niveis de
colesterol variaram da seguinte forma: de 732,20 + 2,01 a 892,77 + 0,46 mg/100 g (air fryer),
de 747,68 £ 10,63 a 771,32 £ 4,32 + 4,32 38 mg/100 g (fogdo) e de 651,74 £ 13,69 a 727,11 +
2,23 mg/100 g (micro-ondas) (Tabela 5), sendo a maior protecdo observada nas amostras
tratadas com a salsa na concentracdo de 0,75%. Em geral, quanto maior a concentracdo da
erva, maior a sua eficacia.

Cinco 6xidos de colesterol foram encontrados nas amostras cruas: 7-keto, 7a-OH,
5,6B-EP, 200-OH e 25-OH. O principal 6xido detectado foi o 7-keto (19,88 + 2,48 ug/g, base
seca), seguido por 5,6B8-EP (13,09 + 0,12 ng/g, base seca) e 7a-OH (5,42 + 0,22 pg/g, base
seca), respectivamente (Tabela 5). A presenca desses Oxidos nas amostras cruas pode ser
atribuida a formacao dos mesmos por processos enzimaticos do metabolismo animal. Além de
indicar a possivel ocorréncia de processos oxidativos antes mesmo das amostras serem
utilizadas no experimento (MAZALLI e BRAGAGNOLO, 2009).

No entanto, 0 cozimento aumentou o nivel de POCs totais de 40,69 + 2,26 pg/g (cru)
para 821,05 + 13,77 ug/g (air fryer), 311,07 + 13,84 ug/g (fogéo) e 805,21 + 14,50 pg/g
(micro-ondas) nas amostras controle (p < 0,05). Alem dos POCs identificados nas amostras
cruas, 6xidos como o 5,6a-EP e o 7p-OH também foram detectados nas omeletes controle. A
auséncia desses compostos nas amostras cruas pode ser inerente & amostragem, uma vez que a
composicao lipidica de ovos é influenciada por inimeros fatores (BATKOWSKA et al., 2021,
PANAITE et al., 2021).

O 7-keto foi o principal éxido identificado nas amostras controles, com contetdos que
variaram de acordo com o método de cozimento utilizado (Tabela 5). Os elevados teores de
POCs também foram determinados pela formacéo de 25-OH e 5,6B-EP. Além disso, 0 5,6a-
EP so6 foi detectado apds o tratamento em air fryer e micro-ondas. Assim como o 7p-OH foi
encontrado exclusivamente em amostras preparadas no fogéo.

A formacdo de POCs foi induzida principalmente pelo air fryer e micro-ondas, com
incrementos de 95,05 e 94,95% nos teores de POCs totais, respectivamente, enquanto o
preparo térmico em fogdo aumentou o contetdo de POCs totais em aproximadamente 87%.
Assim, teores significativamente similares de POCs totais foram determinados nas amostras
controles apds o cozimento em air fryer e micro-ondas (p > 0,05).

A tecnologia do air fryer surgiu como uma alternativa para fritar alimentos sem a
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utilizacdo de 6leo, ja que neste equipamento o ar quente circula uniformemente ao redor do
alimento formando caracteristicas tipicas de um alimento frito (FERREIRA et al., 2017
ZAGHI et al., 2019). No entanto, como demonstrado neste estudo, sdo necessarias condigdes
mais extremas de processamento (220 °C/ 10 min, temperatura interna: 138 °C), resultando na
maior degradagdo do colesterol. Também é importante considerar que o oxigénio presente no
ar induz a oxidacdo, chamando a atencdo para a maior exposicdo das amostras a este fator
pré-oxidante devido ao ar circulante durante a cocgdo em air fryer (FERREIRA et al., 2017;
DE CARVALHO et al., 2021).

O aquecimento de micro-ondas é um tipo de aquecimento dielétrico que ndo requer
um meio de transferéncia de calor, o que ocorre entdo de forma mais homogénea e com maior
velocidade (DE PILLI e ALESSANDRINO, 2020; KELLY e VO KIENTZA, 2021). As
amostras preparadas em micro-ondas apresentaram menor temperatura interna (95 °C) quando
comparadas com as amostras tratadas em air fryer. No entanto, faz-se necessario considerar
que estes métodos apresentam diferentes mecanismos de transferéncia de calor que podem
influenciar a formacdo de POCs de diferentes formas devido a complexidade das reacOes
envolvidas na oxidac&o do colesterol (BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

Quando comparado com o cozimento convencional com frigideira em fogdo, que é o
método mais tradicional usado para o preparo de omeletes, o micro-ondas e o air fryer
apresentam vantagens praticas como o controle preciso de processos, a limpeza, a auséncia de
necessidade da presenca humana durante o aquecimento, e outros (ZAGHI et al., 2019;
KELLY e VO KIENTZA, 2021). Em contrapartida, o preparo térmico em fogdo no presente
estudo, com a menor temperatura interna (84 °C), foi o tratamento que induziu a formacéo de
POCs de forma mais amena.

A oxidacdo do colesterol ocorre através de um mecanismo semelhante a auto-oxidacao
de &cidos graxos insaturados. Assim, a presenca de uma ligacao dupla entre os carbonos 5 e 6
facilita a abstracdo de hidrogénio ligado ao carbono 7, reduzindo a energia de ativacdo
necessaria e acarretando na formacdo de 7-keto, 7a-OH e 7p-OH (LENGYEL et al., 2012).
De fato, o 7-ceto é considerado um marcador da oxidacdo do colesterol em alimentos, uma
vez que é um dos POC mais representativos (> 30% do total de POCs) (SMITH, 1987;
INNOSA et al., 2019).

A epoxidacdo também pode ocorrer e é associada a processos de oxidagdo pelo ar. No
presente estudo, as amostras foram expostas ao oxigénio atmosférico e ao calor durante o
cozimento. Assim, a formagdo de 5,63-EP também pode ser destacada. O B-epimero foi o
epoxicolesterol predominante, o que pode ser atribuido ao impedimento estérico devido ao
grupo hidroxi na posicdo 3. Além disso, os carbonos terciarios C20 e C25 também séo
posicBes susceptiveis a oxidacdo, onde hidroperoxidos derivados da cadeia lateral podem
formar 20-OH e 25-OH, respectivamente (SMITH, 1987; CHIEN, WANG E CHEN, 1998).

Estudos tém mostrado o impacto do aquecimento na formacdo de POCs em ovos.
Niveis mais elevados de POCs, tais como 7-keto, 78-OH e 7a-OH, foram determinados em
ovos enriquecidos em &cidos graxos da série 6mega 3 apds a fervura e fritura (MAZALLI e
BRAGAGNOLO, 2009; REN et al, 2013). Zardetto et al. (2014) mostraram que a
concentracdo de POCs de massas preparadas com ovos pasteurizados aumentou de 66,44 pg/g
(cru) para 117,9 pg/g ap6s cozimento a 100 °C por 120 minutos. Amostras de biscoito
formuladas com ovos tratados em spray-dryer apresentaram quantidades inferiores de POCs
em comparacdo com as formuladas com ovos pasteurizados, uma vez que a tecnologia de
secagem em spray-dryer reduziu a oxidacdo do colesterol 2,6 vezes em compara¢do com 0s
ovos pasteurizados (VERARDO et al., 2020).

Em geral, esses estudos relataram niveis inferiores de POCs em relacdo ao presente
estudo. Entretanto, a oxidacdo do colesterol € um processo dindmico influenciado por
inimeros fatores, como a temperatura, o pH, o oxigénio, a luz, a presenca de antioxidantes e
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pré-oxidantes, e ocorre por caminhos distintos, resultando na formagdo de diferentes éxidos
em diferentes concentracbes (SMITH, 1987; BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN,
2017).

A salsa foi eficaz na protecdo do colesterol contra a oxidacdo, de forma que teores
inferiores de POCs totais foram determinados nas amostras contendo a erva (p < 0,05)
(Tabela 5). Os teores totais de POCs nas amostras adicionadas da salsa tratadas em air-fryer
variaram de 150 + 10,94 (0,75% de salsa) a 294,56 + 4,29 nug/g (0,25% de salsa). Em
amostras preparadas no fogéo, o tratamento com 0,75% de salsa apresentou o maior efeito
protetor, reduzindo o teor total de POCs para 210,03 + 3,97 ug/g. As amostras preparadas em
micro-ondas adicionadas com salsa a 0,75% apresentaram 232,89 + 1,27 pg/g de POCs,
enquanto um teor de 805,21 + 14,50 ug/g foi determinado na amostra controle. Assim, 0s
incrementos nos niveis de POCs observados nas amostras onde houve a adi¢do da salsa foram
inferiores em relacdo aos tratamentos controles, principalmente quando a salsa foi adicionada
na concentracao de 0,75%: 72,88% (air fryer), 80,63% (fogéo) e 82,53% (micro-ondas).

A salsa tem apresentado resultados promissores como antioxidante natural em
alimentos (FERREIRA et al., 2017, 2022), podendo ser adicionada a diferentes produtos
alimenticios para melhorar as propriedades antioxidantes e estender a vida Util dos mesmos
(BADEE, SALAMA e KI, 2020; HUYNH, KRICKMEIER E SCHNAECKEL, 2020).
Ademais, a salsa tambem tem mostrado efeitos conservantes de grande interesse para a
industria alimenticia quando incorporada as embalagens de alimentos (DORDEVIC et al.,
2021).

Neste estudo, a salsa atuou como agente antioxidante minimizando a formacao dos
oxidos de colesterol. Uma vez que os ovos contém elevados niveis de colesterol e sdo
preparados termicamente para consumo, as omeletes sdo fontes potenciais de POCs exdgenos,
0S quais sdo associados ao desenvolvimento de inimeras doengas como consequéncia de seus
efeitos citotoxicos, aterogénicos, neurodegenerativos, inflamatorios e cancerigenos
(KLOUDOVA-SPALENKOVA et al, 2020; LIU et al., 2021; NURY et al., 2021). Assim,
estratégias para minimizar a formacdo de POCs durante a preparagdo térmica sdo cruciais para
manter a qualidade nutricional e a seguranca no consumo de ovos e alimentos preparados com
0VO0S.

3.2.4 Determinacdo dos compostos bioativos da salsa presentes nas amostras cozidas de
omelete

Onze compostos bioativos foram identificados na salsa, mas nem todos foram
detectados nas amostras de omelete apds a coccdo (Tabela 6).
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Tabela 6: Comparacédo entre 0s compostos bioativos presentes no extrato da salsa e nas amostras de omelete.

Air fryer Fogéo Micro-ondas
0 (1) () o o o o o o
Composto Salsa  Controle 0,25%  0,5% 0,75% Controle 0,25%  0,5%  0,75% Controle 0,25% 0,5%  0,75%
salsa salsa salsa salsa salsa salsa salsa salsa salsa
Acido citrico (m/z 191) X - - - - - - - - - - - -
Acido malico (m/z 133) X - - - - - - - - - - - -
Apigenina 7-apiosilglicosideo ) ) i
(m/z 563) X X X X X X X X X X
Acido p-coumarico 4-O-
hexosideo X - - - - - - - - - - - -
(m/z 325)
Diosmetina 7-apiosilglicosideo X ) ) ) ) ) ) ) ) i i i i
(m/z 593)
Quercetina-O-pentosil-hexosideo X ) ) ) ) ) ) ) ) i i i i
(m/z595)
Acido p-coumarico « i i i i i i i i ) ) ) )
(m/z 163)
Apigenina-O-acetil-pentosil-
hexosideo X - X X X - X X X - X X X
(m/z 605)
Crisoeriol-7-O-
malonilapiosilglicosideo B X - - - - - - - - - - - -
(m/z 679)
Derivado coumarico (m/z 471) X - - - - - - - - - - - -
Apigenina 7-glicosideo X ) ) ) ) ) ) ) ) i i i i
(m/z 431)
“x” indica presenga do composto bioativo na amostra correspondente. “-“indica auséncia do composto bioativo na amostra correspondente.
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Como esperado, as amostras controle ndo apresentaram os compostos encontrados na
salsa, ja que estas ndo foram adicionadas da erva. Entre os constituintes de salsa, apenas a
apigenina 7-apiosilglicosideo (m/z 563) e a apigenina-O-acetil-pentosil-hexosideo (m/z 605)
também foram detectadas nas omeletes contendo a erva, independentemente do método de
cozimento aplicado e do nivel de adicdo da salsa (Tabela 6). Tal fato indica a possivel
degradacédo térmica de outros compostos bioativos da salsa, que ndo foram encontrados nas
omeletes adicionadas da salsa apds o cozimento (Tabela 6).

Estudos anteriores mostraram os efeitos de diferentes métodos de coacdo em
compostos bioativos presentes em materiais vegetais (WU et al., 2019; NAYEEM et al.,
2021). Flavonoides e outros compostos encontrados na salsa sdo sensiveis a elevadas
temperaturas, luz e oxigénio, e assim, podem se degradar durante o cozimento (IOANNOU,
CHEKIR e GHOUL, 2020; DE CARVALHO et al., 2021). A degradacdo ndo ocorre apenas
em fungdo do método/condicdo de cozimento aplicado. A estrutura quimica de um composto
também desempenha um papel fundamental em sua estabilidade térmica.

De acordo com da Costa et al. (2002), a rutina é mais estavel que a quercetina devido a
presenca de um grupamento glicosil. loannou et al. (2020) avaliaram a degradacéo térmica de
solugdes modelo de flavonoides durante o aquecimento a 130 °C por 2 horas e mostraram que
o eriodictilol foi completamente degradado, enquanto o teor de naringina (glicosideo) foi
reduzido apenas em 20%. Estes apontamentos podem explicar a identificacdo apenas da
apigenina 7-apiosilglicosideo e da apigenina-O-acetil-pentosil-hexosideo nas amostras apds o
cozimento.

De fato, a degradacdo dos compostos bioativos abrange reacdes complexas que podem
afetar o potencial antioxidante de diferentes maneiras. Portanto, estudos adicionais devem ser
realizados a fim de melhor elucidar os mecanismos envolvidos na estabilidade térmica e,
consequentemente, na termo-degradacdo de cada composto em questéo.

Além disso, sistemas alimentares, como omeletes, apresentam diferentes constituintes
que podem interagir com os compostos bioativos de maneiras distintas (Olszowy-Tomczyk,
2020). Assim, a interacdo dos constituintes da salsa e da omelete pode influenciar e dificultar
a extracdo dos compostos da erva. De fato, a facilidade de extracdo depende da ligacdo dos
componentes da erva a matriz alimentar. Outro ponto relevante em relacdo a extracdo de um
composto € sua hidrofilicidade/lipoficidade, que pode afetar sua solubilidade e extracéo
(RAJBHAR, DAWDA e MUKUNDAN, 2015). Portanto, em matrizes alimentares
complexas, é importante considerar como as interacGes formadas podem alterar esses
parametros. Além disso, como os compostos diferem em tamanho molecular, polaridade e
solubilidade, cada constituinte da salsa pode apresentar um comportamento diferente, o que
também destaca a necessidade de estudos futuros acerca dos compostos identificados neste
trabalho.

3.3 Analise dos Componentes Principais e mapa de calor

Os dois primeiros componentes principais explicam 78,2% da variabilidade dos dados
(Dim 1: 59,5 %, Dim 2: 18,7 %) (Figuras 1a e 1b), o que representa de forma adequada a
variancia dos dados experimentais.
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Figura 1: Analise multivariada. Analise dos Componentes Principais para os tratamentos (a)
e variaveis (b). Mapa de calor (c). AF = Air fryer; M = micro-ondas; F = fogdo; Cont =
controle; AGS = 4cido graxo saturado; AGMI = acido graxo monoinsaturado; AGPI = &cido
gracxo poli-insaturado; AGI = &acido graxo insaturado; deg_AGPI = degradacdo de AGPI;
POCs = produtos da oxidacdo do colesterol. Os valores 0,25, 0,5 e 0,75 representam 0s
diferentes niveis de adi¢do da salsa.

As amostras controle apresentaram os maiores valores para indicadores da oxidagéo de
colesterol, tais como 25-OH, 7a-OH, POCs totais e 7-ceto, em comparagdo com as amostras
adicionadas da salsa, o que foi menos proeminente nas amostras preparadas em fogdo. Por
outro lado, amostras contendo 0,25, 0,5 e 0,75% de salsa preparadas no air fryer e no fogdo
apresentaram teores superiores de colesterol, sugerindo o efeito protetor da erva frente a
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degradacéo do colesterol (Figuras 1a, 1b e 1c).

A Figura 1c apresenta quatro grupos formados de acordo com suas semelhangas.
Todas as amostras controle foram agrupadas em um grupo Unico (em preto), que apresentou
teores reduzidos de colesterol e acidos graxos das séries dmega 3 e 6. Estas amostras também
apresentaram niveis elevados de POCs totais, 25-OH e 7a-OH, assim como elevados
percentuais de degradacdo de AGPIs. Outro grupo (em vermelho) apresentou apenas a
amostra crua, indicando sua composicdo distinta (conteudos elevados de colesterol e AGPIs,
bem valores inferiores para a degradacdo de AGPIs e o teor de POCs totais). Por fim, outros
dois grupos foram compostos por amostras tratadas com a salsa: um grupo composto pelas
amostras preparadas em micro-ondas (azul) e um grupo contendo as amostras preparadas no
fogdo (rosa).

Os diferentes grupos formados destacam tanto o impacto dos métodos de cocgdo na
composicao lipidica das amostras quanto o efeito protetor da salsa frente a oxidacdo, o que
também é demonstrado pela ampla variagdo de cor observada no mapa de calor (Figura 1c)
em relagdo aos diferentes tipos de amostras (cru, controles e amostras contendo a salsa). A
adicdo da salsa resultou em valores significativamente diferentes para a maioria dos
parametros avaliados em relacdo as amostras controle, indicando o efeito da mesma como
antioxidante natural no presente estudo.

4 CONCLUSAO

As analises de UHPLC-ESI-MS detectaram a presenca de compostos bioativos como
acidos fenolicos e seus derivados (acido p-coumarico, acido p-coumarico 4-O-hexosideo),
flavonoides (apigenina 7-glicosideo, apigenina 7-apiosilglicosideo, diosmetina 7-
apiosilglicosideo, crisoeriol-7-O-malonilapiosilglicosideo B) e acidos organicos (acidos
citrico e malico), o que pode explicar a capacidade antioxidante observada na salsa. Os
tratamentos em air fryer, fogdo e micro-ondas induziram a oxidacao lipidica nas amostras,
aumentando os teores de POCs nas omeletes. A formacdo de POCs foi mais proeminente nas
amostras preparadas em air fryer e micro-ondas, onde condicGes de processamento mais
extremas foram empregadas e temperaturas internas mais elevadas foram determinadas nas
amostras. No entanto, a salsa minimizou a oxidacdo do colesterol, principalmente quando
adicionada na concentracdo de 0,75%. Em geral, quanto maior o nivel de adi¢do da salsa,
maior o efeito protetor da mesma. Apenas dois compostos bioativos da salsa (apigenina 7-
apiosilglicosideo e apigenina-O-acetil-pentosil-hexosideo) foram encontrados nas omeletes
contendo a erva apds a coc¢do, indicando a degradacdo de outros constituintes da salsa e
maior dificuldade em extrair estes compostos na matriz alimentar. Assim, 0 emprego da salsa
mostrou ser uma estratégia promissora para minimizar a oxidacao lipidica e do colesterol
durante o preparo térmico de omeletes por diferentes métodos de cocgdo. No entanto, outros
estudos devem ser realizados a fim de avaliar diferentes niveis de adicdo e 0s aspectos
sensoriais envolvidos.
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CAPITULO 11

POTENCIAL DE ERVAS CULINARIAS (MANJERICAO E OREGANO)
FRENTE A DEGRADACAO DE ACIDOS GRAXOS POLI-
INSATURADOS E A FORMACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL EM
OMELETES PREPARADAS POR DIFERENTES METODOS DE
COCCAO

Capitulo referente ao artigo em preparacdo para envio a revista Food Chemistry
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ABSTRACT

This study characterized the bioactive composition and antioxidant potential of basil (Ocimum
basilicum L.) and oregano (Origanum vulgare L.), revealing constituents such as phenolic
acids (p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, caffeic acid) and flavonoids (cirsilineol) by
UHPLC-ESI-MS. The effects of these herbs against lipid and cholesterol oxidation during the
thermal preparation of omelets (air frying, pan frying, and microwaving) were also
investigated. Cooking induced oxidative processes resulting in the degradation of
polyunsaturated fatty acids and the formation of cholesterol oxidation products (COPs). The
total contents of COPs increased after cooking, mainly in air-fried and microwaved samples.
However, the addition of herbs effectively reduced cholesterol oxides formation, principally
when the herbs were added at the concentration of 0.75%. For the treatments with 0.75%,
oregano was the most effective herb against cholesterol oxidation during air frying, while
basil showed a high potential to reduce COPs formation in microwaved samples (p < 0.05).
Similar protective effects were determined for both herbs in pan-fried samples (p > 0.05).
UHPLC-ESI-MS analyses revealed the possible thermal degradation of oregano and basil’s
constituents since not all the compounds identified in the herbs were found in the omelet
samples that contained the herbs after cooking. However, as oregano and basil reduced the
formation of COPs, this research highlights them as potential ~ natural anti-cholesterol
oxidation agents in eggs, which contributes to the health public field in terms of COPs-
consumption reductions.

Keywords: Lamiaceae, culinary herbs, bioactive compounds, natural antioxidants, cooking,
cholesterol oxides.
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RESUMO

Este estudo caracterizou a composicdo bioativa e o potencial antioxidante do manjericdo
(Ocimum basilicum L.) e do orégano (Origanum vulgare L.), revelando constituintes como
acidos fendlicos (acido p-hidroxibenzoico, &cido vanilico, &cido cafeico) e flavonoides
(cirsilineol) por UHPLC-ESI-MS. Os efeitos destas ervas frente & oxidagdo lipidica e do
colesterol durante o preparo térmico de omeletes (air fryer, fogdo e micro-ondas) também
foram investigados. A coccdo induziu 0s processos oxidativos resultando na degradacéo de
acidos graxos poli-insaturados e na formacgdo de produtos da oxidagdo do colesterol (POCs).
Os teores totais de POCs aumentaram apds o cozimento, principalmente nas amostras tratadas
em air fryer e micro-ondas. Entretanto, a adicdo das ervas reduziu efetivamente a formacéo
dos éxidos de colesterol, sobretudo quando as ervas foram adicionadas na concentracdo de
0,75%. Para os tratamentos com 0,75%, o orégano foi a erva mais eficaz frente a oxidacdo do
colesterol durante a coc¢do em air fryer, enquanto 0 manjericdo apresentou maior potencial
para reduzir a formagdo de POCs nas amostras tratadas em micro-ondas (p < 0,05). Efeitos
protetores similares foram determinadospara ambas as ervas em amostras preparadas no fogéo
(p > 0,05). As anélises de UHPLC-ESI-MS revelaram a possivel degradacdo dos constituintes
do manjericdo e do orégano, visto que nem todos os compostos identificados nas ervas foram
encontrados nas amostras de omelete que continham as ervas apds a cocgéo. Entretanto, como
0 orégano e 0 manjericdo reduziram a formacdo de POCs, esta pesquisa destaca estas ervas
como potenciais agentes naturais frente a oxidacdo do colesterol em ovos, o que contribui
para a area de saude publica em termos de reducdo do consumo de POCs.

Palavras-chave: Lamiaceae, ervas culinarias, compostos bioativos, antioxidantes naturais,
cocgdo, oxidos de colesterol.
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1 INTRODUCAO

O colesterol € o principal constituinte lipidico das células mamiferas e apresenta
multiplas funcdes bioldgicas. Além de precursor de hormdnios esteroides, vitamina D e
acidos biliares, o colesterol também atua na modulacdo de funcdes da membrana celular
(MALDONADO-PEREIRA et al., 2018; AGUILAR- BALLESTER et al., 2020). Em relacao
as fontes de colesterol, este é sintetizado endogenamente no organismo e pode ser absorvido
por meio da dieta a partir de alimentos de origem animal (AGUILAR-BALLESTER et al.,
2020; LIU et al., 2022). Devido a sua estrutura quimica, o colesterol é altamente susceptivel
aos processos oxidativos. A oxidacdo do colesterol em alimentos ocorre via auto-oxidagéo,
mecanismo que envolve reacdes em cadeia de radicais livres e resulta na formacdo de
produtos da oxidacdo de colesterol (POCs), os quais também sdo conhecidos como 6xidos de
colesterol (SMITH, 1987; HUR, PARK e JOO, 2007).

Embora os POCs enddgenos apresentem funcionalidades bioldgicas no corpo humano,
0s oxidos de colesterol adquiridos pela dieta sdo comumente associados a patologias como
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, degeneracdo macular relacionada a idade,
morte celular e inflamagcbes (MALDONADO-PEREIRA et al., 2018; KLOUDOVA-
SPALENKOVA et al., 2020; STAURENGHI et al., 2021; LIU et al., 2022). Portanto, como
0s oxidos de colesterol podem ser absorvidos dos alimentos para a corrente sanguinea e
acumular em oOrgdos e tecidos humanos, a formacdo de POCs durante o processamento e
armazenamento de alimentos, mesmo nos preparos domesticos, representa uma preocupacao
concreta para a saude publica (GARCIA-LLATAS et al., 2021).

Os ovos sao fontes de nutrientes que se destacam como componentes basicos de uma
dieta saudavel, uma vez que seus constituintes apresentam atividades biologicas notaveis
(RONDONI, ASIOLI e MILLAN, 2020; SASS et al., 2020). Sdo economicamente acessiveis
e apresentam caracteristicas de elevado interesse ao consumidor, como a praticidade e a
versatilidade. Os ovos estdo amplamente presentes nas refeicbes diarias. Ademais, fazem
parte da formulacdo de diversos alimentos processados, como biscoitos, bolos, massas e
molhos, e sdo considerados ingredientes indispensaveis para inimeras preparacoes culinarias
(HATTA, 2018; SASS et al., 2020).

No entanto, os ovos sdo uma das principais fontes de colesterol dietético e também
podem ser fontes potenciais de POCs (INNOSA et al., 2019; VERARDO et al., 2020). O
colesterol é susceptivel a oxidacdo quando exposto a luz, oxigénio e elevadas temperaturas
(BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017). Assim, a formacio de POCs é induzida
durante o preparo térmico doméstico de ovos, o processamento de alimentos contendo ovos e
a aplicacdo de processos industriais em ovos, como a secagem (REN et al., 2013;
MATUMOTO-PINTRO et al.,, 2017; VERARDO et al., 2020). Desta forma, devido ao
impacto dos POCs exdgenos na saude é fundamental controlar as reacdes oxidativas na
molécula do colesterol, o que pode ser alcancado por meio de estratégias como a adicdo de
antioxidantes (DE OLIVEIRA et al., 2018). Os ovos contém antioxidantes como tocoferois e
carotenoides que podem ser degradados durante o aquecimento (NIMALARATNE,
SCHIEBER e WU, 2016). Portanto, deve-se considerar a adicdo de fontes extras de
compostos antioxidantes (EMBUSCADO, 2019; IVANISOVA et al., 2021).

A familia Lamiaceae é composta por mais de 7.000 espécies distribuidas em todo o
mundo, as quais, em sua maioria, sdo utilizadas como ervas culinarias para melhorar o aroma,
a cor e o0 sabor dos alimentos, bem como plantas medicinais na tradi¢cdo popular (NAPOLLI,
SIRACUSA e RUBERTO, 2020; ABDELHALIM e HANRAHAN, 2021). Além disso, as
plantas da familia Lamiaceae, como o manjericdo (Ocimum basilicum L.) e o orégano
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(Origanum vulgare L.), sdo extensivamente estudadas devido & rica composicdo em
fitoquimicos antioxidantes (&cidos fendlicos, flavonoides, carotenoides, terpenos, dentre
outros), sugerindo a valorizacdo destas ervas como alimentos promovedores de salde e com
potencial para atuar como conservantes naturais em produtos alimenticios (CHINPRAHAST
et al., 2018; SLIMESTAD, FOSSEN e BREDE, 2020; ZENGIN et al., 2020; ABIDOYE et
al., 2022; GOK et al., 2022).

Estudos anteriores demonstraram a eficacia do manjericio e do orégano como
antioxidantes em sistemas alimentares (CHINPRAHAST et al., 2018; FERNANDES et al.,
2018; ALEXANDRE et al., 2021; ABIDOYE et al., 2022). Entretantlo, ndo ha relatos de
pesquisas acerca do emprego dos mesmos como inibidores da oxidacdo do colesterol.
Portanto, visto a importancia dos ovos para a dieta humana e as preocupacdes relacionadas a
ingestdo de POCs, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial do manjericdo e do
orégano (0,25, 0,5 e 0,75%) frente a oxidacdo do colesterol em omeletes preparadas em air
fryer, micro-ondas e fogdo. Uma vez que a oxidagcdo do colesterol ocorre através de um
mecanismo semelhante a auto-oxidacdo de acidos graxos insaturados, a degradacdo dos
acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) também foi considerada. Ademais, as ervas foram
caracterizadas quanto a capacidade antioxidante, e analises de UHPLC-ESI-MS foram
realizadas nas ervas e nas amostras de omelete a fim de determinar os compostos presentes
em cada erva que poderiam contribuir para seu efeito protetor.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes, solventes e padroes

Os reagentes utilizados no experimento foram: tricloreto de aluminio, quercetina,
acido gélico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox), 2,2-difenill-1-
picril-hidraliza (DPPH), reagente de Folin—Ciocalteu, acido linoleico, p-caroteno, Tween-40,
butilidroxitolueno (BHT) e metdxido de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), assim
como a fluoresceina e o 2,2’-azo-bis(2-amidinopropano) diidrocloreto (AAPH) (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Todos os outros reagentes usados foram obtidos da Vetec (S&o Paulo,
Brasil). Para as andlises cromatograficas foram utilizados os seguintes solventes de grau
cromatografico: acido formico (Synth, S&o Paulo, Brasil), hexano (Scharlau, Barcelona,
Espanha), acetonitrila (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 2-propanol (St. Louis, MO, USA). O
éster metilico do &cido undecanoico foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e
0 FAME mix de acidos graxos da Supelco (Supelco TM FAME Mix 18919, Bellefonte, PA,
USA). Os padrBes de colesterol e dos oxidos de colesterol (20a-hidroxicolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol  7p-hidroxicolesterol, 5,6a-
epoxicolesterol e 5,6B-epoxicolesterol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

2.2 Ervas

As amostras organicas de manjericdo (Ocimum basilicum L.) e orégano (Origanum
vulgare L.) foram doadas por um produtor local da cidade de Seropédica, Rio de Janeiro,
Brasil (latitude 22°76'19.31"S; longitude 43°67'16.99"W). As amostras frescas,
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aproximadamente 1 kg de cada erva, foram coletadas em setembro de 2020. Foram preparadas
exsicatas dos materias vegetais para o registro e tombamento no Herbério da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, onde os comprovantes dos espécimes foram depositados: RBR
45091 e RBR 56083 para 0 manjericdo e 0 orégano, respectivamente. As folhas das ervas
foram selecionadas, lavadas em &gua corrente, cortadas, embaladas em sacos de polietileno
com baixa permeabilidade ao oxigénio e armazenadas a 4 °C.

2.2.1 Preparo dos extratos

Os extratos utilizados para a determinagdo dos teores totais de compostos fendlicos e
flavonoides e para as analises de capacidade antioxidante in vitro foram preparados de acordo
com 0s seguintes procedimentos. As folhas maceradas da erva (2 g de manjericdo ou 2 g de
orégano) foram homogeneizadas com 40 mL de solucdo etanol/dgua (80:20 % v/v) durante 30
minutos. Em seguida, a mistura foi sonificada por 20 minutos em ultrassom com frequéncia
de 40 kHz (Elmasonic P, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Alemanha) e posteriormente
centrifugada (NI 1813, Nova Instruments, Sdo Paulo, Brasil) a 18,000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado, transferido para um frasco @mbar volumétrico (50 mL) e o extrato
foi avolumado com a solucéo etanol/agua. O preparo do extrato foi realizado a temperatura
ambiente e na auséncia de luz.

2.2.2 Determinacéo dos teores totais de compostos fenolicos e flavonoides

Os fendlicos totais foram determinados utilizando o reagente de Folin—Ciocalteu, de
acordo com Swain e Hillis (1959), com modificacdes. O reagente de Folin—Ciocalteu (1 mL)
foi adicionado a 10 mL de agua destilada e 1 mL do extrato. Apds 3 minutos, foram
adicionados 1,5 mL da solucdo de carbonato de sdédio (10 % mlv), seguido da
homogeneizacao e repouso por 2 horas a temperatura ambiente e auséncia de luz. Em seguida,
a absorbancia foi mensurada a 725 nm em espectrofotbmetro (WUv-m51, Weblabor, Sé&o
Paulo, Brasil) e os resultados, os quais foram expressos em EAG/g de amostra, foram obtidos
por meio de curva de calibracdo preparada com o &cido galico.

Os teores de flavonoides totais foram determinados conforme descrito por Scapin et al.
(2016). O extrato (250 uL) foi adicionado a 1250 uL de agua destilada e 75 pL de solucéo de
nitrito de sédio (5%). Apds 5 minutos, uma aliquota de 150 pL de tricloreto de aluminio a
10% foi adicionada, deixando-se a mistura descansar por mais 5 minutos e seguindo com a
adicdo de 500 pL de solucdo de hidroxido de sédio (1 M) e 775 uL de &gua destilada. A
mistura foi homogeneizada e a absorbancia medida em espectrofotometro (WUv-m51,
Weblabor, Sdo Paulo, Brasil) a 510 nm. O conteldo total de flavonoides foi determinado
utilizando-se uma curva padrdo de quercetina e os resultados foram expressos em mg EQ/g de
amostra.

2.2.3 Capacidade antioxidante in vitro

2.2.3.1 DPPH
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O método de DPPH foi conduzido de acordo com os procedimentos reportados por
Rufino et al. (2010). O extrato (100 pL) foi adicionado a 3,9 mL de uma solu¢do metandlica
de DPPH (0,06 mM). A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso a temperatura
ambiente e auséncia de luz. Apds 60 minutos, a absorbancia foi medida em espectrofotometro
(WUv-m51, Weblabor, Sdo Paulo, Brasil) a 517 nm. O percentual de inibicdo (%l) foi
calculado da seguinte forma: %l = (Ao - A) / Ao) x 100, onde Ao é a absorbéancia do controle

(sem extrato) e A e a absorbancia medida com a amostra.

2.2.3.2 ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

A metodologia descrita por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001), com modificacdes,
foi empregada para 0 método ORAC utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax M5,
Molecular Devices, CA, USA). Amostras diluidas em tampdo fosfato monossodico 75 mM
(50 pL) foram incubadas a 37 °C com 150 pL de fluoresceina (93 mM). Apos 15 minutos, 50
puL de AAPH (2,2’-azo-bis(2-amidinopropano)diidrocloreto, 221 mM) foram adicionados ao
meio reacional. A queda de fluorescéncia foi mensurada a 37 °C (Rexcitagio = 493 NM, Aemissio =
515 nm) durante uma hora, com medigdes a cada minuto. Os resultados foram determinados
de acordo com a queda da fluorescéncia da fluoresceina e a curva obtida para o padrdo
Trolox, sendo expressos em uM ET/g de amostra.

2.2.3.3 Sistema B-caroteno/acido linoleico

Uma aliquota de 28 uL da solucdo de B-caroteno preparada em cloroformio foi
adicionada a 28 pL de acido linoleico e 200 mg de Tween® 40. O cloroférmio foi evaporado
sob nitrogénio e adicionou-se 140 mL de agua destilada saturada com oxigénio (30 minutos,

100 mL de Oz/minuto). Apos vigorosa agitagdo, 5 mL da mistura reacional foram adicionados
a 1 mL do extrato. A mistura foi homogeneizada e incubada a 50 °C, sendo realizada a
medida a 470 nm durante 2 horas a cada 15 minutos (SpectraMax M5, Molecular Devices,
CA, USA). O BHT foi empregado como padrdo e a amostra contole foi preparada com
metanol. Os resultados, expressos em percentual de inibicdo (%l), foram obtidos de acordo
com a seguinte equacdo: %I = 100 — (Ai da amostra — Af da amostra / Ai do controle — Af do
controle), onde Ai é a absorbancia inicial e Af é a absorbancia final.

2.2.4 Identificacdo dos compostos bioativos das ervas por UHPLC-ESI-MS

As andlises cromatograficas das ervas foram realizadas em um cromatografo UHPLC
Acquity (Waters, Milford, MA, USA) acoplado a espectrémetro de massas TDD Acquity
(Micromass-Waters, Manchester, Inglaterra), com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI -
Electrospray lonization). Utilizou-se uma coluna C18 BEH Waters Acquity (2,1 mm x 50 mm
x 1,7 um) a temperatura de 30 °C. Foram empregados dois solventes para a fase movel, fase
A (0,1% de acido férmico em agua Milli-Q® purificada) e fase B (acetonitrila). O fluxo foi de
0,2 mL/min com gradiente linear a partir de 30% de B e aumento até 100% (B) em 8 minutos,
mantendo-se até 9 minutos e retornando as condi¢des iniciais, seguido de reequilibrio da
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coluna até 10 minutos.

A ionizagdo por electrospray, no modo negativo, foi realizada sob as seguintes
condicdes: voltagem de 3,5 kV no capilar e 30 V no cone extrator, temperatura da fonte a 150
°C, temperatura de dissolvatacdo de 350 °C e aquisi¢cdo de dados de m/z entre 100 e 900.
MS/MS dos picos selecionados foram adquiridos via CID (Collision-induced Dissociation)
com energia de colisdo de 20 V. Os compostos foram identificados por meio de comparacéo
com dados presentes na literatura acerca do ion precursor e dos principais fragmentos
formados.

2.3 Omeletes

2.3.1 Ovos e preparo das omeletes

Os ovos foram adquiridos em comércio local da cidade de Seropédica, Rio de Janeiro,
Brasil. Foram utilizados ovos frescos convencionais classificados como Tipo 1 — extra, 0 que
inclui ovos com peso minimo de 60 g, e com registro no Ministério da Agricultura (SIF
(Servico de Inspecdo Federal)/DIPOA (Divisao de Inspecdo de Produtos de Origem Animal)).
Os ovos apresentavam as seguintes medidas: 61 £ 1,0 g de peso, 5,7 = 0,5 cm de comprimento
e 4,2 £ 0,5 cmde largura.

Primeiramente, foi preparado o material para as analises da amostra crua. Os ovos
(doze ovos) foram quebrados manualmente e o conteddo total do interior do ovo (gema e
clara) foi misturado em uma batedeira doméstica (Ri7000, Walita, Sdo Paulo, Brasil) na
velocidade 1 do equipamento durante 15 segundos. Esta mistura foi liofilizada e reservada
para as analises, correspondendo a amostra crua.

As omeletes foram preparadas de acordo com o0s seguintes tratamentos: omeletes sem
adicdo do manjericdo ou do orégano (controle) e omeletes com adi¢do do manjericdo ou do
orégano nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 0,75%. Visto que ndo existem estudos na literatura
acerca do emprego destas ervas em omeletes, os percentuais de adicdo foram definidos por
meio de testes sensoriais informais realizados com o grupo de pesquisa.

Para as amostras destinadas ao tratamento térmico foram preparadas trés omeletes para
cada tratamento, onde para cada omelete foram utilizados trés ovos (cada ovo com o0 peso
total da gema e clara de aproximadamente 50 g, totalizando o peso medio de 150 + 0,5 g por
omelete). As amostras foram preparadas conforme descrito para a amostra crua. Apds a
mistura da gema e da clara em batedeira doméstica, a mistura foi adicionada ao recipiente
adequado para cada método de coc¢do a ser empregado, sendo realizada também a pesagem.
Para as amostras com adicdo das ervas, 0 manjericdo ou o orégano foram adicionados de
forma homogénea a mistura e o percentual de adicdo foi aplicado com base no peso de cada
amostra. Os recipientes utilizados foram: a propria forma do equipamento para as amostras
tratadas em air fryer, frigideira antiaderente de material teflon para o tratamento em fogéo e
forma de silicone prépria para o tratamento em micro-ondas.

2.3.2 Tratamento térmico

Diversas receitas culindrias com diferentes binémios tempo-temperatura podem ser
encontradas para o preparo de alimentos. Assim, ndo existem procedimentos padrdes para o
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preparo térmico de omeletes. Desta forma, o binbmio tempo-temperatura utilizado para cada
método de coccdo neste trabalho foi definido por meio de testes informais que foram
realizados com o grupo de pesquisa.

Os testes foram realizados a partir dos parametros (tempo/temperatura) indicados pelo
fabricante do equipamento (air fryer) e em receitas encontradas em bases de busca da internet
(fogdo e micro-ondas). Assim, diferentes bindmios tempo-temperatura foram avaliados, 0s
quais foram estabelecidos de forma a simular o preparo térmico doméstico das omeletes
considerando os aspectos caracteristicos e desejaveis de coccdo para as omeletes em cada
metodo.

O preparo das amostras de forma segura também foi preconizado. Desta forma, a
temperatura no interior das omeletes foi mensurada com o auxilio de um termdmetro digital
(Incoterm 6132, Brasil) para garantir que as amostras atingissem a temperatura interna
minima de 70°C, a qual é considerada uma temperatura segura para 0 preparo deste tipo de
alimento pela legislacdo brasileira (ANVISA, 2004). Todos os preparos térmicos atingiram a
temperatura interna minima estabelecida (70 °C), onde ao final de cada método de cocgao as
amostras apresentaram temperaturas internas médias de 84 °C (fogéo), 95 °C (micro-ondas) e
138 °C (air fryer).

Para o tratamento em fogdo foi utilizado um fogdo domeéstico (Esmaltec, Ceara,
Brasil) e uma frigideira antiaderente. O aquecimento foi realizado durante 4 minutos, onde a
amostra foi virada em intervalos de 1 minuto, totalizando 2 minutos de aquecimento para cada
lado da omelete. Foi utilizada sempre a mesma boca do fogdo com a chama na mesma
intensidade. Para o preparo em air fryer (R19225/50, Philips Walita, Sdo Paulo, Brasil), o
equipamento foi ajustado a uma temperatura de 220°C e o aquecimento foi realizado durante
10 minutos. O micro-ondas (CCE, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado a uma potencia de 600 W
com aquecimento por 3 minutos.

ApoOs o tratamento térmico as amostras foram resfriadas naturalmente a temperatura
ambiente. As trés omeletes preparadas para cada tratamento foram misturadas para se obter
uma Unica amostra, a qual foi triturada, homogeneizada e liofilizada. Aliquotas convenientes
foram retiradas para a realizacao das analises em triplicatas.

2.4 Analises das omeletes

2.4.1 Determinacéo dos teores de umidade

Os teores de umidade das amostras foram determinados de acordo com o método
950.46 da AOAC (2016), no qual as amostras sdo secas em estufa regulada a 105 °C com
retirada periddica para a pesagem até se obter peso constante.

2.4.2 Determinacdo dos teores de lipidios totais

Os teores de lipidios totais foram determinados em aparelho de Soxhlet pelo método
991.36 da AOAC (2016). A extracdo com éter de petréleo foi conduzida por 8 horas, seguida
da remocéo do solvente em evaporador rotatorio (Fisatom, S&o Paulo, Brasil) a 40 °C.
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2.4.3 Determinacao de acidos graxos

Os lipidios para a determinagcdo dos acidos graxos foram extraidos a temperatura
ambiente utilizando-se o cloroféormio como solvente. Os &cidos graxos presentes no 0Oleo
extraido foram convertidos a ésteres metilicos por transesterificacdo de acordo com Zhu et al.
(2011), com modificagdes. Em tubos, 2 mL de solucdo metandlica de metoxido de sédio 2,5
M foram adicionados as amostras (0,05 g) e sonificados em ultrassom (Elmasonic P, Elma
Schmidbauer GmbH, Singen, Alemanha) por 10 minutos (40 kHz). Em seguida, 0,1 mL de
acido acético glacial, 2,5 mL de solucdo saturada de hidroxido de sodio e 1 mL de hexano
foram adicionados. Os tubos foram agitados em vortex e a fracdo hexanica separada. A
extracdo com 1 mL de hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo o total de 4 extracGes.

Para a determinacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi utilizado um
cromatégrafo gasoso (Shimadzu GC 2010, Tokio, Japdo) equipado com injetor split (1:50),
detector de ionizacdo em chamas e coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 (100 m x 0,25
mm x 0,20 um) (Chrompack, Middelburg, Holanda). As condi¢des cromatograficas foram:
temperatura inicial da coluna, 140 °C (5 minutos); taxa de aquecimento 4 °C/min, até
temperatura de 230 °C (0 minuto); taxa de aquecimento 5 °C/min, até temperatura de 240 °C
(18 minutos). As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas em 250 °C e 280 °C,
respectivamente. Hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a 1 mL/min e o nitrogénio
como “make-up gas” a 30 mL/min (DE OLIVEIRA et al., 2020).

Os tempos de retencédo dos padrdes de esteres metilicos de &cidos graxos (Supelco TM
FAME Mix 37, Bellefonte, PA, USA) foram usados para identificar os picos cromatograficos
das amostras. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo interna, utilizando o éster
metilico do &cido undecandico como padréo interno.

2.4.4 Determinacéo do colesterol e dos 6xidos de colesterol

O colesterol e os oOxidos de colesterol foram obtidos simultaneamente por
saponificacdo direta (SALDANHA et al., 2006). A saponificacdo (4 mL de solucdo aquosa de
hidroxido de potassio (1 M) a 50%, 6 mL de etanol e 2 g da amostra) foi conduzida a
temperatura ambiente por 22 horas na auséncia de luz. Para a extracdo da fracdo
insaponificavel, 5 mL de &gua destilada e 10 mL de hexano foram adicionados as amostras,
em seguida a mistura foi homogeneizada em vortex e a fracdo hexanica separada. A extracao
com 10 mL de hexano foi repetida 3 vezes, perfazendo um total de 4 extracdes.

A identificacdo e a quantificacdo foram realizadas em um HPLC-PDA-IR (Waters,
Milford, MA, EUA) equipado com detectores de arranjo de fotodiodos (PDA - Photo Diode
Array Detector, Waters 2998) e indice de refracdo (Rl — Refractive Index, Waters, 2414), com
forno aquecido a 32 °C. As analises cromatograficas foram conduzidas conforme descrito por
Ferreira et al. (2017). Foi utilizada uma coluna CN Hyperchrome (250 mm x 4,3mm x 5,0 um)
(Phenomenex, Colorado, USA) e a fase movel utilizada foi composta por hexano:2-propanol
(97:3, v/v, 1 mL/min). Devido aos produtos de oxidagdo 5,6a-epoxicolesterol e 5,6pB-
epoxicolesterol ndo possuirem ligacdes 7 e por isso ndo apresentarem caracteristicas adequadas de
absorcdo de luz UV, esses compostos foram detectados apenas pelo indice de refracdo. Os
compostos foram determinados por comparacdo dos tempos de retengdo dos picos nas amostras
com aqueles dos padrbes de referéncia. A quantificacdo foi realizada por padronizagdo externa
usando curvas de calibracdo dos padrdes.

As estruturas do colesterol e dos 6xidos de colesterol foram confirmadas utilizando-se
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um HPLC-MS-PDA (Shimadzu LCMS-2020, Tdkio, Japdo) equipado com detector de massas
(Shimadzu LCMS-2020, Tokio, Japdo) com interface de ionizacdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI - Atmospheric Pressure Chemical lonization) em modo positivo e médulo
de aquisicdo SIM (Selected lon Monitoring), conforme descrito por de Oliveira et al. (2020).
Assim, o colesterol e os 6xidos de colesterol foram confirmados por meio da comparacdo dos
tempos de retencdo determinados para os padrdes e pela razéo m/z.

2.4.5 ldentificacdo dos compostos bioativos das ervas presentes nas omeletes por
UHPLC-ESI-MS

Os compostos bioativos das ervas também foram determinados nas amostras de
omeletes, conforme descrito no item 2.2.4.

2.5 Analises estatisticas

O experimento foi realizado por meio de um fatorial 3x2x4. O primeiro fator (A) foi o
método de cozimento (al: air fryer; a2: fogdo; a3: micro-ondas), o segundo fator (B) foi o
tipo de erva (b1: manjericdo; b2: orégano) e o terceiro fator (C) foi o percentual de adi¢do da
erva (c1: 0,0%; c2: 0,25%; c3: 0,5%; c4: 0,75%). Os dados foram tratados por meio do teste
da ANOVA de trés vias, seguido do teste de Tukey de comparacdo multipla de médias,
quando diferencgas significativas foram encontradas entre as amostras. O teste de Dunnet foi
aplicado para avaliar as diferencas entre as amostras cruas e as amostras controles com cada
um dos tratamentos utilizados. Todas as analises foram realizadas em triplicatas e 0s
resultados foram expressos por meio de médias seguidas dos desvios padrdes.

Quanto a analise multivariada, técnicas como a Analise dos Componentes Principais e
0 Agrupamento Hierarquico com mapa de calor foram utilizadas. A Analise dos Componentes
Principais foi realizada apds a padronizacéo das variaveis de forma a evitar a influéncia das
diferentes magnitudes. O agrupamento dos tratamentos foi realizado por Agrupamento
Hierarquico dos principais componentes. O mapa de calor foi utilizado para evidenciar em
quais tratamentos as variaveis apresentaram os valores mais elevados ou inferiores. O menor
valor no mapa de calor é indicado pelo azul escuro, o maior valor pelo vermelho brilhante e
valores medianos pela coloracdo cinza clara, com uma transicdo correspondente (ou
gradiente) entre estes extremos. Todas as analises estatisticas foram realizadas a um nivel de
significancia de 5%, utilizando o software R versao 3.2.4.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ervas

3.1.1 Compostos fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante

Os teores totais de compostos fendlicos determinados para 0s extratos de manjericao e
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orégano foram 8,00 £ 0,75 e 11,21 + 0,20 mg EAG/g, respectivamente (p < 0,05) (Tabela 1).
O resultado obtido para o orégano estd em acordo com Majeed et al. (2016), que reportaram
contetdos variando de 5,76 a 18,75 mg EAG/g. Teores inferiores aos encontrados neste
estudo para o manjericdo foram determinados por Siti Mahirah, Rabeta e Antora (2018) (2,61
- 3,84 mg EAG/g), enquanto o emprego de diferentes solucGes e procedimentos de extragdo
resultou em niveis de 20 a 100 mg EAG/g (ZOLOTEK et al., 2016).

Tabela 1: Teores totais de compostos fendlicos e flavonoides e capacidades antioxidantes in
vitro determinadas pelos métodos de DPPH, ORAC e sistema B-caroteno/acido linoleico dos
extratos de manjericdo e orégano.

Método Manjericéo Orégano
Compostos fenolicos totais 8,00 + 0,75 11.21 + 0,20°
mg EAG/g
Flavonoides totais 12,35 + 0,74° 34,25 + 0,212
mg EQ/g
DPPH 37,82 +£0,09° 89,36 + 0,48?
% inibi¢do oxidativa
ORAC a a
uM ET/g 76,93 + 8,93 79,91 +1,47
B-caroteno/acido linoleico 1074 + 2,05° 2233 + 6,241

% inibicdo oxidativa
Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O extrato do orégano também apresentou maior quantidade de flavonoides totais
(34,25 £ 0,21 mg EQ/g) em comparacdo com o manjericéo (12,35 + 0,74 mg EQ/g) (p < 0,05)
(Tabela 1). Tendéncia semelhante foi observada por Ali et al. (2021) ao avaliar os teores totais
de fendlicos e flavonoides de dez ervas australianas. Segundo o0s autores, 0 orégano
apresentou o teor mais elevado de fendlicos totais (140,59 mg EAG/g) entre todas as ervas
avaliadas, enquanto para os flavonoides a quantidade encontrada foi de 5,15 mg EQ/qg, teor
superior ao determinado para o manjericdo (3,62 mg EQ/g). Outros estudos descreveram
teores de flavonoides variando de 5,28 a 22,26 mg EQ/g para extratos de manjericdo
(GHASEMZADEH et al., 2016; AL JAOUNI et al., 2018; REZAIE, MANDOULAKANI e
FATTAHI, 2020).

Quanto as analises antioxidantes, o ensaio de DPPH revelou inibicdes de 89,36 + 0,48
e 37,82 =+ 0,09% para 0 orégano e 0 manjericdo, respectivamente (Tabela 1) (p < 0,05).
Resultados variados sdo encontrados na literatura. Um percentual de aproximadamente 80%
de inibicdo foi determinado para o extrato metandlico de orégano estudado por Fazal, Ahmad
e Khan (2011). Para 0 manjericdo, extratos obtidos com etanol, metanol e 4gua apresentaram
inibicdes de 6,86, 9,10 e 6,09%, respectivamente (SITI MAHIRAH, RABETA e ANTORA,
2018). Além disso, ambas as ervas foram avaliadas por Nikolic et al. (2019) que descreveram
a maior atividade do orégano pelo método DPPH, conforme determinado no presente estudo.

O extrato do orégano também apresentou maior inibicdo oxidativa (22,33 + 6,24%)
pelo ensaio B-caroteno/acido linoleico, em compara¢do com o manjericdo (10,74 + 2,05%) (p
< 0,05) (Tabela 1). A maioria dos estudos utilizando este método foi realizado com 6leos
essenciais, dificultando a comparagdo dos resultados. No entanto, um extrato aquoso de
orégano avaliado por Senator et al. (2012) mostrou uma inibicdo de 83%, a qual foi superior a
observada neste estudo. Khatib et al. (2021) reportaram inibi¢Ges variando de 16 a 82% para
extratos de manjericdo em diferentes concentracgdes (0,5 - 400 pg/mL).
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Os valores ORAC dos extratos das ervas ndo foram estatisticamente diferentes, com
76,93 + 8,93 ¢ 79,91 + 1,47 uM ET/g para 0 manjericdo e o orégano, respectivamente (p >
0,05) (Tabela 1). Resultados inferiores foram encontrados em estudos anteriores realizados
com diferentes variedades dessas espécies por Mishra et al. (2020) (8,11 - 9,12 uM ET/g em
manjericdo) e Yan et al. (2016) (1,59 - 3,39 uM ET/g em orégano).

As propriedades antioxidantes das ervas sdo atribuidas principalmente a presenca de
compostos bioativos, cujo contetdo é altamente variavel devido a fatores como origem do
vegetal, época de colheita, condicbes ambientais, genética, entre outros (SCAGEL, LEE e
MITCHELL, 2019; JAFARI KHORSAND et al., 2022). Portanto, € comum observar
variacdes nos resultados presentes na literatura, o que também pode ser relacionado as
diferentes condi¢Bes de andlise utilizadas em cada estudo.

3.1.2 Compostos bioativos do manjericdo e do orégano identificados por UHPLC-ESI-
MS

Os compostos bioativos presentes nos extratos de manjericdo e orégano foram
identificados por UHPLC-ESI-MS, no modo negativo, com base no perfil de fragmentacéo de
acordo com a literatura (Tabela 2). Essa abordagem permitiu caracterizar acidos fendlicos,
que correspondem a maioria dos compostos identificados, flavonoides, acidos graxos e seus
derivados e acidos organicos (Figuras 1 e 2).
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Tabela 2: Identificacdo dos compostos bioativos presentes nos extratos de manjericdo e orégano por UHPLC-ESI-MS no modo negativo.

Manjericéo
ion o
TR precursor Principais fragmentos Identificacdo proposta Referéncia
(min) (m/2) (m/z)
0,566 163 163; 119; 84 Acido p-coumarico Ferreira et al. (2022)
0,680 191 190,5; 111, 101, 84,9; 58,7 Isbmeros &cido citrico/acido isocitrico Taamalli et al. (2015)
_ _ _ .- . Prinsi et al. (2019)
0,684 179 179; 161; 135; 89 Acido cafeico Zengin et al. (2020)
0,868 191 191; 110,6; 84,9 Isdmeros acido citrico/acido isocitrico Taamalli et al. (2015)
0,910 387 387; 286; 207; 163; 119 Acido tuberdnico hexosideo Gok et al. (2022)
1,391 359 359; 197; 161 Acido rosmarinico Prinsi et al. (2019)
1,450 311 310,8; 149 Acido caftarico Prinsi et al. (2019)
1,980 313 313; 161 Isdmero &cido salviandlico F Prinsi et al. (2019)
2,645 313 313; 161 Isdmero acido salviandlico F Prinsi et al. (2019)
3,146 343 343,3; 328,4; 310,8 Cirsilineol GOk et al. (2022)
Orégano
fon o
TR precursor Principais fragmentos Identificacdo proposta Referéncia
(min) (m/2) (m/z)
0,773 167 167,2; 123; 108,2 Acido vanilico Zengin et al. (2020)
0,864 191 190,7; 145,3; 101,2; 98,7; 86,6 Isdmeros acido citrico/acido isocitrico Taamalli et al. (2015)
_ A : : Prinsi et al. (2019)
0,883 137 137; 93 Acido p-hidroxibenzoico Zengin et al. (2020)
0,938 387 387,3; 328,2; 3121%22 206,3; 163,1; Acido tuberdnico hexosideo Gok et al. (2022)
_ < . . Prinsi et al. (2019)
0,958 179 179; 135,1 Acido cafeico Zengin et al. (2020)
1,093 191 189,5; 110,7; 84,9; 62,7 Isdbmeros &cido citrico/acido isocitrico Taamalli et al. (2015)
1,810 313 312,8; 161,1 Isdbmero &cido salviandlico F Prinsi et al. (2019)
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2,019 327
2,085 313
4,704 293

327,4; 321,6; 292,6; 229,3; 211,5;
171,4
313,3; 161,1
293,0; 275,2; 221,5; 183,0; 171,0;
120,9

Acido trihidroxioctadecadiendico |

Isbmero &cido salviandlico F

Acido hidroxioctadecatriendico

Gok et al. (2022)

Prinsi et al. (2019)
Gok et al. (2022)

Tr = tempo de retencao.
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Figura 2: Espectro MS/MS dos compostos identificados no extrato de orégano.
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Foram determinados sete acidos fendlicos, incluindo o &cido p-hidroxibenzoico (m/z
137), o acido p-coumarico (m/z 163), o &cido vanilico (m/z 167), o &cido cafeico (m/z 179), o
acido caftarico (m/z 311), isdmeros do acido salviandlico F (m/z 313) e o acido rosmarinico
(m/z 359) (PRINSI et al., 2019; ZENGIN et al., 2020; FERREIRA et al., 2022). Dentre estes,
0 &cido cafeico e os isdbmeros do &cido salviandlico F foram encontrados em ambos 0s
extratos. A identificacdo dos 4&cidos p-coumarico e cafeico foram confirmadas por
comparagdo com padrdes comerciais.

O éacido cafeico também foi identificado comparando os resultados com o perfil de
fragmentagdo proposto por Prinsi et al. (2019) ao avaliar folhas de manjericdo (m/z 179, 135)
e 0 proposto por Zengin et al. (2020), que estudaram folhas de orégano (m/z 179, 161, 136,
135). Diferencas no perfil de fragmentacdo podem ser decorrentes do emprego de diferentes
parametros, como a energia de colisdo durante os experimentos de MS/MS. Os isdmeros do
acido salvianolico F (m/z 313) apresentaram ions fragmentados em m/z 161 (perda de uma
unidade dihidroxibenzeno). Esses isomeros foram identificados de acordo com Prinsi et al.
(2019) em manjericdo. Além disso, derivados do &cido cafeico, como os &cidos salviandlicos,
sdo geralmente reportados como compostos especificos da familia Lamiaceae (TAAMALLI
et al., 2015; PRINSI et al., 2019; ZENGIN et al., 2020).

Outros acidos fendlicos como os acidos p-coumarico, caftarico e rosmarinico foram
encontrados apenas no extrato de manjericdo. Os acidos caftarico e rosmarinico também
foram detectados em amostras de manjericdo por Prinsi et al. (2019), enquanto a presenca de
acido p-coumarico foi descrita por Castronuovo et al. (2019) e Duran, Kilic e Coskun (2019).
O éacido rosmarinico (m/z 359) apresentou fragmentacdo em m/z 197 e 161, dados que
concordam com a literatura (TAAMALLI et al., 2015; PRINSI et al., 2019). Outros autores
descreveram o acido rosmarinico como o principal acido fendlico presente em manjericao
(MAIDI et al., 2020; ZELJKOVIC et al., 2020). O &cido caftarico (m/z 311) apresentou
fragmentacdo em m/z 179 e 149, enquanto o acido p-coumarico apresentou fragmentacdo em
m/z 119, correspondendo a perda de CO2 (PRINSI et al., 2019; FERREIRA et al., 2022).

Em relacdo ao orégano, foram encontrados acidos fendlicos como os acidos vanilico e
p-hidroxibenzoico. O acido vanilico foi determinado no orégano como relatado por Zengin et
al. (2020), com ions fragmentados em m/z 123 (perda de COy) e 108 (perda de CO2 e CHy).
Estudos conduzidos por Prinsi et al. (2019) e Zengin et al. (2020) permitiram a identificacéo
do acido p-hidroxibenzoico (m/z 137), cujo padréo de fragmentacdo apresentou ions em m/z
93, indicando perda de CO..

foram encontrados no orégano. Os seguintes fragmentos foram observados para esses
compostos permitindo a identificacdo de acordo com Gok et al. (2022), que estudaram
amostras O acido hidroxioctadecatriendico (m/z 293) e o &cido trihidroxioctadecadiendico |
(m/z 327) também de orégano: acido hidroxioctadecatriendico (m/z 275, 183, 171 e 121) e
acido trihidroxioctadecadienoico |1 (m/z 229 e 171). O &cido tuberdnico hexosideo (m/z 387)
foi determinado em ambos os extratos (GOK et al., 2022), bem como os isdmeros acido
citrico e isocitrico (m/z 191), os quais representam a classe de acidos organicos. Os isbmeros
foram identificados de acordo com a literatura (TAAMALLI et al., 2015) e por comparacéo
com padrbes comerciais. O espectro MS/MS dos isbmeros apresentou ions fragmentados em
m/z 111, correspondendo a perda de agua (2H20) e moléculas de CO.. Quanto aos
flavonoides, o cirsilineol (m/z 343) foi determinado no extrato de manjericdo com base em
dados reportados por Gok et al. (2022) obtidos com extratos de orégano. No entanto,
cirsilineol também foi descrito como um constituinte de plantas da especie Ocimum (GONG
et al., 2021).

A literatura reporta maltiplas bioatividades de acidos fendlicos como os identificados
neste estudo, incluindo os &cidos vanilico, p-coumarico, cafeico e rosmarinico que apresentam
atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancerigenas, neuroprotetoras e anti-
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diabéticas) (ROYCHOUDHURY et al., 2021; ALAM et al., 2022; KAUR et al., 2022; NOOR
et al., 2022). Um estudo de revisdo conduzido por Ma, Tang e Yi (2019) destacou o potencial
dos &cidos salviandlicos para tratar doengas como fibrose e cancer, bem como para prevenir
doencas isquémicas do coragcdo (DAWUTI, FANG e DU, 2021). O flavonoide cirsilineol
demonstrou atividades antiproliferativas contra células cancerigenas, ao inibir o crescimento
celular e induzir apoptoses em células de glioma (JING et al., 2022).

Além disso, estes compostos se destacam como alternativas para o emprego de
aditivos naturais em sistemas alimentares devido as propriedades antioxidantes apresentadas
pelos mesmos. A adicdo do acido cafeico foi capaz de aumentar a estabilidade oxidativa de
6leo de sardinha durante o armazenamento (VAISALI, BELUR e REGUPATHI, 2016) e
reduziu a oxidagdo de amostras comerciais de colesterol durante o aquecimento (XU et al.,
2016). Antioxidantes naturais do alecrim (Rosmarinus officinalis L.) foram utilizados durante
0 processo de fritura em 6leo (150 — 190 °C), onde os autores evidenciaram a eficacia do
acido rosmarinico frente a oxidacdo do 6leo de soja em comparacdo com o0 antioxidante
sintético TBHQ (terc-butilidroquinona) (LI et al., 2021). Filmes incorporados com acidos
cafeico, p-coumarico, p-hidroxibenzoico e citrico podem ter aplicagfes promissoras em
embalagens visando a preservacao de alimentos (BENBETTAIEB et al., 2018; ALPASLAN
et al., 2021; JIANG et al., 2022).

Apesar das ervas culinarias serem valorizadas, principalmente, devido suas
caracteristicas sensoriais, nos ultimos anos € notavel o crescente interesse no emprego das
mesmas e de seus fitoquimicos como agentes promovedores de saude. Além disso, a
preocupacdo genuina com a ingestdo de Oxidos de colesterol enfatiza a importancia do
controle da oxidacdo do colesterol nos alimentos, apoiando as investigacdes realizadas no
presente estudo.

3.2 Omeletes

3.2.1 Teores de umidade e lipidios totais das amostras de omelete

O ovo fresco apresentou um teor de umidade de 76,71 = 0,14 ¢/100 g (Tabela 3).
Teores similares foram observados por outros autores, com valores variando de 74,90 a 76,52
g9/100 g (MELO et al.,, 2019; TANG et al., 2021). No entanto, teores inferiores foram
determinados apds o cozimento, onde a umidade das omeletes variou da seguinte forma: de
71,27 £ 0,25 a 72,57 + 0,37 g/100 g (air fryer), de 73,19 + 0,15 a 74,27 + 0,06 ¢g/100 g
(fogdo) e de 70,58 + 0,39 a 71,60 £ 0,35 g/100 g (micro-ondas). Assim, 0 aguecimento
acarretou na perda significativa de agua, principalmente nas amostras preparadas em micro-
ondas, com perda de 7,96% de umidade. Quanto ao tratamento com as ervas, a adi¢do do
manjericdo e do orégano nao influenciou os niveis de umidade para a maioria das amostras
em relacdo ao controle (p > 0,05), exceto quando as ervas foram adicionadas a 0,75% (p <
0,05).
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Tabela 3: Teores de umidade (g/100 g) e lipidios totais (g/100 g, base seca) das amostras de omeletes cruas e cozidas (controle e com adigédo de
manjericdo (0,25, 0,5 e 0,75%) e orégano (0,25, 0,5 e 0,75%)).

Air fryer

Cru Controle 0,25% manjericao  0,5% manjericio  0,75% manjericio 0,25% orégano  0,5% orégano  0,75% orégano
Umidade 76,71+0,14 71,40 +0,32* 71,63 + 0,225A" 71,75 £ 0,27%A 72,57 £ 0,378 7127 +£0,255C" 71,86 +0,29°CP* 7244 + 0,45%D"
L:g::i‘;’s 20,72+0,42  28,67+0,40 28,93 + 0,46%A 29,49 + (),38b:AB:B 29,67 + 0,40%B:8 28,78 £ 0,06°C 28,91 +0,304C 28,98 + 0,24%C

Fogao

Cru Controle 0,25% manjericio  0,5% manjericio  0,75% manjericio 0,25% orégano  0,5% orégano  0,75% orégano
Umidade 76,71+0,14  73,64+0,15" 73,19+ 0,15%A" 73,52 + 0,375A" 74,27 £0,06°B%* 73,46+ 0,29%C" 73,63 +£0,26°CF 73,92 +0,143Ce*
L:g:;'i‘:s 20,72+0,42  28,47+032 28,99 + 0,40%A 29,01 +0,18%A 29,16+ 0,194 28,48 +0,72°  28,52+0,40°8 28,89+ 0,408

Micro-ondas

Cru Controle 0,25% manjericio  0,5% manjericio  0,75% manjericio 0,25% orégano  0,5% orégano  0,75% orégano

Umidade 76,71 £0,14 70,61 £0,15" 70,89 + 0,35%4" 71,21 £ 0,43%AB" 71,60 £ 0,35%B:%* 70,58 +£0,39%%" 71,20 +£0,17%>" 71,41 +0,37%D*

Lipidios

o 29,72+0,42  27,79+0,17" 27,70 + 0,105 27,80 + 0,200 27,844 0,0558" 27,75+ 0,075B° 27,77 £0,135B° 27,78 + 0,265

Resultados de andlises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo de erva considerando a
mesma porcentagem de adi¢do e método de cocgdo pelo teste de Tukey pos-hoc. Letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas entre as porcentagens de
adicao de cada erva para 0 mesmo método de coc¢do pelo teste de Tukey pos-hoc. Air fryer - "B" indica diferenca significativa em comparagéo com o “controle” pelo teste de
Dunnett. Fogdo - "a" indica diferenca significativa em comparagédo com o “controle” pelo teste de Dunnett. Micro-ondas - "3" indica diferenca significativa em comparacéao
com o “controle” pelo teste de Dunnett. “*”indica diferenca significativa de qualquer amostra em compara¢do com o “cru”.
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O teor de lipidios determinado para o ovo fresco, em base seca, foi 29,72 + 0,42 g/100
g (Tabela 3), enquanto as amostras de omelete controle apresentaram lipidios variando de
27,79 + 0,17 (micro-ondas) a 28,67 = 0,40 g/100 g (air fryer). As andlises estatisticas
demostraram que apenas o tratamento térmico com micro-ondas impactou significativamente
0 conteudo lipidico, com reducéo de 6,5% (p < 0,05). Além disso, a adi¢cdo do manjericdo e 0
orégano nao alterou significativamente os teores de lipidios para a maioria dos tratamentos (p
> 0,05).

A umidade em ovos cozidos € comumente menor quando comparada com ovos frescos
(MURCIA et al., 1999; CORTINAS et al., 2003; SU et al., 2021; TANG et al., 2021). Tang et
al. (2021) reportaram alteraces na composicdo de ovos (gema e clara) durante o preparo em
fogdo (130 °C/ 2,5 min) e micro-ondas (300 W/ 4 min), revelando redugdes do teor de
umidade de 76,52 (ovo fresco) para 67,15 (fogdo) e 73,47 g/100 g (micro-ondas). Por outro
lado, a literatura tem demonstrado que o teor lipidico pode aumentar (TANG et al., 2021),
diminuir (MURCIA et al., 1999) e, inclusive, ndo ser afetado pelo cozimento (CORTINAS et
al., 2003). Diferengas entre os resultados de estudos anteriores e o presente estudo podem ser
atribuidas aos diferentes parametros de processamento aplicados, como a frequéncia, o tempo
de cozimento, a temperatura interna alcancada, 0s equipamentos, entre outros.

3.2.2 Efeitos da adicdo das ervas frente a degradacéo de &cidos graxos

Os principais acidos graxos identificados na amostra de ovo fresco foram os acidos
oleico (C18:1 n9c, 38,69 £ 0,09 g/100 g 6leo), palmitico (C16:0, 23,44 £+ 0,05 g/100 g 6leo) e
linoleico (C18:2 néc, 9,35 + 0,05 g/100 g 6leo). Quanto ao somatdrio dos diferentes grupos de
acidos graxos, foram determinados teores de 32,18 + 0,12, 42,60 = 0,10 e 11,26 + 0,03 g/100
g Oleo para os &cidos graxos saturados (AGSs), &cidos graxos monoinsaturados (AGMIs) e
acidos graxos poli-insaturados (AGPIs), respectivamente (Tabela 4). Assim, essa amostra
apresentou um nivel mais elevado de AGMIs, seguido pelos AGSs, 0 que concorda com
dados presentes na literatura (AL JUHAIMI, USLU e OZCAN, 2017; INNOSA et al., 2019).
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Tabela 4: Composicédo de &cidos graxos (9/100 g dleo) das amostras de omeletes cruas e cozidas (controle e com adicdo de manjericdo (0,25, 0,5
e 0,75%) e orégano (0,25, 0,5 e 0,75%)).

Air fryer
A o 0 0 0 0 0
Acido Cru Controle 0’%5 /0 . 0’.5 /? . 0,75% manjericio 0’,2 5% 035 o 0’,7 %
graxo manjericio manjericio orégano orégano orégano
C14:0 0,31 +£0,00 0,31 £0,01 0,30+ 0,01%A 0,31 £ 0,00%4 0,300,014 0,30 + 0,00%8 0,30 = 0,00%B 0,31 + 0,008
C16:0 23,44+0,05 22,80+0,25° 22,85+ 0,6284" 23,06 + 0,054 23,11 4 0,15%4¢ 22,87 +0,15%B" 22,83 + 0,03%B:* 22,98 + 0,198
C18:0 8,27+0,18 7,30 +0,23" 7,57 £ 0,074 7,61 £ 0,27%AB:* 7,98 + 0,418:P 7,51 £ 0,04%C" 7,54+ 0,26%C" 7,57 £ 0,065C
C22:0 0,16 £ 0,00 0,08+ 0,00 0,12 +0,00345" 0,12 + 0,00bA85* 0,13 +0,01%48* 0,12 + 0,00%B:5 0,12 + 0,00:8:p:* 0,13 + 0,00%B:5*
C16:1 3,09+0,01 2,56+0,01" 2,57 +0,1188" 2,59 4+ 0,0354" 2,60 £ 0,09%4" 2,57 +0,02%8:* 2,56 £ 0,04%8" 2,61+ 0,06%8"
C18:1 n9¢ 38,69+0,09 42,67+0,17° 42,41 +0,60%%" 42,13 +0,2554" 42,53 +0,199A7 42,49 + 0,13%B:" 42,49 + 0,16%B:" 42,58 + 0,49%B"
C20:1 n9 0,43 +£0,00 0,38+0,01" 0,39 + 0,03%4" 0,40 + 0,03%4 0,40 + 0,02¢A 0,38 +0,01%85" 0,39 + 0,00%5" 0,41 +0,01%B
C24:1 n9 0,39 +£0,00 0,12+0,02° 0,21 + 00,0048 0,21 £ 0,00b:A85 0,24 + 0,0264B:* 0,21 + 0,00%B:5* 0,22 + 0,03%:BG* 0,24 + 0,005
C18:2 n6¢c 9,35+0,05 8,15+ 0,04" 8,36 £ 0,14%A" 8,44 + (0,16%4" 8,51 £0,18%A" 8,54 + 0,04%B:5~ 8,71 £ 0,27%8:" 8,76 £ 0,12¢8:"
C20:4 n6 1,55 +0,00 0,61 £0,07° 1,02 +0,02348" 1,07 £ 0,020:A85* 1,12 +£0,1148* 0,98 + 0,0 BB~ 1,09 = 0,08b:BC:E* 1,14 £ 0,07%CB*
C22:6n3  036+000 0,08£001" 080,004 0180018 02300055 0,16£0,01°H  0,17£0,03H 0 cp
XAGS 32,18+0,12 30,49+0,48" 30,84+ 0,57%4" 31,10 + 0,330A8* 31,52 £ 0,434 P 30,80 £ 0,19%B" 30,79 + 0,26%5:" 30,98 + 0,16%B:"
AGMI 42,60+0,10 45,73+0,17" 45,58 + 0,62%4" 45,33 + (,24547 45,77 £0,1294" 45,65 +£0,1258" 45,66 = 0,13%B:" 45,84 + (0,52%8"
YAGPI 11,26+0,03 8,84+0,12° 9,56+ 0,1654B" 9,69 + 0,14%4B* 9,86 + 0,26%4B:* 9,68 + 0,12 *B:R* 9,97 + 0,33%BCE* 10,09 + 0,224CB*
TAGI  53,86+0,12 54,57+0,06 551404954  5502£039%A  5563+0305A%  5533+020%% 5563402155 55030736
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Xn3/n6 0,03+£0,00 0,01 +£0,00° 0,02 +0,00 A& 0,02 + 0,00%45:™ 0,02 + 0,00%A8~ 0,02 + 0,00 *B:F:~ 0,02 + 0,000B:5~ 0,02 + 0,008~
Fogiao
Cru Controle 0’?5% ~ 0’:50/(3 ~ 0’750{0 ~ 0’,2 S 035% 0’7 7o
manjericio manjericio manjericio orégano orégano orégano
C14:0 0,31+£0,00 0,25+0,00 0,27 £ 0,01347 0,29 +0,01%4 0,29 + 0,00%4 0,27 + 0,00%8" 0,27 + 0,00%B" 0,29 + 0,00%B
C16:0 2344+£0,05 22,63+9,28" 22,65+0,15%4" 22,75 £ 0,56%4" 22,76 £ 0,1264" 22,64 +0,14%B" 22,67 £0,02%5" 22,71 +£0,14%8*
C18:0 8,27+0,18 7,49£0,21" 7,64 £0,0334¢" 7,70 £ 0,19%A% 7,98 £ 0,00%4¢ 7,81 £0,08%B:%" 8,14 £ 0,00%B:¢ 8,17 + 0,03%:B:
C22:0 0,16+0,00 0,110,017 0,12 £ 0,004~ 0,14 £ 0,005 0,14 £0,0194%* 0,13 +£0,00%B:%" 0,13 £ 0,00%B:%" 0,15 £0,015C%"
C16:1 3,09+0,01 2,54+0,05°  2,55+0,0454" 2,58 £0,0754" 2,60 £ 0,0164%" 2,57 £ 00338 2,58 £0,03 »Bie* 2,62 £ 0,06%8:%"
C18:1 n9¢ 38,69+0,09 42,81 £0,22" 42,62 +0,15%4" 42,81 £0,10%%" 42,63 £0,35%4% 42,71 £0,14%8" 42,69 £ 0,01%B:" 42,73 £0,05%8"
C20:1 79 0,43+0,00 0,32+0,01" 0,33 £0,0034%" 0,35 £ 0,025 0,36 £ 0,014 0,31 £0,02%8" 0,30 £ 0,00%8:" 0,31 +0,02%8"
C24:1n9 0,39+0,00 0,12+0,01" 0,20+ 0,014 0,21 £ 0,00%4%" 0,29 £ 0,01eB:%" 0,23 £0,00%%%*  0,25+0,01 d;CD;o;* 0,26 + 0,038D:*
C18:2 n6¢c  9,35+0,05 8,20+ 0,02" 8,07 £ 0,425A" 8,15+0,0754" 8,17 £0,0164" 8,20 £ 0,02%B" 8,28 + 0,028 8,34 £ 0,02¢B:%"
C20:4 n6 1,55+0,00 0,77+0,01" 1,08+ 0,0 &A%" 1,15 £ 0,03%AB:* 1,25 £ 0,03%B:” 1,13 £0,018C” 1,14 £ 0,006 &~ 1,19 £ 0,05%C"
C22:6n3 036+0,00 0,07+0,01" 0,16+ 0,0134%" 0,17 £ 0,00%AB:%* 0,21 £ 0,00%B:%" 0,18 £0,0 3G 0,19 £ 0,00%% «* 0,19 £ 0,00%C®"
XAGS 32,18+£0,12 30,48 +0,43" 30,68 + 0,143~ 30,88 £ 0,66%4%" 31,17 +£0,22948%" 30,84 + 0,06%5:%" 31,21 £ 0,025B:% 31,32+ 0,1658:%"
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TAGMI 42,60=0,10 4579+0,18" 45,70 +£0,163%" 45,95 £ 0,10%%" 45,88 £0,35%A"  45,82+0,13%87 45,83 £ 0,02%8:" 45,92 +0,15%8"
YAGPI 11,26 £ 0,03  9,04+0,03" 9,31 +0,4634%" 9,47 £ 0,07>4%” 9,63 +£0,0294%" 9,51 +0,02%B:%" 9,61 £ 0,01%B%” 9,72 + 0,088
YAGI 53,86+0,12 54,83+0,15 55,01 +£0,40%A 55,42 £0,16%4%" 55,51 £0,3264%" 5533 +(,]28B%" 55,43 +£0,01%B:% 55,64 + 0,24%B0"
Xn3/n6 0,03£0,00 0,01 £0,00° 0,02+ 0,0054%" 0,02 £ 0,005 0,02 £0,00%4%* 0,02 £ 0,00%B:%" 0,02 £ 0,00%B:%" 0,02 £ 0,01%B:%*
Micro-ondas
Cru Controle 0’?50(0 ~ 0’:50/(3 ~ 0’75% < 0’,2 S% 035% 0’7 S%
manjericio manjericio manjericio orégano orégano orégano
C14:0 0,31+ 0,00 0,29+ 0,01 0,30 + 0,00%4 0,30 = 0,00%4 0,30 £0,0154 0,30 £0,01%B 0,30 £ 0,05%8 0,30 £0,01%8
C16:0 23,44+0,05 23,11+0,08 23,18 +0,05%* 23,22 4 0,49%A 23,28 +0,16%A 23,32 +0,02%8 23,38 + 0,07%8 23,46+ 0,018
C18:0 8,27+0,18 7,38+0,11" 7,90 £ 0,20%4 8,10+ 0,30%A 8,17 £0,14%49 8,15+£0,01%B2 8,47 £ 0,38 B 8,51 + 0,02¢B:
C22:0 0,16+0,00 0,09+0,01" 0,11£0,01%4" 0,12 £0,019A4%" 0,12£0,01 348" 0,13 +0,00%8:3" 0,15+0,014BG8 0,16 +0,015¢2
C16:1 3,00£0,01 2,61 £0,02*  2,65+0,0254" 2,67 £0,0254" 2,68 £0,0254" 2,74 £0,01%8" 2,80 £ 0,0045" 2,84 + 0,0655"
CI8:1n9 38,69+0,00 4037=1,45 40,56+0,27%A" 40,47 =028~ 40,42 +0,0090" 40,44 + 0,228 40,36+ 0,08%5" 40,55 +0,19°B
C20:1n9 043+0,00 0,36+0,00" 0,39 £ 0,03%4" 0,40 £0,01%4 0,41 £ 0,004 0,38 £0,01%8" 0,38 £ 0,015~ 0,38 £ 0,018~
C24:1n9 039+0,00 0,19+0,01" 0,21 £0,0184% 0,23 £ 0,03%A8:% 0,25+ 0,01B:%" 0,22 £ 00,0056 0,27 £ 0,04%D:%" 0,30 £ 0,025D:%"
C18:2n6c  935+0,05 838+0,11" 8,57 0,00%4" 8,62 + 0,087 8,63+ 0,0064% 8,54+ 0,07%8" 8,68 + 0,25"B: 8,71 + 0,075
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C20:4n6 1,55+0,00
C22:6 n3 0,36 +0,00
XAGS 32,18+0,12
YAGMI 42,60+0,10
XAGPI 11,26 + 0,03
YAGI 53,86 £ 0,12
Xn3/n6 0,03 £0,00

0990ﬂ: 0’11*

09 1 6 + 0’02*

30,87 + 0,15*

43753 + 1,43

9744 + 0,08*

0902 + 0,00*

1,19 + 0,03548*
0,24 + 0,03%A:5"
31,49 + 0,26%A"
43,81 +0,21%4°
10,00 + 0,033A:5*
53,81 £ 0,24%A

0,02 £ ()’Oza;A

1,23 + 0,01 A0
0,26 + 0,03¢A%
31,74 + 0,806
43,77 + 0,26%4*
10,11 + 0,06%A:5*
53,88 £ 0,325

0,03 + O’OOC;A

1,29 £ 001 %A
0,28 £ 0,0145"
31,87 £0,1 1A
43,76 + 0,08%A
10,20 + 0,01 &A:3:*
53,96 £ 0,0794°

0503 + O’OOd;A

1,01 £ 0,00%B:5*
0,18 + 0,0008:5*
31,90 + 0,01%85*
43,78 £ 0,20%8"
9,73 £ 0,07"B:5"
53,51 +0,13*B

0302 + O’Oob;B

1,14 £ 0,095C:5*
0,23 £ 0,028C5"
32,30 £ 0,359 "
43,81 + 0,068
10,05 + 0,34¢BCd:*
53,86 + 0,338

0,02 £ O,OOC?B

1,19 £ 0,005C5*
0,27 + 0,030
32,43 £ 0,026 5"
44,07 +0,11%8"
10,17 + 0,044C:5*
54,24 +0,15%B2

Oa03 + O’Ood;B

AGS = acido graxo saturado; AGMI = 4cido graxo monoinsaturado; AGPI = 4cido graxo poli-insaturado; AGI = acido graxo insaturado. Resultados de andlises realizadas em
triplicatas, méedia + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo de erva considerando a mesma porcentagem de adi¢cdo e método
de coccdo pelo teste de Tukey pos-hoc. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre as porcentagens de adi¢do de cada erva para 0 mesmo método de
cocgdo pelo teste de Tukey pos-hoc. Air fryer - "B" indica diferenga significativa em comparagdo com o “controle” pelo teste de Dunnett. Fogdo - "o indica diferenga

s

indica diferenca significativa de qualquer amostra em comparagdo com o “cru”.

significativa em comparac¢ao com o “controle” pelo teste de Dunnett. Micro-ondas - "8" indica diferenga significativa em comparagdo com o “controle” pelo teste de Dunnett.
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Apb6s o aquecimento foram observadas alteracBes quantitativas na composicdo de
acidos graxos das amostras, 0 que foi demonstrado pelo aumento dos niveis de AGMlIs e
reducdo dos teores de AGPIs e AGSs (p < 0,05), independentemente do método de cocgdo
utilizado. A reducdo do teor de AGPIs é um parametro comumente avaliado para investigar a
oxidacdo lipidica em alimentos. A abstracdo de hidrogénios alilicos e bisalilicos requer menos
energia que a abstracdo de um hidrogénio alquil durante a fase inicial da oxidacao lipidica,
onde &cidos graxos insaturados perdem um &tomo de hidrogénio (He) gerando um radical
alquil (R*) (MIN e BOFF, 2002). Assim, quanto maior o nimero de insaturacfes presentes na
cadeia de um 4cido graxo, maior a taxa de oxidagdo. Quanto a termo-oxidagéo, o aquecimento
é um forte indutor da oxidacdo, pois o emprego de elevadas temperaturas reduz a energia
necessaria para a abstracdo de hidrogénio (BARRIUSO, ANSORENA e ASTIASARAN, 2017).

No presente estudo, o teor de AGPIs reduziu de 11,26 + 0,03 (cru) para 8,84 + 0,12
g/100 g 6leo (air fryer), 9,04 £ 0,03 g/100 g 6leo (fogdo) e 9,44 + 0,08 g/100 g 6leo (micro-
ondas) (Tabela 4), sendo o maior impacto causado pelo tratamento em air fryer. Estudos
anteriores também descreveram a degradacao dos &cidos graxos em ovos durante o cozimento
(MURCIA et al., 2003; DOUNY et al., 2015; AL JUHAIMI, USLU e OZCAN, 2017).

No entanto, a adi¢do das ervas minimizou a degradacdo dos AGPIs. Para o manjericéo,
as amostras tratadas em air fryer apresentaram niveis variando de 9,56 + 0,16 (0,25%) a 9,86
+ 0,26 g/100 g 0leo (0,75%). Os teores de AGPIs determinados nas amostras adicionadas com
0,75% de manjericdo apds a cocgdo em fogdo e micro-ondas foram 9,63 + 0,02 e 10,20 + 0,01
g/100 g Oleo, respectivamente. Assim, niveis inferiores foram encontrados nas amostras
adicionadas da erva em comparacdo com as amostras controle, indicando o efeito protetor do
manjericdo frente a degradacdo dos AGPIs. Nao foram detectadas diferencas estatisticas
devido as diferentes concentracdes de manjericdo utilizadas (p > 0,05).

As amostras preparadas em air fryer contendo 0,75% orégano apresentaram 10,09 +
0,22 g/100 g 6leo para AGPIs, enquanto 9,72 + 0,08 g/100 g 6leo foram determinados nas
amostras preparadas em fogdo. Apos o tratamento em micro-ondas, o0s niveis de AGPIs
variaram de 9,73 £ 0,07 (0,25%) a 10,17 £ 0,04 g/100 g 6leo (0,75%). Assim como observado
para 0 manjericdo, as variadas concentracdes de orégano nao influenciaram os resultados das
amostras tratadas no fogdo (p > 0,05). Entretanto, niveis inferiores de AGPIs foram
encontrados em amostras contendo 0,25% de orégano em comparagdo com o tratamento a
0,75% para o cozimento em micro-ondas e air fryer (p < 0,05). Além disso, as analises
estatisticas revelaram um efeio protetor similar para ambas as ervas, quando adicionadas na
concentracdo de 0,75%, frente a degradacdo de AGPIs para todos os métodos avaliados (p >
0,05).

A termo-oxidacdo lipidica resulta na perda da qualidade sensorial e nutricional de
alimentos, devido as reacdes oxidativas que envolvem os AGPIs. Neste estudo, o efeito
protetor decorrente da adicdo das ervas pode ser atribuido a presenca de compostos
antioxidantes como os compostos fendlicos. Diversos estudos tém demonstrado o potencial de
ervas culinarias frente aos processos oxidativos, seja como ervas frescas, a aplicacdo de
extratos naturais das ervas, e até mesmo por meio da incoporacdo em embalagens. Assim,
compostos antioxidantes presentes no orégano e no manjericdo podem melhorar as
propriedades antioxidantes dos alimentos e auxiliar no controle da oxidacdo lipidica.
Ademais, 0s Oleos essenciais extraidos das ervas também representam alternativas
promissoras, sendo amplamente utilizados (CHINPRAHAST et al., 2018; FERNANDES et
al., 2018; ZEID et al., 2019; ALEXANDRE et al., 2021).
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3.2.3 Efeitos da adicao das ervas frente a degradacao do colesterol

O teor de colesterol do ovo fresco foi de 1038,41 + 4,51 mg/100 g (base seca) (Tabela
5). Um conteudo semelhante foi determinado por Batkowska et al. (2021) que encontraram
1010 mg/100 g, enquanto niveis mais elevados foram reportados para ovos obtidos de
galinhas de diferentes sistemas de criacdo (de 1310 a 1440 mg/100 g) (CZERWONKA et al.,
2021).
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Tabela 5: Teores de colesterol (mg/100 g, base seca) e 6xidos de colesterol (ug/g, base seca) das amostras de omeletes cruas e cozidas (controle
e com adi¢cdo de manjericdo (0,25, 0,5 e 0,75%) e orégano (0,25, 0,5 e 0,75%)).

Air fryer
0,25% 0,5% 0,75% 0,25% 0,5% 0,75%
Cru Controle . e n e e~ . e~ . . ,
manjerlcao manjerlcao manjerlcao oregano oregano oregano
21,55 + 2,41~ 21,38 2,718 19,75 + 1,038
5,60-EP - 26,67 0,20 - - -
5,6p-EP 13,09 + 0,12 71,56 + 1,88* 57,39 + 0,575A8" 46,24 + 5,378 37,30 + 5,24¢C:H* 40,43 + 3,495 28,50 + 0,574EH* 26,48 + 0,455
200-OH 1,57 +0,02 14,88 +0,21* 13,81 + 1,258 8,01 + 0,285 6,77 + 0,98 16,30 + 0,48°C+* 11,13 + 0,394D 5,35 + 0,19 B
25-OH 1,63+0,30 96,86 + 0,73* 69,39 £5,81%4P" 6713+ 13 71°%F" 66,04+ 11,34 3971 +3810Dk" 2500+ 3,434EH" 11,540,770
70-OH 5,42 + 0,22 2814+0,62%  LL2BEOLI¥AET 1925+ 1,49540 9,14 £ 02145 15,95+ 1,250CH* 1121+ 1,045DB* Q.91 + 0,235
7p-OH - - - - - - - -
7-ceto 19,88 + 2,48 582,93 + 12,73* 448,83 + 0,65%48" 202,21 +0,34%88* 15599 +12,21%CK" 25 43 + 3, 02006 138,76 + 3,63 99,05 + §,220F:B:*
a;A;B:* c;B;;* e;CiBs*
fcgaciss 40,69 + 2,26 82105+1377% 022251589 357,23+ 23,33 294,00+ 20,4 377,82 + 6,4150* 21559 + 8,00458* 152,04 + 5 855k
Colesterol  1038,41 + 4,51 426,21 + 5,84* 713,59 + 4,675AB* 75314 +1,765BB* 768,77 £5,394Bk* 738,05+ 16,67%CE" 762,66 + 12,265PF" 812,93 + 7,105
Fogéo
0,25% 0,5% 0,75% 0,25% 0,5% 0,75%
Cru Controle . e a e e o~ . e~ . , ,
manjericao manjericao manjericao oregano oregano oregano
5,60-EP - - - - - - - -
5,6B-EP 13,09 + 0,12 66,75 + 4,11* 17,76 + 1,92 18,82 + 3,79 15,92 + 1,449 60,95 + 4,07bB:* 21,08 + 2,96¢C:* 13,30 + 0,044
200-OH 1,57 + 0,02 20,54 + 1,41* 11,77 + 0,355A* 11,92 + 0,345A* 11,02 + 0,068A* 7,27 + 1,08bBs* 2,52 +0,13%Ce 2,31 +0,18C
25-OH 1,63+ 0,30 31,70 +0,72* 11,52 +1,99%A* 4,67 + 0,35¢B 3,82 + 0,08¢B: 43,07 + 0,690Ce* 28,41 + 0,884:Dx* 6,63 + 0,05¢F¢
70-OH 5,42 + 0,22 8,18 + 1,08* 7,04 + 0,0350A 5,84 + 0,33 5,41 + 0,80%A 8,47 + 0,15%Bx* 4,29 + 1,16b:Ce 2,55 + 0,214Cios*
7B-OH - - - - - - - -
7-ceto 19,88 + 2,48 174,90 + 8,99* 83,06 + 1,70%A* 43,92 + 0,65¢B:* 36,58 + 6,405B:%* 15230 +0,510CGe* 119,89 + 1.254D* 51 43 + 0,375 @t
POCs 40,69 + 2,26 311,07 +£13,84* 131,15+ 4,89%A%* 85 17 + 4,90¢Bx* 72,76 £7,73B%* 272,07 £3,76"Ce* 176,19 + 1,044D%* 76,26 + 0,64F *
totais
Colesterol 103841451  751,55+1,20% 733,57 +326%A%" 83253 +850°P" 02904 +4,68C* 838,96 + 2470P%" 877,84 +6,524E%* 903,67 + 3,196Fw*
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Micro-ondas

0,25% 0,5% 0,75% 0,25% 0,5% 0,75%
Cru Controle . e n A . e , . .
manjericio manjericio manjericio orégano orégano orégano

5,60-EP - 23,37+ 0,58 ) ) ) ) ) i
5,6p-EP 13,09£0,12 65,17 +0,05* 22,22 + 1, 58xA8" 20,84 + 1,95%A:5:* 14,89 + 1,80<B:3 31,14 + 1,640C:5" 32,80 + 1,814C:5:” 22,77 + 1,0 i
204-OH 1,57 +0,02 30,60 + 0,10* 7,99 + 0,07%A% 7,78 +1,08%4: 87 6,14 + 0,50%8:5" 23,39 + 0,06>C%" 15,33 + 1,484D:* 7,03 £ 0,64¢F:5"
25-OH 1,63 +0,30 97,96 + 0,42* 83,79 + 1,06%4:%" 65,50 * 5,46%8:5" 52,54 + 3,35 " 88,54 + 1,59%D:%* 82,97 + 3,754D:5* 70,15 + 1,936E:5"
70-OH 5,42 +£0,22 34,59 + 0,92* 13,43 + 2,90%A:8:" 12,91 + 1,340A:8* 4,20 + 0,16%B: 22,59 + 0,86b:C:5:” 20,61 + 0,019C;&* 16,22 + 0,24%D;5:*
7p-OH - 4,04+0,94 ) i i i i )

7-ceto 19,88 + 2,48 549,48 + 13,76* 79,40 + 5,82uA:5:* 71,88 + 1,11%ABS" 58,39 + 0,72¢B:5:" 181,05 + 3,67%:C:%" 151,06 + 3,664P:%* 50,07 + 2,01%E:5:*
POCs 40,69+ 2,26 805,21 + 14,50* 206,83 + 4,15%A4:5 178,92 + 4,004B:5:* 130, 03 + 0,62C:%* 346,72 + 4,505 302, 78 + 7,374E8* 159 22 + 5 26575

totais

Colesterol 1038,41 + 4,51 642,60 + 7,85* 818,11 + 6,27A45%" 856,96 + 14,30%B:%* 869,81 + 9,73%B:5" 698,44 + 9,42b:C5 815,45 + 4,634D:5* 846,21 + 3,785E:%"

5,60-EP = 5,60-epoxicolesterol; 5,63-EP = 5,6B-epoxicolesterol; 200-OH = 20a-hidroxicolesterol; 25-OH = 25-hidroxicolesterol; 7a-OH = 7a-hidroxicolesterol; 73-OH = 7-
hidroxicolesterol; 7-ceto = 7-cetocolesterol. Resultados de analises realizadas em triplicatas, média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre o tipo de erva considerando a mesma porcentagem de adicdo e método de cocgdo pelo teste de Tukey pos-hoc. Letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas entre as porcentagens de adicdo de cada erva para 0 mesmo método de cocgdo pelo teste de Tukey pos-hoc. Air fryer - "B" indica diferenca
significativa em comparacdo com o “controle” pelo teste de Dunnett. Fogdo - "o indica diferenca significativa em comparagdo com o “controle” pelo teste de Dunnett.
Micro-ondas - "3" indica diferenca significativa em comparagdo com o “controle” pelo teste de Dunnett. “*”indica diferenca significativa de qualquer amostra em comparacao
com o “cru”.

91



O cozimento afetou o teor de colesterol resultando em uma perda significativa deste
composto (p < 0,05). Apos o tratamento em air fryer, o colesterol reduziu de 1038,41 + 4,51
(amostra crua) para 426,21 = 5,84 mg/100 g (amostra controle). As amostras controle
preparadas em micro-ondas e fogdo apresentaram niveis de 642,60 + 7,85 e 751,55 + 1,20
mg/100 g, respectivamente. Portanto, em termos de perda ou degradacao do colesterol (%), o
impacto do cozimento pode ser apresentado da seguinte forma: air fryer (58,96%) > micro-
ondas (38,12%) > fogéo (27,63%). A perda de colesterol ndo reflete apenas na formagéo de
produtos da oxidacdo do colesterol, uma vez que este composto pode ser degradado por outras
vias (DEREWIAKA e MOLINSKA, 2015). No entanto, a adicdo de manjericdo e orégano as
amostras contribuiu para a manutencdo dos niveis de colesterol, principalmente quando as
ervas foram adicionadas na concentracdo de 0,75%, que foi o maior nivel aplicado. Em geral,
para ambas as ervas, quanto maior a concentracdo utilizada maior o efeito protetor frente a
degradacéo do colesterol.

Os teores de colesterol variaram de 713,59 + 4,67 (0,25%) a 768,77 = 5,39 mg/100 g
(0,75%) nas amostras preparadas em air fryer adicionadas de manjericdo, enquanto o
tratamento com orégano resultou em valores entre 738,05 + 16,67 (0,25%) e 812,93 £ 7,10
mg/100 g (0,75%). Para as amostras preparadas em micro-ondas, o colesterol variou de
818,11 £ 6,27 (0,25%) a 869,81 + 9,73 mg/100 g (0,75%) nas amostras contendo manjericéo e
de 698,44 + 9,42 (0,25%) a 846,21 + 3,78 mg/100 g (0,75%) nas amostras contendo orégano.
Além disso, as amostras preparadas em fogdo apresentaram o0s seguintes contetdos: de 733,57
+ 3,26 (0,25%) a 929,94 + 4,68 mg/100 g (0,75%) (manjericdo) e de 838,96 + 2,47 (0,25%) a
903,67 £ 3,20 mg/100 g (0,75%) (orégano).

Quanto ao tratamento com 0,75%, que foi 0 maior nivel aplicado, observou-se a maior
protecdo do orégano frente a degradacéo do colesterol nas amostras tratadas em air fryer. Em
contrapartida, para os tratamentos em micro-ondas e fogdo, amostras adicionadas de
manjericdo a 0,75% apresentaram maiores teores de colesterol. Outros autores também
reportaram o efeito do emprego de elevadas temperaturas em ovos cozidos (INNOSA et al.,
2019) e fritos (MAZALLI e BRAGAGNOLO, 2009), bem como durante o tratamento térmico
de massas preparadas com ovo liquido pasteurizado (ZARDETTO, BARBANTI e DALLA
ROSA, 2014). As alteraces no colesterol durante o processamento térmico devem-se
principalmente a sua degradacdo, oxidacéo e polimerizacdo, mecanismos que podem resultar
na formacdo de o0xidos de colesterol, compostos volateis (como aldeidos, cetonas e alcoois),
oligbmeros, colestadienos e fragmentos do colesterol (DEREWIAKA e MNOLISKA, 2015).

O colesterol apresenta uma insaturacdo entre os carbonos 5 e 6 que torna este
composto altamente suscetivel a oxidacdo (SMITH, 1987). Assim, a reducdo do teor de
colesterol observada nas amostras apds o aquecimento pode ser atribuida aos processos
oxidativos. No entanto, como demonstrado neste estudo, o emprego do manjericdo e do
orégano durante o preparo térmico dos ovos reduziu a degradacdo do colesterol e a possivel
formacdo de POCs, o que é de grande importancia pra a satde publica, uma vez que os 6xidos
de colesterol tém mostrado efeitos adversos ao organismo humano.

3.2.4 Efeitos da adicdo das ervas frente a formacao dos 6xidos de colesterol

Cinco oxidos de colesterol foram identificados no ovo cru, incluindo 7- cetocolesterol
(7-ceto), 7a-hidroxicolesterol (7a-OH), 5,6B-epoxicolesterol (5,6B-EP), 20a-hidroxicolesterol
(200-OH) e 25-hidroxicolesterol (25-OH). O teor total de POCs encontrado no ovo cru foi
40,69 + 2,26 ug/g, em base seca (Tabela 5), onde o 7-ceto apresentou o nivel mais elevado
(19,88 + 2,48 pg/g). Embora os POCs sejam comumente reportados em alimentos
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processados, a presenca dos mesmos em alimentos crus de origem animal é esperada, uma vez
que estes também sdo sintetizados de forma endégena por processos enzimaticos em animais
(VICENTE e TORRES, 2007). Além disso, processos oxidativos também podem ter ocorrido
nas amostras durante o armazenamento comercial.

Apds o cozimento, além dos POCs encontrados na amostra crua, outros oxidos de
colesterol como o 5,6a-epoxicolesterol (5,6a-EP) e o 7p-hidroxicolesterol (7p-OH) também
foram determinados. No entanto, em relacdo as amostras controle, o 7B-OH s6 foi formado
apos o tratamento em air fryer, enquanto o 5,6a-EP ndo foi detectado nas omeletes preparadas
em fogdo. O aquecimento induziu a formagdo dos 6xidos de colesterol para todos os métodos
de coccdo utilizados. Assim, os teores totais de POCs das amostras controle aumentaram da
seguinte forma: fogdo (311,07 + 13,84 ug/g) < micro-ondas (805,21 + 14,50 ug/g) < air fryer
(821,05 + 13,77 ng/g) (Tabela 5), valores significativamente superiores aos encontrados em
no ovo cru (40,69 £ 2,26 ug/g) (p < 0,05). Os maiores teores de POCs presentes nas amostras
controle foram determinados principalmente pela formacdo do 7-ceto, que apresentou
contetidos variando de 174,90 + 8,99 (fogdo) a 582,93 + 12,73 ug/g (air fryer).

A presenca de POCs em ovos e produtos alimenticios que contém ovos apés
tratamento térmico também foi descrita em estudos anteriores. 7-ceto, 78-OH e 7a-OH foram
determinados em ovos enriquecidos com &cidos graxos da série dmega 3 apos fervura e fritura
(MAZALLI e BRAGAGNOLO, 2009; REN et al., 2013). O aumento dos niveis de POCs foi
reportado em massas preparadas com ovos pasteurizados apds o cozimento (ZARDETTO,
BARBANTI e DALLA ROSA, 2014), bem como em biscoitos formulados com ovos em po e
pasteurizados (VERARDO et al., 2020).

O 7-ceto é o principal POC reportado em alimentos (SMITH, 1987; INNOSA et al.,
2019). A ligacao dupla entre os carbonos 5 e 6 favorece a abstracdo do hidrogénio no carbono
7, resultando na formagdo simultanea de 7a- e 7B-hidroperdxidos (LENGYEL et al., 2012).
Em seguida, esses compostos sdo reduzidos e formam seus alcoois correspondentes (7a-OH e
7B-OH) e o 7-ceto. Em relagdo aos 7a- ¢ 7p-hidroperoxidos, este ultimo é predominante, pois
é termodinamicamente mais estavel (SMITH, 1987). Neste estudo, teores inferiores foram
observados para 0 7p-OH em comparacdo com o 7a-OH. No entanto, o 7-ceto também pode
ser formado a partir do 70-OH e do 7p-OH (TAI, CHEN, e CHEN, 1999), o que sugere a
possivel formagdo de 7B-OH e posterior degradacdo, acarretando em teores elevados de 7-
ceto nas amostras de omelete.

O aquecimento também induziu a formacdo de Oxidos derivados de processos
oxidativos na cadeia lateral do colesterol, como 0 25-OH e 0 20a-OH, oriundos dos carbonos
terciarios C25 e C20, respectivamente. Elevados teores de 25-OH foram encontrados nas
amostras controle, variando de 31,70 + 0,72 (fogdo) a 97,96 + 0,42 pg/g (micro-ondas). Em
contrapartida, a contribuigdo de 20a-OH (14,88 + 0,21 - 30,60 + 0,10 pg/g) para o aumento
dos teores de POCs foi menos evidente. Assim, o 7-ceto e 0 25-OH foram os principais POCs
determinados nas amostras controle apds o preparo em air fryer e micro-ondas. Para o fogéo,
0 7-ceto e 0 5,6B-EP foram detectados como predominantes.

O 5,6B-EP e 0 5,60-EP sdo formados através da epoxidacdo, sendo comumente
identificados como produtos da oxidacdo de colesterol pelo ar (SMITH, 1987). No presente
estudo, os contetdos de 5,6B-EP nas amostras controle variaram de 65,17 + 0,05 (micro-
ondas) a 71,56 = 1,88 ug/g (air fryer), enquanto o 5,6a-EP foi encontrado em niveis
inferiores.

Em relacdo a cada método de cocgdo aplicado, o contetdo mais elevado de POCs
totais foi determinado na amostra controle preparada em air fryer (821,05 + 13,77 pg/g).
Entretanto, este resultado ndo foi estatisticamente diferente em relacdo ao obtido para o
micro-ondas (805,21 + 14,50 pg/g) (p > 0,05). Estudos anteriores também descreveram o
impacto da cocgdo em air fryer na formagéo de POCs em alimentos (DE CARVALHO et al.,
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2021; FERREIRA et al., 2022), enquanto Min et al. (2016) utilizaram métodos convencionais
de cozimento (panela, vapor, grill e micro-ondas) para preparar lombo suino e revelaram a
formag&o mais proeminente de POCs nas amostras preparados em micro-ondas.

De Carvalho et al. (2021) avaliaram a preparacao térmica das sardinhas e mostraram
que a oxidagdo do colesterol foi induzida principalmente pelo preparo em air fryer em
comparacdo com a fritura em éleo e o grill, o que foi atribuido a temperatura mais alta e
maior tempo aplicado para esta técnica de cozimento. De Oliveira et al. (2020) investigaram
os efeitos de diferentes temperaturas durante o aquecimento em um sistema modelo,
mostrando que quanto maior a temperatura utilizada, maior o teor de POCs formado. Devido
a falta de estudos acerca da termo-oxidacao do colesterol em ovos, diferentes matrizes foram
consideradas para discussao.

No presente estudo, condigdes mais extremas de processamento foram aplicadas
durante o tratamento em air fryer (220 °C/ 10 min, temperatura interna: 138 °C).
Considerando o preparo em micro-ondas e em fogdo, o tempo de cozimento foi proximo para
ambos os métodos (3 e 4 min, respectivamente). Logo, a temperatura interna alcancada nas
amostras foi o parametro mais relevante: 84 °C (fogéao) e 95 °C (micro-ondas). Desta forma, o
fogdo, com a menor temperatura interna, resultou no menor nivel total de POCs.

Diversos parametros relacionados a matriz alimentar (estrutura, presenca de pro-
oxidantes, pH) e as condi¢fes operacionais (equipamentos, temperatura, mecanismos de
transferéncia de calor, temperatura interna alcancada no produto, tempo de cozimento) podem
influenciar diretamente a formacdo de POCs de forma quantitativa e qualitativa, destacando a
oxidacao do colesterol como um processo dindmico e complexo (BARRIUSO, ANSORENA
e ASTIASARAN, 2017).

O preparo térmico em fogdo € o método de cozimento mais tradicional para preparar
ovos. No entanto, tecnologias como o micro-ondas e o air fryer tém apresentado uma
crescente popularidade. O air fryer emergiu como uma alternativa para reduzir o uso de 6éleo,
que é absorvido pelos alimentos durante a fritura e contribui para dietas com alto teor de
gordura e seus inimeros riscos a satude (ZAGHI et al., 2019; WALI et al., 2020). No air fryer,
o0 ar quente circula uniformemente ao redor do alimento enguanto as caracteristicas tipicas de
alimentos fritos se desenvolvem sem a necessidade de éleo (ZAGHI et al., 2019). No micro-
ondas, a oscilacdo de moléculas dielétricas cria um atrito intermolecular que resulta na
geracdo de calor. Enquanto no cozimento convencional em panela o calor € conduzido para o
interior do alimento, o micro-ondas envolve um calor gerado dentro do alimento (CROSS,
FUNG e DECAREAU, 1982; CHANDRASEKARAN, RAMANATHAN e BASAK, 2013).

As mudancas no estilo de vida tém obrigado as pessoas a adotar habitos diferentes,
onde geralmente busca-se por conveniéncia e praticidade. Equipamentos como o air fryer e o
micro-ondas apresentam vantagens como o controle preciso do processo e a facilidade de
operacdo. Além disso, sdo dispositivos automaticos que nao requerem muita atencdo humana,
permitindo que as pessoas economizem tempo. Portanto, inimeros aspectos evidenciam uma
crescente tendéncia pelo uso desses aparelhos, demonstrando a importancia de se investigar o
impacto dos mesmos na oxidacao do colesterol.

Apesar do efeito indutor do tratamento térmico frente a oxidacdo do colesterol
observado neste estudo, a adicdo do manjericdo e do orégano mostrou-se como uma
alternativa eficaz, minimizando a formacdo dos POCs. Os niveis de POCs totais
determinados nas amostras adicionadas de manjericdo e orégano variaram de 130,03 £ 0,62 a
206,83 + 4,15 pg/g e de 159,22 + 5,26 a 346,72 + 4,50 ng/g, respectivamente, teores
inferiores aos observados nas amostras controle (p < 0,05) (Tabela 5). O 7-ceto, 0 25-OH e 0
5,6B-EP foram os principais 6xidos identificados nas amostras controle. Em geral, os POCs
encontrados nas amostras (contendo ou ndo as ervas) apds 0 aquecimento foram 0s mesmos.
No entanto, o 5,6a-EP, que foi determinado nas amostras controle preparadas em air fryer e
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micro-ondas, ndo foi detectado em amostras adicionadas de orégano (air fryer e micro-ondas)
e de manjericdo (micro-ondas). Além disso, o 7B-OH foi encontrado apenas na amostra
controle apds o preparo em micro-ondas.

Para o tratamento com manjericdo, os teores totais de POCs nas amostras preparadas
em air fryer variaram de 294,00 + 20,48 (0,75%) a 622,25 + 5,89 ng/g (0,25%). Na amostra
preparada em fogdo, o tratamento com 0,75% de manjericdo reduziu o total de POCs para
72,76 + 7,73 pg/g. Amostras preperadas em micro-ondas com manjericdio a 0,75%
apresentaram 130,03 + 0,62 pg/g de POCs totais, enquanto um teor de 805,21 + 14,5 pg/g foi
encontrado para o controle. As amostras contendo manjericao a 0,75% apresentaram o0 menor
nivel total de POCs, exceto para o preparo em fogdo, onde os valores determinados para as
adicoes a 0,5 e 0,75% n&o foram estatisticamente diferentes (p > 0,05).

O orégano também apresentou efeito protetor frente a formacdo dos Oxidos de
colesterol, principalmente quando aplicado a 0,75% (p < 0,05). Ap6s a coc¢do em air fryer,
as amostras contendo 0,75% de orégano apresentaram um teor de 152,04 + 5,85 ug/g de
POC:s totais, resultado inferior ao encontrado na amostra controle (821,05 + 13,77 ug/g) (p <
0,05). Os totais de POCs ap0s a cocgdo em micro-ondas variaram de 159,22 + 5,26 (0,75%) a
346,72 + 4,50 ug/g (0,25%). Além disso, as amostras preparadas em fogdo contendo 0,75%
de orégano apresentaram 76,26 *+ 0,64 ug/g de POCs totais.

Os resultados obtidos para o orégano e 0 manjericdo, quando adicionados no mesmo
nivel considerando o mesmo método de cozimento, foram significativamente diferentes para a
maioria das amostras (p < 0,05). Portanto, ao comparar as duas ervas no nivel de adicdo de
0,75% para cada método de cozimento foi possivel observar a maior protecdo do orégano nas
amostras preparadas em air fryer. Em contrapartida, 0 manjericdo mostrou-se mais eficaz para
0 tratamento em micro-ondas. A amostra preparada em fogao contendo 0,75% de manjericao
apresentou um nivel inferior de POCs em comparacdo com o resultado obtido para a adicao
de 0,75% de orégano; entretanto, esses valores ndo apresentaram diferencas estatisticas (p >
0,05). Embora tanto a adicdo de manjericdo quanto de oregano tenham se mostrado eficaz
minimizando a formacdo de POCs em todos os tratamentos, as diferencas inerentes aos
diferentes mecanismos envolvidos e as condi¢bes de processamento de cada método de
cozimento influenciaram os resultados, pois uma mesma erva apresentou efeito distinto para
os diferenes métodos empregados.

As propriedades antioxidantes das ervas sdo principalmente decorrentes da presenca
de compostos fenolicos, os quais sdo capazes de inativar radicais livres que iniciam o
processo de oxidacdo tanto pela transferéncia de atomos de hidrogénio quanto pelo
mecanismo de transferéncia de elétrons, sendo estabilizados através de mecanismos de
ressonancia (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015; OLSZOWY-TOMCZYK, 2020). Como
demonstrado nos itens 3.1.1 e 3.1.2, 0s principais compostos encontrados no orégano e no
manjericdo pertencem a classe dos &cidos fendlicos, que engloba compostos com diferentes
substituintes do anel aromatico que podem afetar a estabilizacdo das estruturas, influenciando
a capacidade de estabilizacdo dos radicais (KUMAR e GOEL, 2019). Além disso, flavonoides
e outros compostos com potencial antioxidante também podem ser encontrados nessas ervas,
que sdo matrizes complexas onde os componentes podem apresentar mecanismos distintos de
acdo, exibindo efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos em relacdo as propriedades
antioxidantes (OLSZOWY-TOMCZYK, 2020).

3.2.5 Determinacgédo dos compostos bioativos das ervas presentes nas amostras cozidas de
omelete
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De um total de oito compostos identificados no manjericdo, cinco destes também
foram detectados nas amostras de omelete contendo esta erva ap0s 0 aguecimento,
independentemente do nivel de adigdo (0,25, 0,5 e 0,75%) e do método de coc¢édo aplicado:
acido p-coumarico (m/z 163), &cido cafeico (m/z 179), isdmeros acido citrico/isocitrico (m/z
191), &cido tuberbnico hexosideo (m/z 387) e &cido rosmarinico (m/z 359) (Tabela 6).

96



Tabela 6: Comparacao entre 0s compostos bioativos presentes nos extratos das ervas (manjericdo e orégano) e nas amostras de omelete.

Manjericéo
Air fryer Fogéo Micro-ondas
Composto Manjericdo  Controle 0,25% 0,5% 0,75% Controle 0,25%  0,5% 0,75% Controle 0,25% 0,5% 0,75%
Acido p-coumarico
(m/z 163) X X X X X X X X X X
Acido caféeico
(m/z 179) X - X X X - X X X - X X X
Isbmeros acido
citrico/isocitrico (m/z X - X X X - X X X - X X X
191)
Acido caftarico « ) i i i i i i i i ) ) )
(m/z 311)
Isomero Acido
salvianolico F X - - - - - - - - - - - -
(m/z 313)
Cirsilineol X i ) ) ) ) ) ) ) ) i i i
(m/z 343)
Acido rosmarinico
(m/z 359) X - X X X - X X X - X X X
Acido tuberonico
hexosideo X - X X X - X X X - X X X
(m/z 387)
Orégano
Air fryer Fogao Micro-ondas
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Composto

Orégano

Controle

0,25%

0,5%

0,75%

Controle

0,25%

0,5%

0,75%

Controle

0,25%

0,5%

0,75%

Acido p-
hidroxibenzoico
(m/z 137)

Acido vanilico
(m/z 167)

Acido cafeico
(m/z 179)

Isbmeros acido
citrico/isocitrico (m/z
191)

Acido
hidroxioctadecatrien
6ico (m/z 293)

Isémero Acido
salviandlico F
(m/z 313)

Acido
trihidroxioctadecadie
noico |
(m/z 327)

Acido tuberonico
hexosideo
(m/z 387)

X

X

X

X

X

X

X

“x” indica presenca do composto bioativo na amostra correspondente. “-“indica auséncia do composto bioativo na amostra correspondente.
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Oito compostos foram identificados no orégano. Dentre estes, seis também estavam
presentes nas omeletes adicionadas desta erva: acido p-hidroxibenzoico (m/z 137), écido
vanilico (m/z 167), &cido cafeico (m/z 179), isdmeros &cido citrico/isocitrico (m/z 191), &cido
hidroxioctadecatriendico (m/z 293) e acido tuberbnico hexosideo (m/z 387) (Tabela 6).

A auséncia de determinados constituintes das ervas nas amostras de omeletes tratadas
com as ervas ap0s 0 cozimento sugere a possivel degradacdo dos mesmos, uma vez que estes
compostos bioativos sdo sensiveis a fatores como altas temperaturas, luz e oxigénio. Além
disso, 0 menor nimero de compostos bioativos das ervas detectados nas omeletes também
sugere a influéncia da matriz alimentar durante a extracdo destes compostos, de forma que
interacfes formadas entre os constituintes das ervas e a matriz alimentar, bem como as
caracteristicas particulares de cada composto, como o peso molecular, a polaridade e a
solubilidade, devem ser consideradas.

Além disso, ao se avaliar as amostras tratadas com orégano é possivel observar que 0s
diferentes métodos de coc¢do podem afetar os compostos de maneiras distintas. O acido
hidroxioctadecatriendico, por exemplo, foi determinado nas amostras preparadas em micro-
ondas e fogdo, mas ndo foi detectado ap0s o aquecimento em air fryer. Ja o acido p-
hidroxibenzoico foi encontrado apenas em omeletes preparadas em micro-ondas. A coccao
em air fryer foi realizada sob condi¢Ges mais extremas de processamento, causando um maior
impacto nos constituintes alimentares, o que também foi observado para o colesterol.
Entretanto, além do método/condicdo de cozimento, a estrutura quimica de um composto
reflete em sua termoestabilidade e, consequentemente, em sua degradacdo (IOANNOU,
CHEKIR e GHOUL, 2020).

Sergio et al. (2020) avaliaram o efeito de diferentes métodos de cocgdo nos teores de
compostos fendlicos de vegetais e mostraram que o teor de acido chicorico, por exemplo, foi
significativamente reduzido ap0s o tratamento térmico de Urtica dioica. No entanto, 0
contetdo do mesmo composto nédo foi alterado significativamente ou aumentou quando outras
espécies vegetais foram estudadas sob as mesmas condi¢Ges. Esses pontos apontam a
complexidade envolvida na determinacdo dos efeitos do tratamento térmico frente aos
constituintes bioativos e propriedades antioxidantes de alimentos, pois inumeros fatores
podem influenciar a evolucdo desses parametros.

Além disso, a literatura também reporta que, mesmo apds a degradacdo durante o
aquecimento, alguns compostos como flavonoides ainda possuem atividade antioxidante
(CHAABAN et al, 2017; IOANNOU, CHEKIR e GHOUL, 2020). Por exemplo, a
degradacdo da luteolina 7-O-glicosideo pode acarretar na formacdo de luteolina, composto
que apresenta uma atividade antioxidante maior que a luteolina 7-O-glicosideo (IOANNOU,
CHEKIR e GHOUL, 2020). Portanto, esses achados sugerem que o0s constituintes das ervas
que ndo foram determinados nas amostras de omelete ap6s o cozimento também podem
contribuir para o efeito protetor da erva. Além disso, a eficacia do orégano e do manjericéo
como agentes antioxidantes frente a oxidacdo do colesterol também indica o potencial
antioxidante de seus componentes que permaneceram nas amostras de omeletes mesmo apos
0 cozimento.

3.3 Analise dos Componentes Principais e mapa de calor

A Analise dos Componentes Principais (Figuras 3a e b) é uma técnica que se propde
reduzir dados multidimensionais a figuras bi ou tridimensionais, permitindo a féacil
visualizacdo de tabelas complexas. Os dois primeiros componentes principais explicam 79,6%
da variabilidade dos dados (Dim 1: 63,8 %, Dim 2: 15,8 %), o que € considerado adequado
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para explicar a variancia dos dados experimentais.
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Figura 3: Analise multivariada. Analise dos Componentes Principais para os tratamentos (a)
e variaveis (b). Mapa de calor (c). AF = Air fryer; M = micro-ondas; F = fogdo; ¢ = controle;
0 = orégano; m = manjericdo; AGPI = &cido graxo poli-insaturado; deg_AGPI = degradacgao
de AGPI; deg_colesterol = degradacdo do colesterol; POCs = produtos da oxida¢do do
colesterol. Os valores 0,25, 0,5 e 0,75 representam os diferentes niveis de adi¢ao das ervas.

As amostras controle, principalmente as tratadas em air fryer e micro-ondas,
caracterizaram-se por elevados percentuais de degradacdo do colesterol e, consequentemente,
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elevados niveis de POCs totais, com a maior contribui¢cdo do 7-ceto. Estes indicadores de
oxidagdo de colesterol foram menos evidentes nas amostras preperadas em fogdo. A
degradacdo dos AGPIs seguiu a mesma tendéncia. Por outro lado, as amostras contendo as
ervas apresentaram maior similaridade com a amostra crua, principalmente as adicionadas de
0,75%, sugerindo o efeito protetor das ervas frente as alteragdes na composicéo lipidica.

No mapa de calor (Figura 3c), a intensidade de cada varidvel avaliada é representada
pela variacdo de cor, onde o azul e o vermelho representam a baixa e alta intensidade,
respectivamente. Ao agrupar as amostras quanto as similaridades das mesmas, cinco grupos
foram formados. As amostras preparadas em micro-ondas contendo ambas as ervas foram
separadas em um mesmo grupo (representado pela cor rosa). Outro grupo (em verde) foi
formado pelas amostras preperadas em air fryer adicionadas de manjericdo (0,25, 0,5 e
0,75%) e orégano (0,25%), bem como as amostras controle e com adicdo de 0,25% orégano
submetidas ao aquecimento em fogédo. O terceiro grupo (em preto) foi formado pelas demais
amostras preparadas no fogdo e pelas amostras tratadas em air fryer adicionadas de orégano a
0,5 e 0,75%. Um grupo distinto (em vermelho) foi formado apenas pela amostra crua, que
apresentou o maior teor de colesterol e a menor degradacdo dos AGPIs, uma vez que essas
amostras ndo foram afetadas pelo cozimento. Por fim, foram agrupadas as amostras controle
preparadas em micro-ondas e air fryer (em azul), mostrando caracteristicas semelhantes,
como a elevada degradacdo dos AGPIs e elevados conteddos totais de POCs. Como
demonstrado, a adicdo das ervas resultou em valores significativamente diferentes para a
maioria dos parametros avaliados em relagcdo as amostras controle, indicando o potencial das
mesmas como antioxidantes naturais neste estudo.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos destacam o potencial antioxidante das ervas, o que pode ser
atribuido a rica constituicdo das mesmas em compostos bioativos. Compostos fenolicos,
incluindo é&cidos fendlicos (acido p-hidroxibenzoico, acido vanilico, &cido cafeico) e
flavonoides (cirsilineol) foram identificados pelas analises de UHPLC-ESI-MS. O cozimento
induziu a formacdo de POCs em omeletes, principalmente apds a coccdo em air fryer e micro-
ondas, revelando o 7-ceto como o principal POC formado. No entanto, a adi¢cdo do orégano e
do manjericdo minimizou a oxidacdo do colesterol em todos os tratamentos, com maior
protecdo para o tratamento a 0,75%. Ao comparar 0s dados obtidos para as amostras tratadas
com 0,75% das ervas, o orégano foi 0 mais eficaz frente a oxidacdo do colesterol para o
tratamento em air fryer, enquanto a amostra em micro-ondas contendo manjericao apresentou
um nivel inferior de POCs totais em comparacdo com a amostra adicionada de orégano (p <
0,05). Resultados similares foram encontrados para ambas as ervas em amostras preparadas
em fogdo (p > 0,05). Conforme demonstrado pelas analises de UHPLC-ESI-MS, nem todos
os compostos identificados nas ervas foram encontrados nas omeletes que continham as ervas
apos o tratamento térmico, sugerindo a possivel degradacdo térmica dos constituintes das
ervas. No entanto, como 0 orégano e o manjericdo reduziram a formacdo de POCs, esta
pesquisa aponta o potencial dessas ervas como agentes naturais frente a oxidacdo do
colesterol em ovos. Desta forma, o emprego do manjericdo e do orégano pode ser indicado
ndo sO para atribuir caracteristcas sensoriais aos alimentos, mas também para limitar a
formacdo de oxidos de colesterol durante o cozimento, representando ainda uma alternativa
para a industria alimenticia que visa reduzir o emprego de antioxidantes sintéticos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram o impacto do preparo térmico (air
fryer, micro-ondas e fogdo) na fracdo lipidica de omeletes destacando a importancia de
estudos acerca do emprego de fontes naturais de compostos antioxidantes, como a salsa, o
manjericdo e o orégano, a fim de minimizar os processos oxidativos.

As ervas foram caracterizadas quanto a composicdo de produtos bioativos e
capacidade antioxidante in vitro. A partir das referidas analises, observou -se que o orégano
apresentou maiores teores de compostos fendlicos e flavonoides totais, assim como maior
capacidade antioxidante para os métodos de DPPH e sistema [-caroteno/acido linoleico. Além
disso, compostos bioativos com reconhecidas propriedades antioxidantes, como &cidos
fendlicos e flavonoides, foram identificados por analises cromatogréficas em todas as ervas
estudadas. Desta forma, a caracterizagdo das ervas sugere as mesmas como possiveis fontes
de antioxidantes naturais, possibilitando o emprego destas como alternativas frente a oxidacao
lipidica em alimentos.

Observou-se que o preparo térmico das omeletes induziu a oxidagéo lipidica causando
a degradacdo de acidos graxos poli-insaturados e a formacdo de Oxidos de colesterol,
compostos reconhecidamente associados a efeitos deletérios a satde. Quanto a oxidagdo do
colesterol, o efeito mais relevante foi determinado nas amostras preparadas em air fryer e
micro-ondas, 0 que pode ser atribuido as condi¢cbes mais extremas de processamento
empregadas nestes métodos, onde temperaturas mais elevadas foram determinadas no interior
das omeletes. Apesar do preparo em fogdo com o uso de frigideira ser o0 método mais comum
utilizado para omeletes, o emprego de tecnologias como o0 micro-ondas e o air fryer tem
apresentado uma crescente popularizagdo entre os consumidores.

As analises cromatograficas demonstraram a possivel degradacdo térmica dos
constituintes antioxidantes das ervas ap0s o cozimento das omeletes. No entanto, todas as
ervas foram eficazes frente ao controle da oxidacdo lipidica e formacdo de POCs. Entre os
niveis de adicdo estudados, observou-se que o0s tratamentos mais efetivos foram os
adicionados com 0,75% das ervas. As ervas apresentaram comportamentos diferentes de
acordo com cada tratamento térmico. No entanto, é possivel destacar o efeito protetor do
orégano e do manjericdo, pois a salsa mostrou-se como o melhor tratamento apenas nas
amostras preparadas em air fryer.

Assim, os resultados destacam o potencial dessas ervas como uma estratégia para
minimizar os processos oxidativos durante o preparo doméstico de alimentos como omeletes,
priorizando assim a qualidade e a seguranca no consumo dos mesmos. Ademais, a utilizacédo
destas ervas também pode ser considerada pela industria de alimentos a fim de substituir ou
reduzir o emprego de antioxidantes sintéticos.
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This study evaluated the protective effect of parsley (Petroselinum crispum Mill.) against lipid and
cholesterol oxidation in omelets prepared by air frying, pan frying, and microwaving. The bioactive
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more pronounced after air frying and microwaving. The total content of COPs increased from 40.69 +
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1. Introduction

Chicken eggs are a widespread staple food product containing high-quality
proteins, lipids, vitamins, and minerals, with an array of biological activities (e.g.
antimicrobial, antioxidant, antihypertensive, anti-inflammatory) (Réhault-Godbert, Guyot, &
Nys, 2019; Xiao et al., 2020). Moreover, eggs are available at low prices, compared to
other foods of animal origin, serving as cost-effective and high-quality nutrient resources
(Réhault-Godbert et al., 2019; Sass et al., 2020).

Eqggs are valued in daily meals and are basic ingredients of numerous culinary recipes
(Réault-Godbert et al., 2019; Sass et al., 2020). Furthermore, they are extensively
used by the industry in food products due to their desirable technological properties (Afraz, et
al., 2020). Moreover, their consumption is predicted to continuously increase, considering the
growing population that adopted a meat-free diet or simply reduced meat intake (Morris,
Beesabathuni, & Headey, 2018).

On the other hand, the consumption of eggs has been a topic of intense debate due to
their high content of cholesterol. However, studies have shown that there is no evidence of an
association between egg intake and an increase in plasma total cholesterol level (Drouin-
Chartier et al., 2020; Ma et al., 2022; Marventano et al., 2020).

The lipid fraction of eggs, which contains unsaturated fatty acids and cholesterol, is
extremely prone to oxidation when exposed to light, high temperatures, and oxygen.
Therefore, the thermal preparation of eggs may compromise their quality by degrading fatty
acids and forming harmful oxidized compounds such as cholesterol oxides (Innosa et al.,
2019; Ren, Perez, Zuidhof, Renema, & Wu, 2013; Verardo, Messia, Marconi, & Caboni,
2020).

Previous studies on foods containing eggs and processed eggs have described the
presence of cholesterol oxidation products (COPs) (Chudy & Teichert, 2021; Innosa et al.,
2019; Verardo et al., 2020), whose consumption has been related to pathological processes,
including inflammations, carcinogenesis, cell death, neurodegeneration, and atherosclerosis
(Kloudova-Spalenkova et al, 2020; Liu et al., 2022; Nury et al., 2021). Due to the role of
COPs intake in human health, it is important to consider strategies to minimize their
formation during food preparation, especially those based on natural antioxidants.

Parsley (Petroselinum crispum Mill.) is one of the main herbs used to enhance the
color, flavor, and aroma of food dishes. Moreover, it has drawn researchers’ attention to its
nutritional value and health-promoting effects, which are linked to bioactive compounds such
as polyphenols (e.g. phenolic acids, flavones, biflavonoids) (Ferreira et al., 2022; Frattani et
al., 2021; Seczyk, Swieca, Gawlik-Dziki, Luty, & Czyz, 2016).

The consumption of polyphenols has shown to reduce cardiovascular disease
mortality, risk, and biomarkers (Pontifex, Malik, Connell, Miller, & Vauzour, 2021;
Sharifi-Rad et al., 2020). The anti- inflammatory and  antioxidative  properties  of
polyphenolic compounds mediate their role on brain and gut health (Aravind, Wich-
ienchot, Tsao, Ramakrishnan, & Chakkaravarthi, 2021; Pontifex et al.,2021). In addition,
regarding their antioxidant potential, the addition of parsley containing these
phytochemicals in food preparations may reinforce the human endogenous antioxidant
system and protect food constituents from oxidation (Ferreira et al., 2022; Ferreira et al.,
2017).

Although eggs are extremely versatile, they are frequently eaten as scrambled
eggs, popularly known as omelets, which are globally consumed and may be thermally
prepared in different ways. However, there are no available studies on the formation of
COPs in omelets. As parsley has shown promising antioxidant potential, this study
investigated its effectiveness in inhibiting cholesterol oxidation in omelets prepared by
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air frying, pan frying, and microwaving.

Parsley extract was characterized by its bioactive composition and antioxidant
capacity. Then, parsley at different levels (0.25, 0.5, and 0.75%) was added to omelets
prepared with whole eggs. Furthermore, parsley and omelets were analyzed by UHPLC-ESI-
MS to identify the bioactive compounds from the herb that are present in omelets and may
show antioxidant properties.

2. Materials and methods

2.1 Chemicals

Aluminum trichloride, quercetin, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl),
Trolox, Folin-Ciocalteu reagent, gallic acid, linoleic acid, p-carotene, Tween-40, BHT
(butylated hydroxytoluene), and sodium methoxide were acquired from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). AAPH (2,2-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) and
fluorescein were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All other chemicals were
obtained from Vetec (Sao Paulo, Brazil). Undecanoic methyl ester was acquired from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and the standard fatty acid mixtures were from Supelco
TM 37 (FAME Mix 18919, Bellefonte, PA, USA). Cholesterol and cholesterol oxides
standards were achieved from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Solvents used for
chromatographic analyses were obtained as follows: formic acid (Synth, Séo Paulo, Brazil),
hexane (Scharlau, Barcelone, Spain), acetonitrile (Merck, Darmstadt, Germany), and 2-
propanol (St. Louis, MO, USA).

2.2 Parsley (Petroselinum crispum Mill.) analyses

2.2.1. Plant material
Fresh organic parsley (Petroselinum crispum Mill. var. neapolitanum), approximately
1 kg, was donated by a producer from Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil, in September 2020

(latitude 22° 76" 19.31"S; longitude 43° 67 16.99" W). It was authenticated and a voucher
specimen was deposited in the Herbarium of the University Federal Rural of Rio de Janeiro
(number 37741). Leaves were selected, washed in filtered running water, chopped, packaged

in plastic bags with low oxygen permeability, and stored at 4 °C.

2.2.2. Extract preparation

Fresh parsley (2 g) was stirred in an ethanol/water solution (40 mL, 80:20, v/v) at
room temperature for 30 min. Then, the mixture was extracted in a sonic bath (Elmasonic P,
Elma Schmidbauer GmbH, Sin- gen, Germany) at 40 kHz for 20 min and centrifuged at
18,000 g for 10 min (NI 1813, Nova Instruments, Sdo Paulo, Brazil). The supernatant was
collected, transferred to a 50 mL volumetric amber flask and the volume completed with the
ethanol/water solution.

2.2.3. Total phenolics and flavonoids content

The total phenolic content was assessed using the Folin—Ciocalteu reagent as
described by Swain and Hillis (1959). The absorbance was measured at 725 nm and
results were expressed as mg gallic acid equivalent (GAE)/g sample. Total flavonoids
level was determined as reported by Scapin, Schmidt, Prestes, and Rosa (2016). The
readings were performed at 510 nm and results were expressed as mg of quercetin equivalent

(QE)/g sample.
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2.2.4. In vitro antioxidant capacity

2.2.4.1. DPPH free radical scavenging assay. T he extract (100 uL) and a 0.06 mM
methanolic DPPH solution (3.9 mL) were homogenized and left resting for 1 h in the dark at

25 °C. The absorbance was read at 517 nm and the DPPH radical scavenging capacity was
calculated as follows: %lppeH= (Ao - A) / Ao) 100 (Equation 1), where Ao and A are the
absorbance of the control (DPPH) and sample, respectively (Rufinoet al., 2010).

2.2.4.2. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC). The ORAC assay was
carried out according to Ou, Hampsch-Woodill, and Prior (2001). Trolox was the control
standard and a curve of relative fluorescence intensity was used to calculate the results (UM
Trolox Equivalent (TE)/ g).

2.2.4.3. [S-carotene/linoleic acid assay. This assay was carried out as described by

Miller (1971). Readings were performed every 15 min at50 °C and 470 nm. BHT was used
as control. The percentage of oxidation where Ac and As are the absorbance of the
control and samples, respectively:

Ac = Initial absorbance - final absorbance (2)
As = Initial absorbance - final absorbance (3)
%I = (Ac — As/ Ac) x 100 (4)

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

Parsley was analyzed using an UHPLC Acquity chromatographer (Waters, Milford,
MA, USA) coupled with a triple quadrupole TQD Acquity mass spectrometer (Micromass-
Waters), with Electrospray lonization (ESI) in the negative mode, under the following

conditions: capillary — 3.5 kV, cone -30 V, source temperature 150 °C, desolvation

temperature 350 °C. MS/MS spectra of selected ions were obtained via collision-
induced dissociation (CID) at 20 V. For chromatographic separation, a C18 BEH Waters

Acquity (2.1 mm x 50 mm x1.7 um) column at 30 °C was used. The mobile phases A
(0.1% formic acid) and B (acetonitrile) were applied (0.2 mL/min) with a linear gradient
starting at 30% B and increasing to up 100% acetonitrile in 8 min, holding until 9 min, then
returning to the initial conditions and re-equilibrating until 10 min. Compounds were
putatively identified by comparison of their precursor and product ions with data from litera-
ture. In addition, UHPLC-ESI-MS analyses were also carried out with the omelet samples,
following the same procedures.

2.3. Omelets

2.3.1. Preparation of omelets

Fresh conventional chicken eggs were acquired from a market located in Seropédica,
Rio de Janeiro, Brazil. The eggs were classified and labeled as “Type 1, extra”, which
includes eggs with a minimal weight of 60 g. Thus, the eggs presented the following
characteristics: average weight of 61 1.0 g, average egg length of 5.70 + 0.5 cm, and average
egg width of 4.2 £ 0.5 cm. Twelve eggs were broken and egg yolk and white were mixed
(velocity 1 for 15 s) using a domestic mixer (Ri7000, Walita, Sdo Paulo, Brazil). This
mixture was analyzed before cooking, corresponding to raw samples.
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The omelets were thermally prepared according to each treatment: omelets without
parsley (control) and omelets with fresh parsley at 0.25, 0.5 and, 0.75% w/w; calculated

according to the weight of each omelet (150 + 0.5 g, equivalent to three eggs). As there are
no studies applying parsley directly in omelets, the percentages were defined by performing
an informal sensory analysis with the laboratory team.

2.3.2. Cooking methods

Since there are no standard procedures for the thermal preparation of omelets, the
temperature/time binomial of each cooking method was determined by carrying out informal
tests, mimicking domestic preparations. Additionally, food safety was also considered and a

minimum internal temperature of 70 °C (ANVISA, 2004) was defined and monitored using
a digital thermometer (Incoterm 6132, Brazil). The maximum internal temperatures

measured at the end of the cooking time were: 84 °C (pan frying), 95 °C (microwaving), and
138 °C (air frying).
Pan frying was performed using a domestic stove (Esmaltec, Ceara, Brazil) and a

Teflon pan for 4 min. The sample was turned over at 1-min intervals, totaling 2 min of
cooking for each omelet side. For air frying, an electric air fryer (R19225/50, Philips

Walita, Sdo Paulo, Brazil) was used. The equipment temperature was set at 220 °C. Then,
the air fryer form containing the sample was placed in the chamber and the sample was
heated for 10 min. A microwave oven (CCE, Sao Paulo, Brazil) was used to cook the
omelets, which were placed in microwave forms, for 3 min (600 W).

A total of three omelets, each containing nine eggs, was prepared and mixed to obtain
a single sample for each treatment. The samples were ground, homogenized, and
lyophilized to obtain the results on a dry basis. Convenient aliquots were taken for
analyses, which were carried out in triplicate.

2.4. Analyses of omelet samples

2.4.1. Total lipids and moisture
Moisture and total lipids were determined according to AOAC (2006) by methods

950.46 and 991.36, respectively. For moisture, the samples were placed in an oven at 105 °C
and dried for 12 h. Then, they were periodically removed from the oven, cooled in a
dessicator, and weighed for additional 1 h intervals until constant weight. For total lipids,
the Soxhlet apparatus was used to extract the oil with petroleum ether for 8 h and, then, the

collected solvent was removed using a rotary evaporator at 40 °C.

2.4.2. Fatty acid composition

Lipids were converted into methyl esters according to Zhu, Svendsen, Jaepelt,
Moughan, and Rutherfurd (2011). Analyses were conducted using a gas chromatograph
(Shimadzu GC 2010, Tokyo, Japan) with a flame ionization detector and a fused silica CP-
SIL 88 capillary column (100 m x  0.25 mm i.ck, 0.20 pum film thickness) (Chrompack,
Middelburg, The Netherlands), operating in the split mode (1:50). The chromatographic
conditions were used as described by de Oliveira et al. (2020).

2.4.3. Cholesterol and cholesterol oxides

Cholesterol and cholesterol oxides were determined simultaneously by direct
saponification (Saldanha, Sawaya, Eberlin, & Bragagnolo, 2006). Chromatographic
analyses were conducted according to Ferreira et al. (2017) using a HPLC system (Waters,
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Milford, MA, EUA), equipped with photo-diode array/refractive index detectors.

The structures of cholesterol and cholesterol oxides were confirmed using a HPLC-
MS-PDA (Shimadzu LCMS-2020, Tokyo, Japan) with Atmospheric Pressure Chemical
lonization (APCI) in the positive ion mode and selective ion monitoring (SIM) mode,
according to de Oliveira et al. (2020).

2.5. Statistical analysis

The experiment was performed using a 3x4 complete factor design: factor A was the
cooking method with three levels (al: pan frying, a2: air frying, and a3: microwaving) and
factor B was the concentration of parsley (b1: 0.0%, b2: 0.25%, b3: 0.5%, and b4: 0.75%).
Besides, therewas an additional treatment including raw samples. The two-way ANOVA test
was used, followed by the multiple mean comparison test of Tukey, where significant
differences were detected. The differences between raw and control samples of each treatment
was analyzed using the Dunnett test. All tests were performed using a 5% of significance. For
multivariate statistics, Principal Component Analysis (PCA) and Hierarquical Clustering
(HC) with a heatmap were used. PCA was performed after variables standardization to avoid
the influence of different mag- nitudes. The HC was made using Euclidian distances to
measure the distances and the Ward method to group. Heatmap was also used for data
standardization. Colors varied from blue, white, and red, meaningthe lowest, medium, and
highest values of each variable, respectively.

3. Results and discussion
3.1. Parsley analyses

3.1.1. Phenolic compounds, flavonoids, and antioxidant capacity of parsley

The total content of phenolic compounds and flavonoids, as well as the antioxidant
capacities of parsley extract are presented in Table 1. The total phenolic content of parsley
was 5.12 + 0.03 mg GAE/g, while variable values were found in the literature (from 2.10 to
12.49 mg GAE/g) (Dobritevic et al., 2019; Epifanio et al., 2020; Ferreiraet al., 2022;
Mazzucotelli et al., 2018). The flavonoid content was 14.73 + 1.01 mg QE/g, which is
in agreement with Epifanio et al. (2020) (15.05 mg QE/qg), but was higher than the value
determined for a methanolic extract evaluated by Mazzucotelli et al. (2018) (1.65 mg

QE/g).

Table 1
Total content of phenolic compounds and flavonoids and in vitro antioxidant capacities
determined by DPPH, ORAC, and -carotene/ linoleic acid assays of parsley extract.

Method Value

Total phenolic compounds 5.12+0.03
mg GAE/g

Total flavonoids 14.73£1.01
mg QE/g

DPPH 13.07 £ 0.64
% inhibition percentage

ORAC 5476 + 1.12
uM TE/g

B-carotene/linoleic acid 12.14 +£2.89

% oxidative inhibition

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

The DPPH assay showed an inhibition of 13.07 £ 0.64 %, which was similar to results
reported by Jadczak, Bojko, Wysocka, and Szymanska (2019) (from 2.16 to 14.26%) and
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lower than the one found by Ferreiraet al. (2022) (59.21%). The ORAC value was 54.76 +
1.12 uM TE/g, which was lower than 109.94 uM TE/g (Ferreira et al., 2022) and higher than
32 uM TE/g (Ertekin, Nazli, and Guzel, 2017). For the p-carotene/ linoleic acid assay, the
percentage of oxidative inhibition was 12.14 + 2.89 %, while Ferreira et al. (2022) and
Tiveron et al. (2012) reportedinhibition percentages of 40.74 and 60.70%, respectively.

Varied findings may be expected since the level of phytochemicals is highly affected
by genetic and ecological aspects. Moreover, different extracting conditions result in
different extraction performances, influencing the results found in the literature (Dobritevic
et al., 2019; Jankovic, Mitic, Arsic, & Stankov-Jovanovic, 2021).

3.1.2. Bioactive compounds from parsley determined by UHPLC-ESI-MS

Eleven compounds were identified in parsley extract in the negative ion mode,
including organic acids, phenolic acids and their derivatives and flavonoids (Table 2 and
Fig. 1).

Table 2
Identification of bioactive compounds present in parsley extract by UHPLC-ESI- MS in
the negative ion mode.

Rt Precursor Main production(s)  Proposed identification Reference

(min)  ion (M/2) (m/z)

0.572 191 111; 109; 87; 85; 67 Citric acid Frattani et al. (2021)
0.603 133 115; 89; 71 Malic acid Bergantin et al. (2017)
0.861 563 465; 269 Apigenin 7-apiosylglucoside (apiin)

Epifanio et al. (2020)
Frattani et al.(2021)
Kaiseret al. (2013)

Slimestad
et al. (2020)
0.876 325 163; 119; 89 p-coumaric acid 4-O-hexoside Ferreira et al. (2022)
Kaiser et al. (2013)
0.981 593 353; 299; 232 Diosmetin 7- apiosylglucoside Ferreira et al (2022)

Kaiser et al. (2013)
Slimestad et al. (2020)

1.024 595 474; 299; 199 Quercetin-O-pentosyl-hexoside Epifanio et al. (2020)
1.031 163 119 p-coumaric acid Ferreira et al. (2022)
1.045 605 564; 545; 455; 269 Apigenin-O-acetyl-pentosyl-hexoside Seczyk et al. (2016)
1.120 679 635; 593; 576; 299 Chrysoeriol-7-0O- Epifanio et al. (2020)
malonylapiosylglucoside B
1.648 471 427; 307; 163; 145; Coumaroyl derivative Frattani et al. (2021)
119
4541 431 311; 153 Apigenin 7-glucoside Ferreira et al. (2022)

Slimestad et al. (2020)

*Rt- retention time.
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Fig. 1. MS/MS spectra in negative ion mode of compounds identified in parsley
extract.

The phenolic acid p-coumaric (m/z 163) was found in parsley in agreement with
Ferreira et al. (2022), while derivates from p-coumaric acid were detected as m/z 471 (a
coumaroyl derivative) and m/z 325 (p-coumaric acid 4-O-hexoside) (Ferreira et al., 2022;
Frattani et al., 2021; Kaiser, Carle, & Kammerer, 2013). Regarding, flavonoids, apigenin 7-
glucoside (m/z 431), apigenin 7-apiosylglucoside (apiin, m/z 563), diosmetin 7-
apiosylglucoside (m/z 593), quercetin-O-pentosyl-hexoside (m/z 595), apigenin-O-acetyl-
pentosyl-hexoside (m/z 605), and chrysoeriol-7-O-malonylapiosylglucoside B (m/z 679)
were identified (Epifanio et al., 2020; Ferreira et al., 2022; Frattani et al., 2021; Kaiser et
al., 2013; Seczyk et al., 2016; Slimestad, Fossen, & Brede, 2020). Citric and malic acids
were determined according to Frattani et al. (2021) and Bergantin et al. (2017),
respectively.

These natural compounds have received increasing attention. Godarzi, Gorji,
Gholizadeh, Mard, and Mansouri (2020) showed that the treatment with p-coumaric acid
protected against ischemia reperfusion injury via its antioxidant and anti-inflammatory
effects. A wide spectrum of bioactivities for glycosylated flavonoids has been documented,
including antioxidant, immunomodulatory, anti-inflammatory, and anticancer activities
(Minda et al., 2020; Yang, Liu, Yang, Gupta, & Jiang, 2018). Apigenin 7-glucoside presented

117



in vitro antiproliferative and pro-apoptotic potentials against human cervical cancer cell line
(Minda et al., 2020).

These bioactivities are mainly attributed to the antioxidant properties of phenolic
compounds formed by one or more hydroxylated aromatic rings bonded to one or more
hydroxyls, which donate a hydrogen atom and/or an electron to free radicals that initiate
oxidative processes (Embuscado, 2019; Zeb, 2021). Most of the phenolic compounds detected
in parsley are flavonoids, which minimize lipid autoxidation in food by quenching radicals.
Additionally, they can act as singlet oxygen scavengers and as metal-chelating agents.
Flavonoids also act in antioxidant enzymes activation and oxidative enzymes inhibition
(D’Amelia, Aversano, Chiaiese, & Carputo, 2018; Prochazkova, Bousova, & Wilhelmova,
2011).

Whereas parsley is appreciated due to its aroma, flavor and color, it is also a source of
antioxidant compounds. Thus, the addition of parsley as a strategy to control oxidative
reactions in food systems such as omelets, which are widely consumed but little studied, is
worth evaluating.

3.2 Omelet samples

3.2.1 Total moisture and lipids of omelet samples

The moisture of raw omelets was 76.71 £+ 0.14 g/100 g (Supplementary material Table
1), similar to fresh whole eggs evaluated by Tang et al. (2021) (76.52 g/100 g). After cooking,
moisture decreased to 73.64 £ 0.17 g/100 g (pan frying), 71.40 + 0.32 g/100 g (air frying), and
70.61 + 0.15 g/100 g (microwaving) in control samples, corresponding to reductions around 4,
7, and 8%, respectively (p < 0.05). Parsley did not significantly alter the results obtained after
cooking (p > 0.05).

Other authors have also demonstrated reductions of moisture in eggs due to cooking.
Tang et al. (2021) reported losses of approximately 4 and 12% in cooked eggs after
microwaving (300 W/ 4 min) and pan frying (130 C/ 2.5 min), respectively. Su et al. (2021)
showed that moisture declined fast, from about 75 to 10%, as microwave irradiation time
increased (800 W/ 70-100 s).

The total lipid content of raw omelets was 29.72 + 0.42 ¢g/100 g (dry basis)
(Supplementary material Table 1), in agreement with Attia, Al-Harthi, Korish, and Shiboob
(2015) (from 28.10 to 33.10 ¢/100 g). Microwaving significantly decreased the lipid level of
control samples (p < 0.05), which was not observed after air frying and pan frying. The total
contents of lipids of control samples were: 28.67 = 0.40 g/100 g (air frying), 28.47 + 0.36
g/100 g (pan frying), and 27.79 £ 0.17 ¢g/100 g (microwaving). As for moisture, parsley did
not significantly alter the results (p > 0.05).

Murcia, Martinez-Tomé, Cerro, Sotillo, and Ramirez (1999) reported losses of lipids
in eggs corresponding to 1.53% after microwaving. Cortinas, Galobart, Barroeta, Baucells,
and Grashorn (2003) showed that pan frying did not affect the lipids content. Other studies
have demonstrated increased levels of lipids after egg microwaving (Su et al., 2021; Tang et
al., 2021) and pan frying (Tang et al., 2021), possibly as a consequence of water loss.

3.2.2 Effects on fatty acids degradation

The main fatty acids of raw omelets were: oleic (C18:1 n9t, 38.69 £+ 0.09 g/100 g oil),
palmitic (C16:0, 23.44 £ 0.05 g/100 g oil), and linoleic acids (C18:2 n6c, 9.35 + 0.05 g/100 ¢
oil). Stearic and palmitoleic acids also presented high levels. The sum fatty acid contents
increased as follows: polyunsaturated fatty acid (PUFA) (11.26 £ 0.03 ¢g/100 g oil) <
saturated fatty acid (SFA) (32.18 + 0.12 g/100 g oil) < monounsaturated fatty acid (MUFA)
(42.60 £ 0.10 ¢/100 g oil) (Table 3). Similar fatty acids profiles were reported by other
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authors (Al Juhaimi, Uslu, & "Ozcan, 2017; Innosa et al., 2019).

Heating modified fatty acids concentration in control samples (Table 3). After air
frying, the contents of SFAs, MUFAs, and PUFAs were 30.49 + 0.48, 45.73 + 0.17, and 8.84
+ 0.12 ¢/100 g oil, respectively. Microwaving also reduced SFAs (30.87 + 0.15 g/100 g oil)
and PUFAs (9.44 + 0.08 g/100 g oil), while increased the amount of MUFAs (43.53 £ 1.43
g/100 g oil). A similar trend was observed after pan frying: SFAs (30.48 + 0.43 g/100 g oil),
MUFASs (45.79 £ 0.18 g/100 g oil), and PUFAs (9.04 + 0.03 g/100 g oil). However, the fatty
acids profile (MUFA > SFA > PUFA) did not change after cooking for all methods applied.

In fact, exposure to high temperatures accelerates oxidative processes in food by
reducing the activation energy required for the hydrogen abstraction and formation of free
radicals (Barriuso, Ansorena, & Astiasaran, 2017). Since PUFAs are most susceptible to
oxidation they are commonly considered to study lipid oxidation in food. The more
unsaturations in the fatty acid chain the higher the oxidation rate (Barriuso et al., 2017).
Regarding PUFAs, heating resulted in degradations of 21.50% (air frying), 19.72% (pan
frying), and 16.17% (microwaving).

Table 3
Fatty acid composition (g/100 g oil) of raw and cooked omelets (control and with
parsley at 0.25, 0.5,

Air frying
Fatty acid Raw Control 0.25% parsley 0.5% parsley 0.75% parsley
cra 031 031 029 030 031
0 1000 +0.01Aa + 0,008 + 0,00ABa + 0.00ABa
clen B 22.80 2281 22.79 22.80
0 1005 + 0254 L 0,064 10,0540 10,100
cigo 827 7.30 8.39 8.44 8.49
0 1018 + 0,238 1 0.4] B + (328 + 0,038
Cazg 016 0.08 0.13 0.13 0.13
0 1000 + 0,008 + 0.00M b + 0,00Awa" + 0,00Ab
cleq 30 2.56 2.66 2.67 272
T Lo01 +0.01Ca* + 0,028 + 0,028 1 0,00Aww"
38.69 42.67 4222 42.49 42.40
CI8:1n9% 09 + 0,175 L 0,1 4Ama* + 0,174 + 024"
0.43 0.38 0.37 0.38 0.40
C20:1m9 400 +0,01ABa* + 0,008 1 0,01ABa" +0.01A8
0.39 0.12 0.21 0.22 021
C24:1n9 400 + 0,028 1 0.03Mmw" 10,01 A 1 0,027t
9.35 8.15 8.39 8.41 8.47
Cl8:2nbc 4 s +0.04A0* +0.]50" + 0,120 +0.197%"
155 0.61 1.19 1.22 123
C20:4n6 (00 + 0,078 + 0,09Mww" 10,01 A" + 0,01 Ama*
0.36 0.08 0.16 0.22 0.18
C22:6n3 00 +0.01C0 + 0,028 10,01 Aabis® +0,03ABbw"
32.18 30.49 31.62 31.66 31.73
ISFA 012 + 0.48P5" L 0,387 1 0.30Aw0 10,1370
42.60 45.73 45.46 45.76 45.73
IMUFA 51 +0.17A0 +0.10A% +0.16A% +0.21Aw
11.26 8.84 9.74 9.85 9.88
ZPUFA 003 +0.1285 1 0,06Aw 10,1 Awa + 0] gAwa*
53.86 54.57 55.20 55.61 55.61
ZUFA 012 + 0,068 1 0.09A8a" 1 0.06A8" 1 0.33Aba
snime 003 0.01 0.02 0.02 0.02
1Mo 4 0.00 +0.00CH" + (.00BCb* + 0.00%0" + 0.00ABbs
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Pan frying

Raw Control 0.25% parsley 0.5% parsley 0.75% parsley
cao 03! 0.25 0.27 0.29 0.25
: +0.00 + 0.00B: + (.00AB:b:B:* + (.00A0:B + 0.004:2:B
clen 2% 22.63 22.69 22.71 22.78
: +0.05 + 9. 28A@" + (.1045" + (.034057 + (.074%0"
ciso 8 7.49 7.50 7.59 7.67
: +0.18 +(0.2148" + (.33A7 +0.014057 +0.05%%¢
crmo 016 0.11 0.15 0.15 0.15
0 1000 +0.01Ba" + 0,004 +0,01Au + 0,024
clel 30 2.54 2.54 2.69 2.71
T Lo01 + 0,054 + 0,140 + 0,024 + 0,174
Cistnor 356 42.81 42.46 42.48 42.60
Andt 609 + 0,227 + 0,065 + 0,05ABp:* +0.13 ABa*
0.43 0.32 0.32 0.32 037
C20:1n9 400 +0.01A5 + 0,034 10,0140 + 0.03AwH*
0.39 0.12 0.13 0.13 0.17
C24:1n9 400 +0.0180 + 0,008 + 0,008 + 0,027
9.35 8.20 8.45 8.68 8.77
Ci8:2n6c 05 + 0,028+ L (,38AB" 1 0,02AB" 1 0.22Aup
155 0.77 1.01 1.06 111
C20:4n6 . 00 +0.01B + 0,034 +0.06 AbH* + 0,08 Awp*
0.36 0.07 0.22 0.25 0.27
C22:6n3 00 +0.01C8 + 0,038 + 0,03ABh + 0,004
sopa 3218 30.48 30.59 30.74 30.85
+0.12 + 04340 + 0,427 1 0,000 10,1340
42.60 45.79 45.45 45.62 45.85
IMUFA 1 + 0,184 L+ 0.1 1A% + 0,054 1+ 0.23A
11.26 9.04 9.68 9.99 10.15
LPUFA 03 + 0,038 + 0,32 + 0.06Aw* + 0.20AwH"
53.86 54.83 55.13 55.61 56.00
ZUFA 012 +0.15C 4 0.2]BCa" 1 0,01ABap: 1 0.43Map"
snimg 003 0.01 0.02 0.03 0.03
nIM0 - 1 0.00 +0.00B0* +0.00738* +0,00M3B* +0.00M35*
Microwaving
Raw Control 0.25% parsley 0.5% parsley 0.75% parsley
cra 03! 0.29 0.30 0.30 0.30
0 1000 +0.01A +0.01A8 + 00048 +0.01A%
Clep 234 23.11 23.19 2322 23.40
0 1005 + 0,084 10,0840 +0.01A8 1+ 02548
ciso 8 738 8.09 831 8.33
0 Lo L 1 0.67ABa 10,127 1 0.05A09
e 016 0.09 0.11 0.11 0.12
0 1000 + 0,014 L+ 0.01A0 10,0140 1+ 00140
clel 30 261 2.68 270 2.77
T Lo 1+ 0,024 10,158 10,194 10,0149
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38.69 40.37 41.47 41.09 41.13

CI8:1n9t .09 1458 +0.92% 0,174 0,334
caitng O s 001 Coome oo s 003mes
C18:2 née i'?).sos i'?).gn/*;a;* iffnf*;ﬂ;* 8£6(;).04A;ab;* %L605,04A:a;5;*
46 Lo s o ime 003 0 03aen 0108
ca6ns g, £ 0020 L 001mane 002888 Yo0panee
BSPA - Doh Lo i Sorpees 025w

sora - o D e Looper L3
EPUFA o0 005" + 0gacar + 0.05Amas L0 7Aese
e S ST S Mhe S

snimg 003 002 002 002 002

£0.00 +0.00%% £ 0.00A%" + 0,00 + 0,004

SFA = saturated fatty acid; MUFA = monounsaturated fatty acid; PUFA = Polyunsaturated fatty acid; UFA = unsaturated
fatty acid. Values represent means + standard deviation in triplicates. Different capital letters indicate significant differences
among the percentages of parsley addition for each cooking method by the Tukey test. Different lowercase letters indicate
significant differences among the cooking methods considering the same percentage of parsley addition by the Tukey test.
Air frying - "a" indicates significant differences compared to "Control" by the Dunnett test. Pan frying - "B" indicates
significant differences compared to "Control" by the Dunnett test. Microwaving - "3" indicates significant differences
compared to "Control" by the Dunnett test. “*” indicates significant differences of any samples compared to “Raw”.

PUFAs were mainly affected by air frying, while the lowest degradation percentage
was determined in microwaved samples. Air frying was carried out at the highest temperature
(220 °C) for the longest time (10 min), achieving the highest internal temperature (138 °C).
These findings are in agreement with Douny et al. (2015), who compared boiling, pan frying,
and oven cooking, showing that the fatty acid composition of eggs was most affected by oven
cooking (180 °C / 45 min), which achieved the highest internal temperature (102.6 °C).
Murcia et al. (1999) reported that PUFASs decreased by approximately 13 and 30% in eggs
prepared by microwaving and pan frying, respectively. Al Juhaimi et al. (2017) concluded
that oleic acid was most degraded by microwaving when comparing boiled, pan-fried, and
baked eggs.

The impact of cooking on food constituents depends on numerous parameters such as
method, equipment, selected temperature, length of cooking, and others. Thus, differences
among studies reported in the literature are expected, even when considering the same
cooking technique.

Although cooking reduced the contents of PUFAs, fatty acid degradation was much
higher in control samples than in samples with parsley (Table 3). The levels of PUFAS in air-
fried samples with parsley (from 9.74 + 0.06 to 9.88 £ 0.18 g/100 g oil) were higher compared
to control (21.50% of degradation) (p < 0.05). Thus, a lower degradation was observed with
the herb addition (12.26% for 0.75% parsley).

For pan-fried samples containing parsley (from 9.68 = 0.32 to 10.15 + 0.20 g/100 g

121



oil), a lower degradation was found for 0.75% parsley (9.86%) compared to control (19.72%).
For microwaving, contents from 9.65 + 0.20 to 10.02 + 0.17 g/100 g were determined, with
11.02% of degradation for the treatment with 0.75%. No significant differences were
determined among samples added with different levels of parsley in most samples (p > 0.05).

Parsley contains a wide spectrum of bioactive compounds (especially flavonoids) with
antioxidant properties that may contribute to its protective effect against lipid oxidation.
These polyphenols react with free radicals formed during the initiation stage of autoxidation
and may also protect lipids from oxidative initiators such as metal ions (Embuscado, 2019;
Zeb, 2021).

3.2.3 Effects on cholesterol oxides formation

The cholesterol content of raw omelets was 1038.41 + 4.51 mg/100 g (dry basis)
(Table 4), which is in accordance with Batkowska, Drabik, Brodacki, Czech, and Adamczuk
(2021) (1010 mg/100 g) who studied fresh whole eggs. However, regarding the relevance of
cholesterol to the human diet, studies have been carried out on its concentration and the
factors that may influence it in eggs (Abdalla & Ochi, 2018; Batkowska et al., 2021).

Heating significantly reduced (p < 0.05) cholesterol levels by 58.96% (426.21 + 5.84
mg/100 g), 38.12% (642.60 = 7.85 mg/100 g), and 27.63% (751.55 £ 1.20 mg/100 g) after air
frying, microwaving, and pan frying (Table 4), respectively, showing the greatest impact of
air frying. Although numerous studies have described cholesterol degradation during cooking
in food matrices, there is a lack of data concerning eggs.

Table 4: Cholesterol (mg/100 g, dry basis) and cholesterol oxides (ug/g, dry basis) levels of
raw and cooked omelets (control and with parsley at 0.25, 0.5, and 0.75%).

Air frying
Raw Control 0.25% parsley 0.5% parsley 0.75% parsley
5,60-EP 36(')62703
5.6B-EP 13.09 71.56 27.63 37.01 22.97
-6p- +0.12 +1.88Aa" +3,13BCH” +5.9188* +3.36%%"
204-OH 1.57 14.88 2.78 2.52 1.97
¢ +0.02 +0.21A0 +0.03Be + 0.568Cce +0.09Cb:e
25-OH 1.63 96.86 47.31 48.89 22.49
+0.30 +0.7378" + 2.64B0%7 +7.13Bb%" + 0.98Cb*
o 5.42 28.14 5.03 5.78 5.61
7eOH 4022 + 0,624 + 0,045 + 0,695 + 0,285
78-OH - - - - -
7-Keto 19.88 582.93 211.80 165.05 96.95
+2.48 +12.73A%" + 3.36B:b:0 + 16.57C0e + 7.89Dces*
Total COP 40.69 821.05 294.56 259.26 150
ot tOmS 1226 + 13,7748 + 4,090 + 19.16C0" + 10,94Pei*
Cholesterol 1038.41 426.21 732.20 749.11 892.77
+4.51 + 5.84P¢" +2.01G8e" + 6.28Bbi* + 0.46%3%°
Pan frying
Raw Control 0.25% parsley 0.5% parsley 0.75% parsley
5,6a-EP - - -
66-EP 13.09 66.75 39.78 38.43 28.27
5,6p- +0.12 + 41182 + 3,448 + 1.508%" +0.77¢%"
200-OH 157 29.54 28.68 26.45 14.13
o +0.02 + 141787 + 0.4148" + 120" + 2.59B:ap
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oy 163 31.70 23.84 20.37 17.43
; +0.30 +0.727b" + 4.08BH" + 4,313 + 1,618
7eoH 542 8.18 6.76 5.23 5.28
* +0.22 + 1,087 +0.93ABb* + 1.0580% + 0,198
7B-OH - - - ] )
7 ket 19.88 174.90 159.33 155.95 144.92
KO yous + 8,994 + 1.14BcB* + 2,67BCHB + 1,150
Total Cops 4069 311.07 258.39 246.44 210.03
ol tbrs 4226 + 13.84AD™ + 8,088 + 695804 + 3,970
1038.41 75155 747,68 767.00 771.32
Cholesterol 4 51 + 1.208C=" + 10.63%" + 3,52ABup" + 4,3gA05
Microwaving
Raw Control 0.25% parsley 0.5% parsley 0.75% parsley
- 23.37 21.58 - -
5,6a-EP 0.58Ab +1.35A
seppp 1309 65.17 48.17 29.21 26.44
-6p- +0.12 + 0,057 + 7.97B5" + 3,75C5" + 1.46C5"
sogoH L5 30.60 17.10 15.47 13.50
o +0.02 +0.107%" + 1.80B0%" + 0.23BCH3" + 0.44C5"
sop 163 97.96 91.22 72.55 29.20
- +0.30 + 0.4278" + 3,345 + 0.70C5" + 0,21 D"
on 542 34.59 15.10 10.62 4.63
Ta- +0.22 + 0,927 +1.015" + 0,580 +0,10P0
- 4.04 1.66 - -
7B-OH +0.94° +£0.1759
T ket 19.88 549.48 47517 349.97 172.62
e 1048 +13.76A0" + 6,028 +0.80C5" + 245D
Total Cops 4069 805.21 670 477.83 232.89
otal COPs 4+ 226 + 14,504 + 8,778 + 3,680 + 1.27Dwd
Cholesterol 103841 642.60 651.74 675.07 727.11
olesterol 4 451 + 7.85007 + 13,6955 + 4,638 + 2,23Akd"

5,6a-EP = 5,6a-epoxycholesterol; 5,6B-EP = 5,6B-epoxycholesterol; 20a-OH = 20a-hydroxycholesterol; 25-OH = 25-
hydroxycholesterol; 7a-OH = 7a-hydroxycholesterol; 7B-OH = 7B-hydroxycholesterol; 7-keto = 7-ketocholesterol. Values
represent means + standard deviation in triplicates. Different capital letters indicate significant differences among the
percentages of parsley addition for each cooking method by the Tukey test. Different lowercase letters indicate significant
differences among the cooking methods considering the same percentage of parsley addition by the Tukey test. Air frying -
"o indicates significant differences compared to "Control" by the Dunnett test. Pan frying - "B" indicates significant
differences compared to "Control" by the Dunnett test. Microwaving - "3" indicates significant differences compared to
"Control" by the Dunnett test. “*” indicates significant differences of any samples compared to “Raw”.

Zardetto, Barbanti, and Rosato (2014) reported cholesterol reductions from 16 to 25%
after thermal treatments of fresh egg pasta containing pasteurized liquid whole egg. The
cholesterol content of boiled eggs remained stable after 5 min of boiling (from 1557 to 1613
mg/100 g); however, it decreased significantly in eggs cooked for 10 and 20 min (1236 and
1210 mg/100 g, respectively) (Innosa et al., 2019).

Cholesterol is an essential biochemical compound commonly present in food of
animal origin; however, it is highly affected by thermal treatments. High temperatures induce
cholesterol degradation routes like oxidation and polymerization, resulting in the formation of
COPs, ketones, aldehydes, hydrocarbons, alcohols, and volatile organic acids (Derewiaka &
Moli"nska, 2015).

Parsley showed a protective effect against cholesterol degradation. Cholesterol levels
varied as follows: from 732.20 + 2.01 to 892.77 £ 0.46 mg/100 g (air frying), from 747.68 +
10.63 to 771.32 £ 4.38 mg/ 100 g (pan frying), and from 651.74 + 13.69 to 727.11 + 2.23
mg/100 g (microwaving) (Table 4), with the highest protection observed with 0.75% parsley.
In general, the higher concentration of herb the higher its effectiveness.

Five cholesterol oxides were found in raw samples: 7-keto, 7a-OH, 5,6B3-EP, 20a-OH,
and 25-OH. The main one was 7-keto (19.88 + 2.48 ng/g, dry basis), followed by 5,6B-EP
(13.09 £ 0.12 pg/g, dry basis) and 7a-OH (5.42 + 0.22 ug/g, dry basis), respectively (Table 4).
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The presence of these oxides in raw samples indicates that either lipid oxidation had already
occurred or these compounds are metabolites arising from enzymatic processes of chicken
metabolism (Mazalli & Bragagnolo, 2009).

However, cooking increased the levels of total COPs from 40.69 * 2.26 ug/g (raw) to
821.05 + 13.77 pg/g (air frying), 311.07 = 13.84 ug/ g (pan frying), and 805.21 + 14.50 ug/g
(microwaving) in control samples (p < 0.05). In addition to COPs identified in raw samples,
5,60- EP and 7B-OH were detected in control omelets. The absence of these compounds in
raw samples can be inherent to sampling since lipids composition of eggs is influenced by
numerous factors (Batkowska et al., 2021; Panaite et al., 2021).

7-keto was the predominant COP in control samples showing varied contents
depending on the cooking method (Table 4). Increased levels of COPs were also determined
by the formation of 25-OH and 5,6B-EP. Additionally, 5,6a-EP was only detected after air
frying and microwaving, as well as 73-OH was found exclusively in pan-fried samples.

COPs formation was mainly induced by air frying and microwaving, with increments
of 95.05 and 94.95%, respectively, while pan frying increased by approximately 87%. Thus,
close levels of total COPs were determined in control samples after air frying and
microwaving (p > 0.05).

Air frying has emerged as an alternative technique to fry food without oil, as the hot
air circulates uniformly around the food, the crisp characteristic appears (Ferreira et al., 2017;
Zaghi, Barbalho, Guiguer, & Otoboni, 2019). However, as demonstrated in this study, more
extreme conditions are required (220 °C/ 10 min, internal temperature: 138 °C), resulting in a
greater degradation of cholesterol. It is also important to consider that oxygen, which is
present in the air, induces oxidation. Thus, samples were most exposed to oxygen during air
frying (Ferreira et al., 2017; de Carvalho et al., 2021).

Microwave heating is a type of dielectric heating that does not require a heat-transfer
medium, being expected to deliver more homogenous heat at a faster rate (De Pilli &
Alessandrino, 2020; Kelly & vo Kientza, 2021). A lower internal temperature (95 °C) was
achieved in microwaved samples compared to air frying. However, microwave and air fryer
present different mechanisms of heat transfer that may influence COPs formation in different
ways, since cholesterol oxidation involves numerous complex reactions (Barriuso et al.,
2017).

When compared to the conventional pan cooking, which is the most traditional method
used for omelets, microwaving and air frying have practical advantages such as precise
process control and speed of operation (Kelly & vo Kientza, 2021; Zaghi et al., 2019). In
contrast, pan frying, with the lowest internal temperature (84 °C), resulted in the lowest total
COPs level.

Cholesterol oxidation occurs via a mechanism similar to the autoxidation of
unsaturated fatty acids. Thus, the presence of a double bond between carbons 5 and 6
facilitates the allylic hydrogen abstraction at C7 by lowering the activation energy required,
forming 7-keto, 70-OH, and 7p-OH (Lengyel et al., 2012). Indeed, 7-keto is considered a
marker of cholesterol oxidation in food since it is one of the most representative COP (>30%
of total COPs) (Innosa et al., 2019; Smith, 1987).

Epoxidation may also occur, being associated with oxidation processes by air. In the
present study, samples were exposed to atmospheric oxygen and heat during cooking. Thus,
5,6B-EP formation can also be highlighted. The pB-epimer was the most predominant
epoxycholesterol, which could be due to the steric hindrance of the hydroxyl group at position
3. Moreover, the tertiary carbons C20 and C25 are also reactive sites of cholesterol, where
hydroperoxides derived from the side chain may originate 20a—OH and 25-OH (Chien, Wang,
& Chen, 1998; Smith, 1987).

Studies have shown the impact of heating on COPs formation in eggs. Higher levels of
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COPs, such a 7-keto, 78-OH, and 7a-OH, were determined in n3-enriched eggs after boiling
and frying (Mazalli & Bragagnolo, 2009; Ren et al., 2013). Zardetto et al. (2014) showed that
COPs concentration of pasta prepared with pasteurized eggs increased from 66.44 ug/g (raw)
to 117.9 pg/g after 120 min at 100 °C. Biscuit samples formulated with spray-dried eggs
showed lower amounts of COPs compared to those formulated with pasteurized eggs, since
spray-drying technology reduced the cholesterol oxidation 2.6 times compared to pasteurized
eggs (Verardo et al., 2020).

In general, these studies reported lower levels of COPs compared to the present study.
However, cholesterol oxidation is a dynamic process influenced by numerous factors (e.g.
temperature, pH, oxygen, light, antioxidants, pro-oxidants) and occurs by distinct pathways,
resulting in the formation of different oxides at different concentrations (Barriuso et al., 2017;
Smith, 1987).

Parsley was effective in protecting cholesterol from oxidation, with lower levels of
COPs in samples containing the herb (p < 0.05) (Table 4). The amount of total COPs in air-
fried samples with parsley varied from 150 + 10.94 (0.75% parsley) to 294.56 + 4.29 ug/g
(0.25% parsley). In pan-fried samples, 0.75% parsley showed the highest protective effect,
reducing the total COPs content to 210.03 £ 3.97 pg/g. Microwaved samples with 0.75%
parsley presented 232.89 + 1.27 ug/g of COPs, while 805.21 + 14.50 pg/g was assessed for
control samples. Thus, lower increments in COPs levels were observed with parsley addition
compared to control, mainly in the treatments with 0.75% parsley: 72.88% (air frying),
80.63% (pan frying), and 82.53% (microwaving).

Parsley has shown to be as a suitable natural antioxidant in food (Ferreira et al., 2017;
Ferreira et al., 2022) and can be added to different food products to improve their antioxidant
properties, extending their shelf life (Badee, Salama, & Ki, 2020; Huynh, Krickmeier, &
Schnaeckel, 2020). Moreover, parsley has shown preservative effects when incorporated to
food packing (Dordevic et al., 2021).

In this study, parsley acted as an anti-cholesterol oxidation agent, which is valuable for
the public health. Since eggs contain high levels of cholesterol and are thermally prepared,
omelets are potential sources of exogenous COPs that are linked to the development of
numerous diseases, as a consequence of their cytotoxic, atherogenic, neurodegenerative,
inflammatory, and carcinogenic effects (Kloudova-Spalenkova et al, 2020; Liu et al., 2022;
Nury et al., 2021). Thus, strategies to minimize COPs formation during thermal preparation
are crucial to maintain the nutritional quality and safety of egg products and dishes.

3.2.4. Determination of parsley constituents present in cooked omelet samples

Eleven bioactive compounds were identified in parsley; however, not all of them were
detected in cooked omelet samples (Table 5).
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Table 5: Comparison of bioactive compounds present in salsa extract and omelet samples.

Air fryer Pan frying Microwaving
Bioactive Parsle Control 0.25% 0.5% 0.75% Control 0.25% 0.5% 0.75% Control 0.25% 0.5% 0.75%
compound y parsley  parsley parsley parsley  parsley parsley parsley parsley  parsley
Citric acid X } } _ _ _ _ _ _ _ _ - -
(m/z 191)
Malic acid X ) } R _ _ _ _ _ _ _ - -
(m/z 133)
Apigenin Zr;]l';\fig)es%/)lglucoside X ) X X X i X X X i X X X
p-coumaric acid 4-O-hexoside X ) ) ) i} } ) i _ . i - -
(m/z 325)
Diosmetin 7-apiosylglucoside X } } _ _ . _ _ R R - - -
(m/z 593)
Quercetin-O-pentosyl-hexoside X ) } _ . . R - R R - - -
(m/z 595)
p-coumaric acid X ) ) _ _ _ . . . R - - -
(m/z 163)
Aplgenln-O-a((:ﬁfyzl-(s%eSr;tosyl-hexoade X ) X X X . X X X _ X X X
Chrysoeriol-7-O-
malonylapiosylglucoside B X - - - - - - - - - - ) )
(m/z 679)
Coumaroyl derivative X ) } i} ) } . _ _ _ - - -
(m/z 471)
Apigenin 7-glucoside X } i} ) ) . . . _ - - - -
(m/z 431)

[TEET)

Xx” indicates presence of the bioactive compound in the corresponding sample. “-“ indicates absence of the bioactive compound in the corresponding sample.

126



As expected, control samples did not present the compounds found in parsley. Among
parsley constituents, only apigenin 7-apiosylglucoside (apiin, m/z 563) and apigenin-O-acetyl-
pentosyl-hexoside (m/z 605) were also detected in omelets containing the herb, regardless of
the cooking method (Table 5). This indicates the possible thermal degradation of other
bioactive compounds from parsley, which were not found in omelets after cooking. Moreover,
these two compounds were detected in samples prepared with all levels of herb (Table 5).

Studies have shown the effects of different cooking methods on bioactive compounds
present in plant materials (Nayeem, Sundararajan, Ashok, Abusaliya, & Ramalingam, 2021;
Wu, Zhao, Haytowitz, Chen, & Pehrsson, 2019). Flavonoids and other compounds found in
parsley are sensitive to high temperatures, light and oxygen, so they may degrade during
cooking (de Carvalho et al., 2021; loannou, Chekir, & Ghoul, 2020).

Degradation is not only in function of the cooking method/condition. The chemical
structure of a compound also plays a role in its thermo-stability. A previous study reported
that rutin was more stable than quercetin, which was associated with the presence of a
glycosyl moiety (da Costa, Barbosa Filho, do Nascimento, and Macédo, 2002). loannou et al.
(2020) evaluated the thermal degradation of model flavonoid solutions during heating (130
°C/2 h) and showed that eriodictyol was completely degraded whereas naringin (glycoside)
content only decreased by 20%. This may explain why only apigenin 7-apiosylglucoside and
apigenin-O-acetyl-pentosyl-hexoside were detected after cooking.

In fact, the degradation of bioactive compounds encompasses complex reactions that
may affect the antioxidant potential in different ways. Therefore, further studies must be
performed for each compound to better elucidate the mechanisms involved in its thermo-
stability and, consequent, thermo-degradation.

In addition to these findings, food systems, such as omelets, present different
constituents that may interact with the bioactive compounds in distinct ways (Olszowy-
Tomczyk, 2020). Thus, a lower extractability of parsley constituents in omelet samples may
also be considered. Indeed, the extractability depends on the bonding of the herb components
to the food matrix. Other relevant point regarding the extraction of a compound is its
hydrophilicity/lipophilicity that may influence its solubility and extraction (Rajbhar, Dawda,
& Mukundan, 2015). Therefore, in complex food matrices, it is worth considering how the
interactions formed may affect these parameters. Moreover, since compounds differ in
molecular size, polarity, and solubility, each parsley constituent may show a different
behavior, which also highlights the importance of future studies on the compounds identified
herein.

3.3 Principal component analysis and heatmap

The first two principal components explain 78.2% of the data variability (Dim 1: 59.5
%, Dim 2: 18.7 %) (Fig. 2a and 2b), which adequately explain the variance of experimental
data. The heatmap (Fig. 2c) allows the visualization of low (blueness) or high (redness) values
of variables for each treatment.

Control samples presented the highest values for cholesterol oxidation indicators such
us 25-OH, 7a-OH, total COPs, and 7-keto compared to samples with parsley. However, it was
less prominent in pan-fried samples. On the other hand, samples with 0.25, 0.5 and 0.75%
parsley prepared by air frying and pan frying showed higher contents of cholesterol,
suggesting the protective effect of the herb against cholesterol degradation (Fig. 2a, 2b, and
2¢).

Control samples presented the highest values for cholesterol oxidation indicators such
us 25-OH, 7a-OH, total COPs, and 7-keto compared to samples with parsley. However, it was
less prominent in pan-fried samples. On the other hand, samples with 0.25, 0.5 and 0.75%
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parsley prepared by air frying and pan frying showed higher contents of cholesterol,
suggesting the protective effect of the herb against cholesterol degradation (Fig. 2a, 2b, and
2c).
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Fig. 2. Multivariate analyses. Principal component analyses for treatments (a) and variables
(b). Heatmap (c). AF = air frying; Mw = microwave; PF = pan frying; SFA = saturated fatty
acid; MUFA = monounsaturated fatty acid; PUFA = polyunsaturated fatty acid; UFA =
unsaturated fatty acid; deg PUFA = degradation of PUFA. The values 0.25, 0.5, and 0.75
represent the levels of parsley added to omelet samples at each treatment.

Fig. 2c shows four groups formed according to their similarities. All control samples
were placed in the same group (in black), which presented low levels of cholesterol, »3, and
®6. These samples also had high total COPs, degradation of PUFAs, 25-OH, and 7a-OH.
Another group (in red) presented just the raw sample indicating its distinct composition (e. g.
greatest contents of cholesterol, ®3, w6, and PUFAs, while presenting lower values of PUFAs
degradation and total COPs). Finally, two other groups were composed of samples treated
with parsley: a blue colored group with the microwaved samples and a pink colored group
with pan-fried and air-fried samples.

The distinct groups highlight both the impact of cooking methods on sample
composition and the protective effect of parsley against oxidation. This can also be observed
by the ample color variation in the heatmap (Fig. 2c) regarding the different types of samples
(raw, controls, and samples containing parsley). The addition of parsley resulted in
significantly different values for most parameters evaluated in relation to control samples,
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indicating the effect of parsley as a natural antioxidant in this study.

4. Conclusions

The UHPLC-ESI-MS analyses detected bioactive compounds such as phenolic acids
and their derivatives (p-coumaric acid, p-coumaric acid 4- O-hexoside, and a coumaroyl
derivative), flavonoids (apigenin 7-glucoside, apigenin 7-apiosylglucoside, diosmetin 7-
apiosylglucoside, quercetin-O-pentosyl-hexoside, apigenin-O-acetyl-pentosyl-hexoside, and
chrysoeriol-7-O-malonylapiosylglucoside B), and organic acids (citric and malic acids),
which may explain parsley‘s antioxidant capacity. Air frying, pan frying, and microwaving
induced the oxidation of egg lipids, increasing the content of COPs in omelets. The formation
of COPs was more prominent in air-fried and microwaved samples, where the highest internal
temperatures were achieved and more extreme processing conditions were used. However,
parsley minimized cholesterol oxidation, mainly at 0.75%. In general, the higher the level of
parsley the higher the protective effect. Only two bioactive compounds from parsley (apigenin
7-apiosylglucoside and apigenin-O-acetyl-pentosyl-hexoside) were found in cooked omelets
containing the herb, indicating the degradation of other parsley constituents and the possible
reduction of their extractability in the food matrix. The use of parsley is a promising strategy
to minimize lipid and cholesterol oxidation during the preparation of omelets by different
cooking methods. However, further studies must be performed to evaluate different levels of
addition and sensorial aspects.
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